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RESUMO
As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela sintese de ATP, sendo o0s
complexos da cadeia respiratoria e a enzima ATP sintase 0s responsaveis por esse
processo. A mitocdndria também € uma das fontes de geracao de espécies reativas
de oxigénio, contudo possui um eficiente sistema antioxidante. Lophiosilurus
alexandri (pacamd) € um peixe nativo do rio S8o Francisco e tem um grande
potencial econdmico para a regido. No entanto, parametros do metabolismo
bioenergético de tal espécie nunca foram avaliados. Neste estudo, buscou-se
investigar em mitocondrias isoladas, a atividade da cadeia transportadora de
elétrons avaliando cada um dos seus complexos, assim como foi avaliada a
producdo mitocondrial de H,O, e a atividade das enzimas antioxidantes: superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), no figado de
pacama e tilapia. Os experimentos in vitro mostraram no pacama a velocidade de
fosforilacdo (V3), usando substrato para o complexo | foi maior que do complexo Il, o
mesmo nao se repetiu para a velocidade de repouso (V4) e velocidade de
desacoplamento (Vrccp), que foram maiores quando usado substrato para o
complexo Il. Por outro lado, ao analisar o Controle Respiratério (CR), que é uma
razao entre V3 e V4, do pacama e da tilapia, observou-se na espécie de interesse
um resultado inferior em ambos os complexos: 20% menor para o substrato do
complexo | e 28% menor para o substrato do complexo Il. Contudo, também foi
verificado um aumento médio de 19% na producéo de H,O, mitocondrial de pacama
guando comparado a tilapia. Em relacdo a atividade das enzimas antioxidantes do
figado, a SOD teve uma atividade reduzida na tilapia em relacdo ao pacama, onde
apresentou uma diminuicdo de 27,2%. Porém em se tratando das enzimas CAT e
GPx, tais enzimas na tilapia mostraram ter uma maior atividade do que no pacama.
Os resultados indicam que as mitocéndrias hepaticas do pacama possuem 0s quatro
complexos da cadeia respiratéria de elétrons funcionais e ha producdo de H,0,,

adicionalmente no figado do pacama a atividade da SOD é reduzida.

Palavras-chave: Bioenergética mitocondrial. espécies reativas de oxigénio.

Lophiosilurus alexandri.



ABSTRACT

Mitochondria are organelles responsible for the synthesis of ATP, and the complex of
the respiratory chain and the enzyme ATP synthase those responsible for this
process. Mitochondria are also one of the sources of generation of reactive oxygen
species, yet has an efficient antioxidant system. Lophiosilurus alexandri (pacama) is
a native fish from the Sao Francisco river and has a great economic potential for the
region. However, energy metabolism parameters from this fish has never been
assessed. In this study, we sought to investigate the transport chain activity of
electrons evaluating each of its complexes, as well as evaluated the mitochondrial
H,0O, production and activity of antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) from liver pacama and tilapia. In
vitro experiments showed that phosphorylation velocity (V3), using a substrate for the
complex |, was higher than complex Il, this result was not found for the resting
velocity (V4) and uncoupling velocity (Veccp), which were higher when used for
substrate complex Il. Furthermore, the respiratory control (RC), which is a ration
between V3 and V4, in pacama shown a lower result than in tilapia, in both
complexes 20% lower for substrate to complex | and 28% lower using substrate to
complex Il. It was also observed an average of 19% increase in mitochondrial H,O,
production from pacama compared to tilapia. In relation to the antioxidant activity of
liver enzymes, SOD had a reduced activity when comparing tilapia to pacama, which
showed a decrease of 27.2%. But in the case of CAT and GPx enzymes, such
enzymes from tilapia shown to have greater activity than those from pacama. The
results indicate that, liver mitochondria from pacama was the four functional
complexes of the respiratory chain and H,O, there is mitochondria H,O, production,

additionally pacama liver SOD activity is reduced.

Keywords: Mitochondrial bioenergetic. reactive oxygen species. Lophiosilurus
alexandri.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mitocbndrias: Estrutura, Funcéo e Bioenergética

A mitocondria é uma organela que desempenha um papel central na vida e
morte das células. Possui diametro em torno de 0,2 a 1,0 um e sua forma e
dimenséo diferem conforme o tipo de tecido em que se encontra (NELSON; COX,
2014). E constituida por duas membranas, uma externa e uma interna, que separam
0 espaco intermembranas e a matriz (MELO; PASSOS, 2015).

A membrana externa é formada por cerca de 50% de lipidios e 50% de
proteinas, ela é porosa e permeavel a ions e pequenas moléculas nao carregadas,
gue a atravessam livremente por meio de canais transmembranares, isto €, por meio
de proteinas de membrana de formacdo de poros (porinas), tais como o canal
aniénico voltagem dependente — VDAC (KUHLBRANDT, 2015).

Ja a membrana interna, constitui-se de 20% de lipidios e 80% de proteinas, é
uma barreira de difusdo para todos os ions e moléculas. Estes s6 podem entrar
transversalmente com a ajuda de proteinas transportadoras de membrana
especificas, cada uma seletiva para um ion ou molécula particular (KUHLBRANDT,
2015). Apresenta mdultiplas invaginacdes, chamadas de cristas mitocondriais, essas
por sua vez sdo importantes pelo fato de aumentarem a area superficial, visto que é
impermeavel a maioria das moléculas e ions. Nela também estdo localizadas
proteinas, que formam os quatro complexos da cadeia respiratoria e a enzima ATP
sintase (MELO; PASSOS, 2015).

Na matriz mitocondrial € onde se encontram as enzimas do ciclo do acido
citrico, enzimas da B-oxidacdo dos acidos graxos, enzimas de oxidacdo de
aminoacidos, complexo da piruvato desidrogenase, além de outras enzimas,
ribossomos e DNA mitocondrial (NELSON COX, 2014).

Desses componentes presentes na matriz, o DNA mitocondrial (mtDNA)
possui grande importancia. A maioria dos organismos apresenta um DNA
mitocondrial circular que varia em tamanho e no nimero de quilobases (kb), como
exemplo, tem-se que as plantas possuem por volta de centenas de quilobases (kb),
enquanto os seres humanos apresentam apenas 16,5 kb. Ele estd organizado em
um complexo nudcleo, conhecido como nucleoide mitocondrial, o qual esta

covalentemente associado com a membrana mitocondrial interna. O proteoma
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mitocondrial esta estimado em cerca de 800 a 1200 proteinas diferentes, porém
apenas 5% das proteinas da mitocondria sdo codificadas pelo mtDNA. Analises
protedmicas realizadas em leveduras e mamiferos revelaram que o nucleoide é
composto por proteinas de ligacdo do DNA, proteinas envolvidas ha manutencao do
mtDNA e por proteinas envolvidas no metabolismo energético. Uma vez sendo
lesionado, o mtDNA pode afetar facilmente a expressédo génica contribuindo para
uma disfungdo mitocondrial e celular, tendo como consequéncia o aparecimento de
doencas, como cancer e as doengas neurodegenerativas (MUFTUOGLU; MORI;
SOUZA-PINTO; 2014).

Ao abordar a cerca das fun¢des mitocondriais, tem-se que essa organela é
essencial na homeostase celular, pois através do seu papel na apoptose e necrose
guando é submetida a condicbes de estresse,controla o destino da célula
(KOWALTOWSKI et al., 2009).

Além disso, a mitocondria tem como uma das mais conhecidas funcbes a
capacidade de prover energia para a ceélula, ao converter energia da transferéncia
de elétrons em energia quimica na forma de adenosina trifosfato (ATP). Esse
processo é denominado de fosforilagcdo oxidativa e envolve uma série de complexos
transportadores de elétrons e a enzima ATP sintase localizados na membrana
mitocondrial interna (NELSON, COX, 2014).

Os quatro complexos da cadeia respiratoria encontram-se sequenciados em
virtude do potencial redox. Esse potencial € o responsavel por determinar o
movimento dos elétrons até que eles alcancem o oxigénio (MITCHELL, 1961).
Assim, a energia necessaria para a fosforilacdo oxidativa provém do potencial
eletroquimico de prétons gerado pela cadeia de transporte de elétrons que reduz o
oxigénio molecular a 4gua. Desta forma, a cadeia respiratéria converte a energia de
coenzimas reduzidas proveniente do catabolismo de nutrientes em potencial de
membrana mitocondrial, o qual gera a forca motriz para a fosforilacdo oxidativa. Um
evento primordial que ocorre anteriormente a fosforilagcdo oxidativa € a producao de
novas substancias, as quais sdo necessarias durante a fosforilacdo. Esses produtos
sdo obtidos a partir do ciclo de Krebs, também conhecido como ciclo do acido citrico.

Durante o ciclo do acido citrico, coenzimas reduzidas séo sintetizadas (NADH
e FADH,). Isso ocorre em virtude da oxidacao de substratos e a energia liberada por
essas oxidacdes é conservada pela reducdo de trés NAD" e um FAD, mediante

reacOes catalisadas pelas enzimas isocitrato-desidrogenase, pela descarboxilacao
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oxidativa do citrato a a-cetoglutarato; a-cetoglutarase-desidrogenase, em virtude da
oxidagdo de a-cetoglutarato em succinil-CoA e succinato-desidrogenase a partir da
oxidagdo do succinato a fumarato. Sendo essa ultima enzima também integrante da
cadeia respiratoria no complexo Il (NELSON, COX, 2014).

A coenzima NADH gerada no citosol da célula pode penetrar no interior da
mitocondria através de sistemas de lancadeiras. A lancadeira de NADH mais
conhecida que funciona em mitocéndrias de figado, rim e coracéo € a lancadeira do
malato-aspartato. Os equivalentes redutores do NADH citosdlico sdo transferidos ao
NAD" presente no interior da mitocondria pela acdo da malato-desidrogenase da
matriz, formando NADH. Esse NADH pode passar elétrons diretamente para a
cadeia respiratéria (NELSON, COX, 2014).

Os elétrons provenientes das coenzimas reduzidas, NADH e FADH,,
mediante a degradacdo de -carboidratos, aminoacidos e &cidos graxos, sé&o
transferidos aos quatros complexos transportadores de elétrons que compdem a
cadeia respiratoria.

O complexo I, também conhecido como NADH desidrogenase ou NADH-
ubiquinona redutase € composto por 42 cadeias diferentes de polipetideos, incluindo
flavoproteina (FMN) e seis centros de ferro-enxofre (Fe-S).

Este complexo catalisa a transferéncia de um ion hidreto do NADH para a
forma oxidada da coenzima Q (ubiquinona - UQ) gerando a forma reduzida desta
coenzima (Ubiquinol — UQH) que se difunde na bicamada lipidica. Além disso, o
complexo | também realiza a transferéncia de quatro prétons da matriz para o
espaco intermembrana (NELSON,COX, 2014). A reacdo que representa essa
transferéncia de elétrons, na forma de hidreto e o bombeamento de prétons é a

seguinte:

NADH + 5H" + UQ=> NAD" + UQH; + 4H"

O complexo Il, também conhecido como succinato desidrogenase, tem duas
subunidades transmembranar, C e D e contém as subunidades A e B que se
estendem para a matriz. A subunidade A contém a coenzima FAD, em que logo
atras encontra-se o sitio de ligacdo dos elétrons originados de um intermediario do
ciclo do acido citrico, o succinato. A subunidade B tem trés conjuntos de centro de

Fe-S e a ubiquinona ligada. Os elétrons se movem do succinato para a coenzima



16

FAD, a qual é reduzida a FADH,. Em seguida, tais elétrons passam através dos trés
centros de Fe-S, onde finalmente eles sao transferidos para a forma oxidada da
coenzima Q (UQ), reduzindo-a em UQH2(NELSON, COX, 2014). Diferentemente do
complexo |, a energia liberada da oxidagdo do succinato para fumarato ndo é
suficientemente alta para promover o bombeamento de prétons através deste
complexo (SALVADOR, 2013).

Também conhecido como ubiquinona:citocromo ¢ oxidoredutase, o complexo
lIl acopla a transferéncia de elétrons do ubiquinol (UQH,) para o citocromo ¢ com o
transporte vetorial de prétons da matriz para o espaco intermembrana.

As reacoes redox que ocorrem no complexo Il foram propostas por meio de
um modelo, o ciclo Q. Através da passagem de elétrons e de prétons, o ciclo Q
acomoda a troca entre o carregador de elétrons (ubiquinona) e os carregadores de
um elétron (citocromos bsey, bses € €1) (NELSON, COX, 2014).

Embora o caminho dos elétrons através deste segmento da cadeia
respiratéria seja complicado, o efeito global da transferéncia é simples: UQH; é
oxidado a UQ e duas moléculas de citocromo c sdo reduzidas, conforme equacéo
abaixo:

UQH: + 2 cit ¢; (oxidado) + 2H" = UQ + 2 cit ¢; (reduzido) + 4H*

No passo final da cadeia respiratoria, o complexo IV, também chamado
citocromo c oxidase, ocorre o transporte de quatro elétrons do citocromo c para o
oxigénio molecular, reduzindo-o a H,O.

Para cada quatro elétrons que passam por meio deste complexo, a enzima
consome quatro substratos H" da matriz para na conversdo de O, a 2H,0, conforme
reacdo abaixo (NELSON, COX, 2014).

4 cit ¢ (reduzido) + O, + 8H" = 4 cit ¢ (oxidado) + 4H™ + 2H,0

Além das coenzimas NADH e FADH,, outros substratos transferem elétrons
para a cadeia respiratdria diretamente no nivel da ubiquinona. Dentre eles tem-se o
acil-CoA graxo e o glicerol 3-fosfato.

O primeiro passo para a oxidacdo do acil-CoA graxo, € catalisado pela
flavoproteina acil-CoA desidrogenase, e envolve a transferéncia de elétrons do
substrato para a FAD desidrogenase, e em seguida para a flavoproteina

transferidora de elétrons (ETF), e finalmente para ETF ubiquinona oxidoredutase.
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Essa enzima transfere elétrons para dentro da cadeia respiratéria pela ubiquinona
reduzida (NELSON; COX, 014).

No musculo esquelético e no cérebro, o glicerol 3-fosfato formado a partir do
glicerol liberado de triacilglicerol ou da diidroxicetona fosfato, & oxidado pela glicerol
fosfato desidrogenase. Essa enzima € localizada na face externa da membrana
mitocondrial interna, sendo mais um canal de elétrons para a cadeia respiratéria por
reduzir a ubiquinona (NICHOLLS, FERGUSTON; 2014).

A movimentacdo dos elétrons através dos quatro complexos da cadeia
respiratdria pode ser representada conforme mostra a Figura 1.

Figura 1: Movimentacao dos elétrons através dos complexos da cadeia respiratoria.
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Fonte: Lehninger, 2014.

De acordo com a teoria Quimiosmotica de Mitchell, o gradiente essencial
para sintese de ATP é o bombeamento de prétons através da matriz mitocondria
Ipara o espaco intermembranar (MITCHELL, 1961). Devido a passagem de prétons
através dos complexos transmembranares (complexos I, lll e 1V), e da transferéncia
de elétrons, ha a formacdo de um gradiente quimico e elétrico (NELSON; COX,
2014).

A formacdo deste potencial eletrogquimico transmembranico € o elemento
inicial do acoplamento entre a oxidacdo de substratos e a geracdo de energia
guimica. O componente elétrico (AW) deste potencial atinge valores de
aproximadamente -180 mV no estado de repouso, enquanto 0 componente quimico
(ApH) oscila em até 1 unidade de pH (NICHOLLS, FERGUSTON; 2002).
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O retorno dos proétons para a matriz mitocondrial, a favor do gradiente, ocorre
em virtude de outro complexo enzimatico, chamado ATP sintase. Esse complexo é
formado por duas subunidades, chamadas de Fpe Fi.

Segundo Nicholls e Ferguson (2002) a porcdo F; tem cinco tipos de
polipeptideos, geralmente conhecidos como a, B, vy, 8, € € a0 passo que mais trés
polipeptideos, a, b, e c, foram identificados em Fo. As massas moleculares
estimadas para Fo e F; foram em 370 e 160 kDa, respectivamente. Os cinco
polipeptideos de F1 sdo consistentes com uma estrutura globular hidrofilica,
enquanto que cada um dos polipeptideos de Fo tem regides hidrofébicas
consistentes com a-hélices transmembranares.

Quando o fluxo de prétons passa através da subunidade Fo fornece a forca
para a rotacdo de F1, que atua como motorrotatorio para conduzir a sintese de ATP
(MITCHELL, 1961).

A geragdo do gradiente eletroquimico transmembranico de protons é um
elemento central no aproveitamento de energia em sistemas bioldgicos.
Evolutivamente, este mecanismo é fundamental, sendo usado tanto na fosforilacéo
oxidativa em mitocondrias quanto na fotossintese em cloroplastos.

Além disso, este gradiente pode ser usado diretamente para processos
endergbnicos sem a participacdo de ATP. S&o exemplos desse mecanismo de
acoplamento direto as trocas eletroforéticas de ATP* por ADP®, a reducdo de
NAD(P)* pela transidrogenase especifica e a captacdo eletroforética de Ca**
(transportando duas cargas positivas para o interior da mitocondria) (NICHOLLS,
FERGUSON, 2014).

1.2 Transicdo de Permeabilidade Mitocondrial, Estresse Oxidativo e Sistema

Antioxidante

Além de controlar o destino de vida e morte da célula e de sua capacidade de
produzir energia na forma de ATP, as mitocéndrias participam na sinalizagcéo celular
e na resposta imune (MUFTUOGLU; MORI; SOUZA-PINTO, 2014), participam dos
processos de inflamacdo e no controle de niveis de célcio (KOWALTOWSKI;
VERCESI, 1999, BURG; BOES, 2015) e como um dos principais locais geradores de
espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células (KOWALTOWSKI, CASTILHO,
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VERCESI, 2001) as quais estao envolvidas no processo de envelhecimento, dentre
vérias outras fun¢des (MELO;PASSOS, 2015).

A homeostase de calcio celular, em particular, mitocondrial esta relacionada
com a integridade da mitocdndria. Uma sobrecarga de Ca®* na mitocondria é
responsavel por afetar o estado redox de tal organela e promover a oxidacdo de
grupos tiois das proteinas da membrana interna mitocondrial. A oxidacdo desses
grupos resulta em mudancas conformacionais e agregacéo/polimerizacdo de
proteinas formando poros nao seletivos (FIGUEIRA et al., 2013).

Além disso, a mitocdndria esta envolvida no processo de morte celular, em
virtude da liberacdo de moléculas sinalizadoras de apoptose para o citosol da célula,
como por exemplo, o citocromo c, o fator de apoptose indutor de protease (Apaf-1),
o fator indutor de apoptose (AIF), e o Smac/DIABLO. Isso se deve as condi¢bes
fisiologicas alteradas da célula, o que leva a um processo chamado de Transi¢cédo de
Permeabilidade Mitocondrial (TPM) (SKULACHEV, 1998; KOWALTOWSKI,
CASTILHO, VERCESI, 2001; BAZIL, BUZZARD; RUNDELL, 2010).

A TPM é uma condicdo de permeabilizagcdo nado-seletiva da membrana
mitocondrial interna induzida pela elevacdo da concentracdo de calcio, presenca de
espécies reativas de oxigénio e aumento na concentracdo de fosfato inorganico
(RONCHI; VERCESI; CASTILHO, 2011), o que prejudica a funcionalidade da
mitocondria, causando inchamento da organela, perda de potencial de membrana e
perda da capacidade de transportar calcio, o que leva consequentemente a uma
disfuncdo mitocondrial e a morte celular por necrose e/ou apoptose (FIGUEIRA et
al., 2013).

Atualmente nao esta estabelecida a natureza quimica da abertura do Poro de
Transicdo de Permeabilidade (PTP), contudo, ja foi reportado na literatura que a
abertura pode ser associada a proteina ciclofiina D (CROMPTON; ELLINGER;
COSTI, 1988) ainda, agregados de proteinas de membrana mediado pela oxidagéo
de seus grupamentos tiolicos (FAGIAN et al., 1990), modificacdo de componentes
da membrana interna, e possivelmente da externa, que incluem a proteina VDAC
(BRDICZKA et al., 1998) e o translocador ADP/ATP (ANT) (GIORGIO et al., 2013)
entretanto,a hipotese mais recente sugere a participacdo da subunidade ¢ da ATP
sintase como mais um componente do poro de TPM (AGUILAR; BAINES, 2015).

A abertura do poro de TPM pode ser desencadeada por uma combinacéo

sinérgica de niveis elevados de Ca?* na matriz mitocondrial e desequilibrio oxidativo
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(FIGUEIRA et al., 2013). As primeiras indicagOes de que a TPM estava relacionada
ao estado redox das mitocéndrias e que podia ser desencadeada por acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) mostraram que a perda da capacidade da
mitocondria em reter célcio captado pelo meio externo era estimulado pela oxidagéo
dos nucleotidios de piridina das mitocondrias e inibido ou revertido pela reducao do
NADP*, além disso, a oxidacdo do NADPH mostrou estar mais relacionada a TPM
do que a oxidacdo do NADH, posteriormente foi comprovado que o estado reduzido
do NADP modulado pelo uso de oxidantes e redutores regulava o inicio da TPM
(LEHNINGER et al., 1978; VERCESI, 1987; KOWALTOWSKI et al, 2001).

Uma vez que o NADPH representa a principal fonte de poder redutor para
defesa da mitocondria contra o estresse oxidativo, ele € usado para reconstituir 0s
substratos glutationa (GSH) e tioredoxina (TSH), que mantém a funcionalidade das
principais enzimas removedoras de EROs na mitocondria, a glutationa peroxidase
(GPx) e a tireodoxina peroxidase (TPx) mitocondrial, respectivamente.

A forma oxidada da glutationa pode ser recuperada pelo NADPH através da
glutationa redutase. Com respeito a NAD(P)* transidrogenase dependente de
energia presente na membrana mitocondrial interna, esta tem um papel essencial no
mecanismo de defesa contra estresse oxidativo. Esta enzima pode funcionar como
uma bomba de protons, utilizando o gradiente eletroquimico de H* gerado pela
respiracdo para producdo de NADPH, garantindo uma fonte de equivalentes de
reducédo para regenerar glutationa reduzida. Portanto, a falta de energia gerada pelo
desacoplamento ou pela queda de potencial de membrana diminui a atividade dessa
transidrogenase dependente de energia. Deste modo, a enzima ndo € capaz de
manter o NADPH na forma reduzida resultando em uma condicdo de estresse
oxidativo (KOWALTOWSKIetal, 2009).

Com isso, fica claro que a abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial esta intimamente associada com o estado redox dos grupos tiois das
mitocdndrias, visto que o NADPH esta relacionado ao estado redox da glutationa e
de grupos tiois da mitocéndria.

A origem das espécies reativas de oxigénio que levam a TPM pode ser a
prépria cadeia respiratoria, desde que a reducdo do oxigénio molecular & agua seja
incompleta. Espécies reativas de oxigénio (EROs) € um termo coletivo que inclui ndo
s6 os radicais de oxigénio, mas também alguns derivados nédo-radicais do O,, como

H,0,, o acido hipocloroso (HCIO) e ozdnio (O3). Logo, todos os radicais de oxigénio
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sdo EROs, mas nem todas as EROs s&o radicais de oxigénio (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2012).

Quando as espécies reativas de oxigénio sado produzidas dentro dos limites
de 2 a 5%, possuem funcBes fisiolégicas como: degradacdo oxidativa de
aminoacidos, biossintese de acidos graxos insaturados, producdo de
neuromediadores (neurotransmissores e neuromoduladores), destruicdo de
antigenos em células fagocitarias (AUGUSTO, 2006). Contudo, por serem muito
reativas, as EROs adquirem carater prejudicial quando o balanco entre sua
producdo e degradacdo encontra-se alterada, favorecendo sua producdo
(KOWALTOWSKI et al, 2009).

Dentre essas espécies, € possivel destacar radical anion superéxido (O;"),
peroxido de hidrogénio (H.O,) e hidroxil (OH), como sendo umas das mais
importantes e significativas nos processos mitocondriais.

O anion radical superéxido (O,°) pode ser gerado dentro da cadeia
respiratéria via ubiquinona (UQ) em locais de ligagdo nos complexos | e lll e
mediante o grupo prostético flavina no complexo I. E possivel haver outras fontes e
locais para a geracao deste radical, porém na literatura ainda sado encontradas
controvérsias (BRAND, 2010; CARDOSO et al., 2012; FIGUEIRA et al., 2013). Essa
radical pode se comportar como oxidante e como redutor, dependendo da espécie
com quem reaja, pois apresenta potenciais de E = - 0,33 V e E = 0,94 V para sua
reducédo e oxidacao, respectivamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

De acordo com Figueira e colaboradores (2013), quando a rotenona esta
presente, um inibidor da ligacdo UQ, conhecido por bloquear o fluxo de elétrons no
complexo I, hd um aumento na producdo de O;". Isto sugere que o complexo |
produz anion radical superoxido em um local que é préximo ao sitio de ligacdo da
rotenona durante o fluxo de elétrons a partir de NADH.

Segundo Halliwell e Gutteridge (2012), o O, desaparece rapidamente em
solucdo aquosa, isso € devido a reacao de dismutacdo. Um radical O,” é oxidado
para O, e outro é reduzido para H;0O,. A definicdo de dismutacdo é uma reacao
guimica em que a mesma espécie é tanto oxidada quanto reduzida. A reacao global

consiste em:

O," + Oy + 2H+ -> H-O, + O,



22

A producgéo de O;" equivale de 1 a 2% do consumo de oxigénio mitocondrial
(ANDREYEV, KUSHNAREVA, STARKOV, 2005; FIGUEIRA et al., 2013), porém
embora saiba que a mitocondria pode gerar O, em diferentes locais, ndo é possivel
afirmar precisamente a taxa de producao desse radical mediante varios substratos e
diferentes demandas de energia, por isso € um desafio metodolégico medir O,” em
diferentes tipos de mitocondrias, e, mais ainda, in vivo.

Outra espécie reativa é 0 H,O,. Ele € toxico para células em diversos niveis,
em que na faixa de 10 a 100 pM, causa a senescéncia ou apoptose, mas em niveis
mais baixos pode promover a proliferacdo de certos tipos de células, e em niveis
mais elevados suprime a apoptose e promove a morte celular por necrose. Vérias
enzimas podem gerar H,O,, incluindo xantinas e oxidases como as superoxidos
dismutases (SOD) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Outra classe de oxidases que produzem peroxido de hidrogénio sdo as L-
Aminoéacidos Oxidases (LAAOs). As LAAOs sao flavoenzimas que catalisam a
desaminacdo oxidativa de L-aminoacidos em a-cetoacido com a producdo de
amonia e peroxido de hidrogénio (LI & LI, 2014). Essa classe de enzimas esta
amplamente distribuida em varias espécies de seres vivos, como nas peconhas de
serpentes, insetos, bactérias, fungos (BURIN, 2011) e em peixes (KITANI et al.,
2007; WANG et al.,2011; WANG, XIE, LI, 2010).

O H;0, gerado na mitocéndria tem muitos destinos possiveis. Por ser
relativamente estavel, quando comparado com o anion radical superoxido, esse
composto pode permear membranas, através de transportadores presentes na
membrana mitocondrial interna (KOWALTOWSKI et al., 2009).

Entretanto, pode ser removido por sistemas antioxidantes citosolicos como a
catalase, glutationa peroxidase e tioredoxina peroxidase na matriz mitocondrial
(FIGUEIRA et al., 2013). Contudo, o peréxido de hidrogénio é continuamente
produzido em muitos tecidos, e estudos sobre figado em perfusdo sugerem
concentracdes de estado estacionario de 107 a 10° M.

A mitocondria contribui significativamente para a geracdo de H,O, celular,
tanto por oxidases como por dismutacdo do O,  da cadeia transportadora de
elétrons. O H,0, foi estimado para alcancar uma concentracdo no estado
estacionario de cerca de 5 nM na matriz mitocondrial, embora possa haver uma
grande variacdo de niveis entre mitocondrias a partir de tecidos diferentes
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).
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O radical hidroxil (OH") é outro exemplo de espécie reativa de oxigénio. Esse
radical pode ser formado de diferentes maneiras, como por meio de uma fissao
homolitica de H,O, na presenca de radiagcdo UV, através da fissdo homolitica da
agua quando essa € submetida a raios y. Porém, uma das maneiras que esse
radical pode ser formado, até mesmo no interior da célula, € por meio da reacédo de
H,O, com ions ferro, mais conhecida como reacdo de Fenton (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2012).

H,0, + Fe** > Fe* + OH +OH
Fe¥* + O > Fe® + O

A reacao de Fenton pode ser simplificada como:
Fe*
H,0, + O;" > OH + OH + O3

Entretanto, essa reacdo, também conhecida como Reacédo de Haber-Weiss
pode ocorrer naturalmente no organismo sem a presenca do ion ferro. Por ser
altamente reativo, acredita-se que o radical hidroxil atue essencialmente como uma
molécula nociva. Por esta raz&o, as mitocondrias desenvolveram sistemas de
remocao de H,O, eficientes, bem como mecanismos que envolvem quelantes de
metais, evitando a formacéo deste radical. Experimentos usando agentes quelantes
de ferro para evitar danos mitocondriais e perda de integridade devido a maior
geracdo de EROs demonstram que OH' age como uma espécie prejudicial nas
mitocondrias (KOWALTOWSKI et al., 2009).

O radical hidroxil € capaz de abstrair hidrogénio praticamente de qualquer
ligacdo C-H. Ele pode reagir com lipidios, promovendo a peroxidacdo lipidica na
membrana mitocondrial, com proteinas, inativando enzimas e oxidar acidos
nucléicos, modificando o DNA mitocondrial (MELO; PASSOS, 2015).

Além do radical hidroxil, outras espécies reativas de oxigénio também podem
causar danos oxidativos em componentes ndo-protéicos da mitocondria. H4 uma
grande oxidacao lipidica em paralelo a TPM quando as mitocdndrias séo tratadas
com altas concentracdes de Pi, que por sua vez, estimula a oxidacéo lipidica devido
a sua habilidade em catalisar a tautomerizacdo de aldeidos, produzindo endis que,

guando oxidados por proteinas heme produz um estado triplet nos aldeidos, sendo
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estes também oxigénios reativos. A peroxidacgédo lipidica pode aumentar os efeitos
lesivos da TPM na célula, pois também desencadeia o inchamento mitocondrial, a
liberacdo de citocromo c e impede a fosforilagdo oxidativa (KOWALTOWSKI et al.,
1996).

Na verdade, a peroxidacao lipidica causa danos irreversiveis a mitocondria,
consequentemente a célula, o que torna essa oxidagdo de lipideos mais prejudicial
que a TPM, pois esta pode ser reversivel logo apds seu inicio (KOWALTOWSKI,
CASTILHO; VERCESI, 2001).

A ativacdo da TPM é considerada uma das principais causas de morte de
células sob uma variedade de estados patofisiolégicos, incluindo isquemia/
reperfusdo, doenca neurodegenerativa, lesédo cerebral traumatica, distrofia muscular,
e a toxicidade de farmaco (FIGUEIRA et al., 2013).

De acordo com Silva e Ferrari (2011), espécies radicalares podem inativar
enzimas, ativar genes pro-inflamatorios, levar a um aumento do risco de cancer e
estdo também relacionados a varias doencas cronicas associadas ao
envelhecimento (doencas cardiovasculares, diabetes, hipertensédo, sindrome
metabodlica, artrite reumatodide, Alzheimer, Parkinson).

A fim de combater esses e outros danos provocados pelo estresse oxidativo,
a mitocondria faz uso de um eficiente sistema de defesa antioxidante. Antioxidante &
um termo amplamente usado e apresenta diversas conotacfes dependendo de sua
aplicacdo, mas pode-se definir antioxidante como qualquer substancia que, em
baixas concentracdes, retarda, impede ou elimina os danos oxidativos causados em
uma molécula alvo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Dentre as enzimas que fazem parte do sistema antioxiante das mitocondrias
pode-se citar a acdo da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e os sistemas
glutationas e tiorredoxinas.

A producdo de anion radical superoxido e de peréxido de hidrogénio pela
mitocdndria foi reportada pela primeira vez a mais de quarenta anos (LOSCHEN et
al,1973; BOVERIS, CADENAS, 1975). Estes resultados, em conjunto com a
descoberta da enzima SOD na matriz mitocondrial (WEISIGER; FRIDOVICH, 1973)
chamaram a atencdo para esta organela como uma importante fonte intracelular
geradora de espécies reativas de oxigénio (KOWALTOWSKI et a.l, 2009).

Os mamiferos apresentam trés isoformas da enzima SOD, as quais sao

capazes de promover a dismutacdo do anion radical superoxido (O2-) a H,O, em
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diferentes compartimentos celulares. As isoformas s&o: CuzZn-SOD (SOD 1),
encontrada no citosol e no espaco intermembranas da mitocondria, a Mn-SOD
(SOD2) presente na matriz mitocondrial e a CuzZn-SOD (SOD 3) no espago
extracelular (AUGUSTO, 2006).

Nos peixes, assim como nos demais animais, existem duas formas de SOD
que contém cobre e zinco, a CuZn-SOD. Uma delas corresponde a enzima presente
principalmente no citoplasma das células, que é a CuzZn-SOD, nomeada como SOD
1; porém essa enzima também pode ser encontrada nos lisossomos, peroxissomos,
nacleo e espaco intermembranoso das mitocéndrias. Outro tipo de CuzZn-SOD (SOD
3) corresponde a SOD extracelular, a qual normalmente esta associada a superficie
das células, especialmente nos vasos sanguineos(UMASUTHAN, et al ., 2013;
HERMES-LIMA, 2004).

A sequéncia completa dos aminoacidos que constituem as isoformas SOD 1 e
SOD 3 sé&o muito similares entre si. CuzZn-SOD de mamiferos é uma enzima
dimérica com dimensdes elipsoidais de cerca de 30 x 40 x 70 A. Cada subunidade
contém 153 residuos de aminoacidos mais um ion zinco e um ion cobre. As enzimas
CuZn-SOD sao extraordinariamente estaveis. A maioria das CuZn-SODs séao
bastante resistentes ao aquecimento, ataque por proteases e desnaturacdo por
reagentes tais como cloreto de guanidina, de dodecil-sulfato de sédio (SDS) e uréia
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

A MnSOD é encontrada em bactérias, plantas e animais. Na maior parte dos
tecidos animais e em leveduras, MnSOD €& normalmente localizada nas
mitocondrias, embora algumas leveduras expressam uma MnSOD citoplasmatica
sob certas condi¢cdes de crescimento. A MnSOD de organismos superiores contém
geralmente quatro subunidades da proteina e tem um ion de Mn por subunidade. A
remocdo do Mn do sitio ativo faz com que haja perda de atividade catalitica
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Apesar das diferencas estruturais, MNSOD catalisa essencialmente a mesma
reacdo que CuzZn-SOD, isto é, dismutacdo de O, em H,0O,. A abundancia desta
enzima, bem como a sua presenca, em ambos os compartimentos mitocondriais,
atesta a importancia das mitocéndrias em remover o O, gerado (KOWALTOWSKI et
al., 2009). De acordo com Lebovitz e colaboradores (1996) tem sido associada que a
ma atividade da MnSOD em seres humanos pode acarretar em varias doencas

crbnicas, como o cancer de ovario e diabetes tipo |. Ratos que ndo expressavam a
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enzima MnSOD apresentaram neurodegeneracao, injurias no miocardio e letalidade
perinatal (LEBOVITZ et al., 1996).

Além disso, Nascimento et al. (2014) e Ferreira et al. (2015) ao estudarem o
sistema antioxidante de mitocéndrias do tecido cardiaco e tronco encefalico de
ratos,respectivamente, cujas maes foram submetidas a uma dieta com restricdo
proteica durante o periodo gestacional, apresentaram uma diminuicdo da atividade
da SOD, comprovando que uma dieta com baixo teor protéico induz a doencas
cardiovasculares devido ao aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
na mitocondria, as quais provocam aumento dos niveis de estresse oxidativo em
tecidos do miocardio.

Além disso, a inibicdo da superoxido dismutase (SOD) pode aumentar a
concentracdo de anions radicais superoxido dentro das células, ativando assim o
crescimento de células cardiacas. Dessa forma, EROs podem agir como moléculas
de sinalizacdo que promovem o crescimento dos cardiomiocitos levando a
hipertrofia, visto que promovem a redugédo dos niveis de grupos tiolicos, niveis de
glutationa e a atividade das enzimas catalase e SOD (CALDAS et al., 2015).

A maioria dos seres aerdbios contém a enzima catalase (CAT), assim como
algumas bactérias anaerébicas, como Propionibacterium shermanii. Em animais, a
CAT estad especialmente concentrada no figado. Cérebro, coracdo e musculo
esquelético tém baixos niveis de CAT, embora a sua atividade possa variar entre os
diferentes tipos de células (KOWALTOWSKI et al., 2009; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2012).

CAT de animais contém quatro subunidades, cada uma das quais apresentam
um grupo heme de Fe (lll) no seu sitio ativo. O grupo heme encontra-se a pelo
menos 20 A abaixo da superficie molecular, sendo acessivel por apenas um canal
alinhado com residuos hidrofébicos. Cada uma das subunidades tem geralmente
uma molécula de NADPH ligado a ela. A dissociacdo da CAT, de suas subunidades,
ocorre facilmente devido a desidratacdo ou a exposi¢cdo da enzima a acido ou base,
o que faz com que perca sua atividade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Assim como a SOD, a catalase acelera a reacédo de dismutacdo do peroxido
de hidrogénio. De acordo com Halliwell e Gutterige (2012), a reacdo em que essa

enzima esta envolvida é:
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K
Catalase-Fe(lll) + H,O,-> composto | + H,O
Ka
Composto | + H,O, - catalase-Fe(lll) + HO + O,
2H,0, > 2H,0 + O

No composto | da equagdo acima, o ferro foi oxidado de Fe(lll) para uma
valéncia de Fe(lV). Na verdade, um cation radical oxoporfirina de Fe(IV), [(heme™)
Fe(IV)O], é formado, devido a oxidacdo do grupo heme pela perda de um elétron
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Da mesma forma que a SOD, os experimentos de Nascimento et al. (2014) e
Ferreira et al. (2015) também demonstraram uma redugéo da atividade da CAT em
proles de ratas submetidas a dietas com baixo teor proteico durante a gestacao. Os
resultados obtidos por esses autores também corroboram com o fato de que niveis
elevados de EROs estédo associados com doencgas cardiovasculares.

Outro estudo mostrou que a administracdo exdgena de peroxido de
hidrogénio proximo de locais do tronco cerebral de ratos esta associada com o
aumento da atividade cerebral, ou seja, com ambas as respostas simpaticas e
parassimpaticas, e que esta acdo € invertida pela administracdo da enzima
antioxidante CAT (CARDOSO et al., 2006). Entretanto, quando a CAT esta super
expressa em mitocondrias do coracdo ela impede a oxidacdo de proteinas, a
hipertrofia ventricular esquerda, e a disfuncao diastolica (DAl et al., 2009).

A mitocondria também contém peroxirredoxinas e redutases eficientes
associadas a fim de remover H,O,. Estes incluem o sistema mitocondrial glutationa
peroxidase/glutationa redutase, que remove H,O, utilizando glutationa reduzida
como uma fonte de elétrons, e o sistema mitocondrial tioredoxina peroxidase /
tioredoxinaredutase, que utiliza elétrons da tioredoxina (KOWALTOWSKI et al.,
2009).

Glutationa peroxidase (GPx) remove o peroxido de hidrogénio promovendo
sua reducdo a H,O com oxidacdo da glutationa reduzida, GSH, um tripeptideo

contendo tiol, conforme reacéo simplificada a seguir:
H,O, + 2GSH - GSSG + 2H,0

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2012), a enzima GPx € menos comum
em plantas ou bactérias. No entanto, a GSH € presente em animais, plantas e
muitas bactérias aerdbicas, em concentracdes intracelulares frequentemente na

ordem de mM, mas é encontrado com menos frequéncia em bactérias anaerobias.
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A enzima GPx é largamente distribuida nos tecidos dos animais e é
altamente seletiva para GSH como um doador de hidrogénio. Contém quatro
subunidades proteicas, cada uma das quais comporta um atomo de selénio no seu
sitio ativo.

Estudos tém mostrado que uma suplementacdo de selénio na dieta tem
efeito positivo sobre o conteldo plasmatico da GPx, mostrando-se eficiente no
combate de EROs e ao estresse oxidativo promovido por exercicios fisicos, visto que
a deficiéncia de selénio diminui a atividade da enzima GPx, (LUCENA, 2010).

Além de ser um cofator para a enzima GPx, a GSH esta envolvida em muitos
outros processos metabdlicos, incluindo o metabolismo do ascorbato, mantendo a
comunicacado entre as células através de juncdes e impedindo a oxidacdo de grupos
SH de proteinas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

A relacdo dos niveis de glutationa oxidada e reduzida em células normais é
elevada, sendo que a conversao de GSSG para a GSH se da por meio da enzima

glutationa redutase, que catalisa a seguinte reacao:
GSSG + NADPH + H* - 2GSH + NADP*

Glutationa redutase contém duas subunidades, cada uma com FAD em seu
sitio ativo. NADPH reduz o FAD, que, em seguida, passa 0s seus elétrons para uma
ponte de dissulfeto presente no sitio ativo da enzima. Os dois grupos SH assim
formados passam a interagir com GSSG e reduzi-la a 2GSH, refazendo a ligacéo
dissulfeto da enzima (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012). Da mesma forma que
SOD e CAT, Nascimento et al. (2014) e Ferreira et al. (2015) obtiveram uma reducéao
da atividade da GPx em ratos provenientes de uma gestacdo com baixo teor
proteico. Mais uma vez comprova-se a importancia de se ter um eficiente sistema
antioxidante no combate de EROs.

O sistema de tiorredoxina, que compreende NADPH, tiorredoxina redutase
(TrxR), e tiorredoxina (Trx), € um importante sistema de reducéo de dissulfeto que
pode fornecer elétrons para uma grande variedade de enzimas (LU; HOLMGREN,
2014). Tiorredoxina apresenta importante papel na defesa antioxidante e
regulamentacdo do estado redox em animais. In vivo, a tiorredoxina atua como um
agente redutor para ribonucleotideo redutase e metionina sulfoxido redutase,
enzimas que reparam o dano oxidativo de residuos de metionina nas proteinas.

Tiorredoxinas séo polipeptideos de massa molecular relativa de 12kDa, encontradas
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em procariontes e eucariontes, sendo amplamente distribuidas em células de
mamiferos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2012).

Tiorredoxinas oxidadas s&o reduzidas, in vivo, pela enzima tiorredoxina
redutase (TrxR), que contém selénio e FAD em seu sitio ativo, mostrando assim,
semelhancas com a glutationa redutase, incluindo o uso de NADPH (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2012) como mostra a reacao simplificada abaixo.

Tioredoxina-S, + NADPH + H® > NADP® + tioredoxina-(SH),

Trés TrxRs sdo encontradas em células de mamiferos, TrxR1citosolica, TrxR2
mitocondrial, e uma especifica em testiculos, tiorredoxina glutationa redutase
(TGR)(LU; HOLMGREN, 2014).

O sistema tiorredoxina apresenta um papel chave na defesa contra o estresse
oxidativo através da sua regulacdo na atividade da dissulfeto redutase regulando o
equilibrio ditiol/dissulfeto da proteina. O sistema Trx fornece os elétrons para
peroxidases dependentes de tiol (peroxirredoxinas) para remover espeécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, a uma rapida taxa de reacéo (LU; HOLMGREN, 2014).

O sistema antioxidante enzimatico mitocondrial pode ser esquematizado
conforme Figura 2.

Figura 2: Sistema antioxidante enzimatico mitocondrial.
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Fonte: Kowaltowski et al., 2009.
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Transicdo de permeabilidade mitocondrial e estresse oxidativo sdo eventos
gue podem ocorrer em qualquer célula, desde que esta esteja em uma condicao de
desequilibrio homeostéatico. Dessa forma, assim como em qualquer ser vivo, tais
processos sao igualmente ocasionados em mitocOndrias de peixes, 0S quais

também possuem um eficiente sistema antioxidante.

1.3 Bioenergética Mitocondrial e Espécies Reativas de Oxigénio em peixes

Além das func¢Bes ja discutidas, as mitocondrias estdo sendo reconhecidas
como biossensores para a toxicidade induzida por drogas (MOREIRA et al., 2011). A
interacdo dessas organelas com xenobiéticos é reconhecida por provocar alteracdes
na bioenergética mitocondrial e induzir a formacéo de fatores que levam ao estresse.

Além disso, quando nas condicbes de poluentes, metais como cadmio (Cd),
cobre (Cu), niquel (Ni), mercurio (Hg), ferro (Fe) e dioxinas ja foram identificados
como agentes danificadores mitocondriais. Estes poluentes ambientais foram
descritos como indutor do poro de TPM, levando ao inchamento mitocondrial,
ativacdo da respiracdo basal e despolarizacdo da membrana, bem como a
diminuicdo da raz&o do controle respiratério (CR) e por induzir o estresse oxidativo
(PARDO et al., 2009).

Grande parte dos modelos para estudos biologicos sao os ratos, contudo, 0s
peixes tém sido amplamente utilizados como modelos para avaliar a saude dos
ecossistemas aquaticos e algumas patologias toxicoldgicas (PEIXOTO et al. 2006;
MACRAE; PETERSON, 2015).

Os peixes gastam quantidades significativas de energia para lidar com os
inimeros fatores bidticos e abidticos potencialmente estressantes em que eles
comumente se encontram nos ambientes aquaticos. Isso acaba exigindo mais das
mitocdndrias em respostas as mudancas ambientais (SAPPAL et al., 2015).

Quando submetidos a agentes estressores, 0S peixes passam a apresentar
um desequilibrio homeostéasico. Alteracdes no ambiente aquatico como salinidade,
temperatura e o oxigénio dissolvido afetam o crescimento, o metabolismo, a
reproducado, a osmorregulacdo e a funcdo imune (FOLTRAN, 2012). Desses fatores,
a temperatura tem sido reportada como uma das principais causas de aumento da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em peixes (FOLTRAN, 2012).

Como consequéncia, a capacidade de se adaptar a variacfes de temperatura



31

do ambiente é dependente da alteragdo dos processos metabdlicos e bioquimicos, a
fim de manter a homeostase (IFTIKAR; HICKEY, 2013). Por exemplo, quando
submetidos a baixa temperatura, os peixes modificam a estrutura e funcdo
mitocondrial para melhorar o metabolismo aerébio compensando assim as limitacdes
funcionais e fisicas impostas por essa diminuicdo na temperatura (KRAFFE et al.,
2007; GUDERLEY, 2011).

Estudo realizado por Sappal e colaboradores (2015) investigou os efeitos que
a interacdo do estresse térmico, condicbes de hipoxia-reoxigenacdo (HRO) e a
presenca cobre (Cu) podem causar a cadeia transportadora de elétrons de
mitocondrias hepéticas de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Esses pesquisadores observaram que a aclimatacdo em agua com
temperatura mais elevada que a ambiente reduziu a velocidade de fosforilacdo
(estado 3) e aumentou a velocidade de repouso (estado 4) levando assim a um
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa. Nas condicbes de HRO, as taxas
respiratérias maximas (estado 3) e basais (estado 4) foram profundamente inibidas,
reduzindo o controle respiratorio (CR). Ja a presenca de Cu provocou efeitos menos
pronunciados na cadeia respiratoria, porém inibiu a respiracdo via complexo Il e 1V,
mas aumentou via complexo | e 11l

O primeiro orgao a falhar em animais expostos ao estresse térmico é o
coracdo. Para muitas espécies aquaticas, seus limites maximos de temperatura e
insuficiéncia cardiaca sédo de apenas alguns graus a mais na temperatura ambiental.
Trabalhando com um peixe comum na Nova Zelandia, Notolabrus celidotus, Iftikar e
Hickey (2013) determinaram que a temperatura para causar insuficiéncia cardiaca
foi de 27,5°C. Os autores observaram que a capacidade de sintese de ATP por
mitocdndrias cardiacas foi limitada a 25°C, isto é, antes da temperatura limite para
insuficiéncia cardiaca. Além disso, a 25°C também foram observadas alteracfes na
cadeia transportadora de elétrons, liberacdo de citocromo c, permeabilidade a NADH
e perda da integridade da membrana mitocondrial. Com isso, puderam concluir que
as mitocondrias podem mediar a insuficiéncia cardiaca quando peixes sao
submetidos ao estresse térmico.

Assim como a temperatura, 0s metais podem causar danos as mitocéndrias.
Em meados da década de 70, o mercurio (Hg) em sua forma organica,
especialmente metil- e etilmercurio, foram amplamente utilizados na agricultura. No

entanto, essa pratica foi interrompida em consequéncia de uma série de
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intoxicacbes em massa, tanto em humanos como em espécies selvagens
(CLARKSON; MAGOS, 2006). Nesse sentido, pesquisas recentes mostram que em
ambientes aquéticos contaminados por Hg, 0s peixes desses ambientes apresentam
elevados niveis do metal no figado (NAVARRO et al., 2009; MIEIRO et al., 2012).
Contudo, a forma em que esse se apresenta acumulado no organismo destes
animais € predominantemente na forma inorganica (MIEIRO et al., 2009).

A presenca desse metal no organismo dos peixes afeta diversas proteinas
relacionadas com a fungdo mitocondrial (WANG et al., 2013). Branco et al. (2012)
encontraram leses no figado de zebrafish quando expostos a Hg. A exposicado das
mitocondrias do figado de dois peixes marinhos (Solea senegalensis e Sparus
aurata) ao cloreto de mercurio provocou efeitos inibitorios sobre a fosforilacédo
oxidativa e na cadeia transportadora de elétrons, além da inibicdo das atividades de
succinato-desidrogenase e ATP sintase (MIEIRO et al., 2015).

Assim como em qualquer ser vivo, a principal fonte geradora de EROs em
peixes € a mitocondria. Peixes que nadam ativamente possuem as mitocondrias de
musculo vermelho como as principais geradoras de EROS, porém mitocondrias
isoladas de peixes provenientes de outros tecidos como figado e coracdo também
sdo importantes fontes geradoras de EROS (RAMSEY et al, 2005).

O sistema antioxidante € similar em diferentes grupos de vertebrados, e a
maioria das espécies apresenta diferencas apenas na distribuicdo e na quantidade
de enzimas antioxidantes de diferentes tecidos. Estudos mostraram que alteracfes
nos niveis de atividade das enzimas antioxidantes podem ser usados como
possiveis biomarcadores em diferentes organismos aquaticos (ORBEA et al., 2002;
REGOLI et al., 2004; PEIXOTO et al., 2006).

Uma espécie aquatica que vem sendo muito utilizada como modelo bioldgico
€ o zebrafish (Danio renio), um teledsteo tropical que recentemente se tornou uma
ferramenta atrativa para se estudar complicadas vias que regulam processos
biologicos que fundamentam varias doencas humanas (LIESCHKE; CURRIE, 2007),
dentre essas, varias patologias de ordem neurolégica (KABASHI et al., 2010;
PAQUET; SCHMID; HAASS, 2010).

O zebrafish tornou-se um dos, se ndo o mais importante modelo vertebrado
proeminente para a busca de fenétipos-alvo de varias doencas. Isso se deve a
diversas semelhancas entre a biologia humana e a desse peixe (MACRAE;

PETERSON, 2015). Estudos recentes tém comecado a estabelecer as capacidades
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e limitacbes do zebrafish para a modelagem de doenca, o rastreio de drogas,
identificagé@o de alvo farmacoldgico e toxicologico (MACRAE; PETERSON, 2015).

Mitocobndrias de cérebro e masculo esquelético de zebrafish na presenca de
uranio (UO,(NOs3),-6H,0) apresentaram elevagdo na taxa de respiragcédo. Isto foi
devido a um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial interna,
resultando numa reducgéo do controle respiratorio (LEREBOURS et al., 2010).

A fim de investigar os efeitos da exposicdo aguda do selénio presente em
GSH, o qual € um biomarcador de estresse oxidativo, e a exposicdo de
metalotioneina, um outro biomarcador que também exibe atividade de eliminacéo de
radicais livres, Hauser-Davis et al. (2016) ao estudarem mitocdndrias de rim, figado
e cérebro de zebrafish, observaram que a concentracdo de GSH no figado, rim e
cérebro aumentou significativamente e que os niveis de metalotioneina no figado e
rim diminuiram, e que aumentaram no cérebro em virtude da auséncia de
mecanismos rapidos de desintoxicacao.

A tilapia do nilo (Oreochromis niloticus), uma espécie nativa do continente
africano, apresenta diversas caracteristicas que a tornam um bom modelo biolégico
para o estudo da biotransformacdo de xenobioticos em estudos toxicologicos
(PEIXOTO et al., 2006), pois segundo Ayroza (2009)

E de rapido crescimento, alimenta-se dos itens basicos da cadeia tréfica e
aceita grande variedade de alimentos, responde com a mesma eficiéncia a
ingestdo de proteinas de origem vegetal e animal, possui capacidade
fisiolégica de adaptar-se em diferentes ambientes e sistemas de producéo,
€ resistente a doencas, densidades de estocagem elevadas e baixos teores
de oxigénio dissolvido (AYROZA, 2009, p. 6).

Alteracbes significativas nos marcadores de estresse oxidativo relacionados
com GSH, aumento na peroxidacdo de lipidios e de estresse com inducdo de
geracdo de EROs no figado de tilapia, foram observados quando expostas a acéo
do inseticida espinosina (PINER; UNER, 2013).

Mitocdndrias de células lesionadas de figado de tilapia e zebrafish
apresentaram elevacdo nos niveis de EROs e reducdo da atividade da enzima
NADPH oxidase quando comparadas com células sem lesdo e com células em

processos de cicatrizacdo (WU et al., 2014).
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A capacidade de eliminacdo de EROs foi relatada em hidrolisados
enzimaticos de proteinas derivadas de alimentos (RAJAPAKSE et al., 2005). A
gelatina é rica em aminoacidos hidrofobicos, e a abundancia destes aminoacidos
favorece elevacgao da atividade antioxidante.

Gelatina de pele de tilapia foi extraida para se obter um hidrolisado com a
atividade de eliminag&o de radicais livres. Uma fragdo do hidrolisado mostrou uma
forte atividade sequestradora do radical OH'. Além disso, a atividade do hidrolisado
frente a O,”, OH', H,0,, peroxinitrito (ONOQ), e 6xido nitrico (NO’), em comparacao
com a glutationa reduzida (GSH) mostrou eliminacao significativa dessas espécies
reativas (ZHUANG, SUM; 2011).

Dessa forma, a tilapia pode ser considerada uma boa espécie para ser
utilizada em programas de monitoramento ambiental (PEIXOTO et al., 2009), uma
vez que alteragbes em suas enzimas antioxidantes e seus niveis de
biotransformacdo refletem as condicdes do ambiente (PEIXOTO et al., 2006),
também como modelo para determinacdo de EROs, poderia ser usada como um
ingrediente funcional em medicina e indastrias alimenticias, entre outros fins.

Um peixe nativo da regido do Sao Francisco e que também pode ser utilizado

como modelo biolégico, assim como o zebrafish e a tilapia, € o Pacama.

1.3.1 Lophiosilurus alexandri (Pacama)

A bacia do rio Sdo Francisco, corresponde a 7,4% do territorio brasileiro, a
gual envolve os Estados de Minas Gerais, Bahia, Sergipe, Alagoas e Pernambuco,
além do Distrito Federal, sendo que a regidao do Baixo Sdo Francisco estende-se de
Paulo Afonso até a foz no Oceano Atlantico, abrangendo areas dos Estados da
Bahia, Pernambuco, Sergipe e Alagoas. As aguas do “Velho Chico”’, como é
popularmente conhecido, além de produzirem energia, conduzem ao
desenvolvimento da regido e alimentam a populacdo, tendo a piscicultura como
uma atividade de grande importancia (PACHECO; LIRA, 2009).

Atualmente, a piscicultura brasileira tem se voltado para as espécies nativas
em virtude do grande potencial econdmico, quer sejam como peixe de mesa, peixe
esportivo ou ornamental (SOUZA, 2015). Dentre as espécies encontradas na regido
do Baixo S&o Francisco, pode-se destacar o surubim (Pseudoplatystoma
coruscans), o pird (Conorhynchus conirostris), o dourado (Salminus brasiliensis), a

matrincha (Brycon lundii) e, principalmente, o pacama (Lophiosilurus alexandri)
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(SEABRA, 2010). Contudo, essas espécies estdo em processo de extincdo nesta
regido (TENORIO, 2003).

Lophiosilurus alexandri, conhecido popularmente como “pacama” (Figura 3),
€ um peixe encontrado unicamente na América do Sul (SANTOS et al.,2012), sendo

nativo e endémico do rio Sdo Francisco.

Figura 3: Pacama (Lophiosiluros alexandri, Steindachner, 1874).

Foto: Liege Balzana

Esse peixe pertence a ordem Siluriforme e a familia Pseudopimelodidae, uma
familia de bagres neotropicais de agua doce, a qual é pouco estudada (BARROS et
al., 2007).0 pacama apresenta cabeca achatada, mandibula que ultrapassa a maxila
superior e dentes que ficam fora da boca quando esta se encontra fechada.

E uma espécie carnivora que possui comportamento sedentario, quando
comparada com a tilapia (SOUZA, 2015), dando preferéncia por ambientes |énticos
em regides com fundos de areia ou pedras (SEABRA, 2010) e de habitos noturnos
(COSTA et al., 2015). Sua pele apresenta cor de areia ou pedra, indo do amarelo,
bege, marrom, cinza ao preto na parte superior do corpo, aparentemente para
facilitar seu mimetismo, na parte inferior € branco (COSTA, 2012).

Essa espécie atinge a maturacdo de suas gbnodas sexuais entre 0S meses
de outubro a fevereiro (SANTOS et al.,2013) e apresenta desova parcelada,
liberando seus ovos no substrato arenoso, além de manifestar cuidado parental
(SEABRA, 2010). A fecundidade desta espécie € menor quando comparada com
outras espécies aquaticas, mas é consistente com a natureza sedentaria da espécie
e o tamanho dos ovocitos é considerado grande. No entanto, a reprodugdo do
pacama em condi¢des controladas ainda ndo foi estudada (COSTA et al., 2015).

Quando adulto, o pacama pode atingir até 8 kg de peso corporal. Apresenta
uma carne saborosa, sendo bastante apreciada devido a qualidade do filé
(SANTOS, PECANHA, SILVA; 2013) e auséncia de espinhos intramusculares
(SEABRA, 2010).
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Muitos estudos relatam que essa espécie apresenta grande potencial para a
aquicultura (SATO et al., 2003; BARROS et al., 2007; GODINHO, 2007, MEURER et
al., 2010) em virtude do seu valor de mercado e por ser utilizado em aquarios,
devido a sua anatomia externa exotica (SANTOS, 2012).

Porém, segundo Santos (2012), a pesca artesanal reduziu a populacao
selvagem de Pacama, fazendo com que seja pouco encontrada nos mercados de
rua. O que agrava ainda mais essa situacdo é a auséncia de criatérios com o intuito
de producdo em escala comercial (SOUZA, 2015) e o numero de barragens de
represamento ao longo do leito do rio S&o Francisco (SEABRA, 2010). Dessa forma,
a espécie encontra-se ameacada de extincdo (COSTA et al., 2015).

Como o0 pacamad encontra-se em processo de extingdo nos locais de
ocorréncia natural, estudos tém sido reportados com o intuito de ampliar o
conhecimento sobre essa espécie. E possivel encontrar informacées na literatura
sobre a criagdo em cativeiro de alevinos e juvenis para a reposicao dos estoques
naturais (MEUER et al., 2013; SOUZA, 2015).

Birindelli e Shibata (2011) estudaram sobre a morfologia da bexiga natatéria e
dos musculos constritores. Sua reproducéo foi reportada por Sato et al. (2003) e
Santos et al. (2013), a homologia entre os principais elementos dorsais do arco
branquial em vertebrados com mandibulas (Gnathostomata), entre eles
Lophiosiluros alexandri, foi evidenciada por Carvalho e colaboradores (2013).

Porém, nada se conhece a respeito dos parametros bioquimicos, sobretudo
bioenergéticos dessa espécie, a qual pode ser utilizada futuramente como modelo
bioldgico assim como o zebrafish e a tilapia.

Por ser um trabalho pioneiro a respeito da bioenergética mitocondrial de
Lophiosilurus alexandri, esse estudo representa uma grande relevancia para as
pesquisas bioquimicas no tocante a essa espécie, visto que a mitocondria assume
ampla participacdo no metabolismo celular, influenciando direta ou indiretamente os
processos bioquimicos do animal como um todo. Assim, por encontrar-se em
processo de extingdo na regido, o cultivo do pacama é de suma importancia para o
seu repovoamento, assim como possibilitara a continuidade dos estudos referentes

a seus parametros bioquimicos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Estudar a bioenergética mitocondrial de mitocondrias hepaticas isoladas

Lophiosilurus alexandri comparadas com as mitocondrias de Oreochromis niloticus.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade dos complexos I, Il, lll e IV de mitocbndrias hepéticas
isoladas do Lophiosilurus alexandri (pacama) e Oreochromis niloticus (tilapia)
in vitro;

e Avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio das mitocondrias
hepaticas isoladas do Lophiosilurus alexandri (pacamd) e Oreochromis
niloticus (tilapia) in vitro;

e Avaliar o sistema antioxidante do figado do Lophiosilurus alexandri (pacama)
e Oreochromis niloticus (tilapia) in vitro, através da atividade das enzimas
Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPXx).
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais e Reagentes

Os reagentes utilizados nos ensaios sdo de grau analitico de pureza. As
solucdes foram preparadas com agua ultra pura com resistividade especifica de 18,2
MQ cm, a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA).

3.2 Animais e Tratamento

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Metabolismo e
Proteomica (LAMP) do IQB/UFAL. Os pacamads foram doados pela 32
Superintendéncia Regional da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do Séo
Francisco e do Parnaiba (CODEVASF - Petrolina/PE) e 5% Superintendéncia
Regional da Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S&o Francisco e do
Parnaiba (CODEVASF - Porto Real do Colégio/ AL). Por outro lado, as tilapias foram
adquiridas exclusivamente da CODEVASF - Porto Real do Colégio/AL.

Foram utilizados oito aquarios de poliestireno com capacidade de 70L cada e
0s animais, 73 pacamas, com peso medio de 2,57 £ 0,122 g e 26 tilapias, com peso
médio de 102,3 = 5,462 g foram distribuidos numa densidade de cinco peixes por
aquario, respectivamente, e em periodos experimentais diferentes.

Estes aquarios eram dotados de sistema de recirculacado de agua com biofiltro
e sistema de aeracdo por meio da queda da agua pelo retorno aos aquarios com a
utilizacdo de bomba submersa colocada dentro do filtro. Para a filtracao bioldgica, foi
utilizado o acelerador biolégico Spacial Blend (Microbe Lift®), composto & base de
bactérias nitrificantes que reduzem os niveis de ambnia e nitratos, remove odores e
limpa a agua turva.

Os animais permaneceram nos aquarios sem qualquer procedimento
experimental, por um periodo de 15 dias, para adaptacdo ao ambiente, manejo e
fornecimento de racéo, sendo esta fornecida trés vezes ao dia (8; 14 e as 18 h). O
ultimo fornecimento foi intensificado, garantindo uma maior quantidade e a
permanéncia do alimento durante a noite, visto que o habito alimentar da espécie é
noturno. Todos os dias, antes do primeiro fornecimento de racao, os aquarios foram
limpos através de sifonamento para garantir a retirada de fezes e residuos de racao

e propiciar a manutencao de qualidade da agua.
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Para confeccao da dieta padréo, Tabela 1, os ingredientes foram moidos em
um moinho de faca, com peneira 0,5 mm e misturados de maneira homogénea.
Efetuou-se a peletizacdo das racdes por umedecimento das mesmas (25% do peso
seco da racao) com agua a temperatura de 65°C, e entdo foram peletizadas e secas
em estufa de ventilacdo forcada (TECNAL TE-394/2, Brasil). Apls este
procedimento os peletes foram classificados com a finalidade de propiciar o tamanho

adequado ao consumo do animal.

Tabela 1: Composi¢ao percentual e nutricional da dieta padréo.

INGREDIENTES FUCIEL S
(%)
Farelo Soja 56,94
Farinha Peixe 5,00
Fuba Milho 30,20
Celulose 0,59
DL — Metionina 0,22
Oleo Soja 0,84
Fosfato Bicalcico 4,37
Calcario 1,20
Vit C 0,05
Sal comum 0,07
Premix vitam/min* 0,50
BHT 0,02
Total 100,0

'SUPREMAIS: acido folico 600 mg, biotina 24 mg, cloreto de colina 54 g, niacina 12000 mg, pantetonato de
célcio 6000 mg, vit. A 600000 Ul, vitB; 2400 mg, VitB;, 2400 mg, VitB, 2400 mg, ViBs 2400 mg, vitC 24 g, vitD3
100000 UI, VitE 6000 mg, vitKz 1200 mg. Col mg Cu 300 mg, Fe 5000 mg, iodo 10 mg, Mg 2000 mg, Se 10 mg,
Zn 3000 mg.

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Os cuidados realizados com o pacama referentes ao tempo de adaptacéo,
alimentacdo e limpeza dos aquarios, foram os mesmos realizados para a tilapia,
apesar da criacdo dos animais ndo ter ocorrido concomitantemente no mesmo
periodo. Entretanto, o nimero de animais utilizados para a realizacdo desse estudo
foi baseado conforme o tipo de experimento realizado. Para avaliar o consumo de
oxigénio e estimativa da producdo de EROs, foram sacrificados trés pacamas, em
gue os figados provenientes de cada animal (trés figados no total) formaram um pool
de mitocdndrias. Uma unidade experimental (n) foi considerada como sendo o

namero de experimentos interdependentes realizados.
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Enquanto para as tilapias, em virtude do tamanho do animal,
consequentemente do figado, ser maior em comparac¢do com os do pacama, nao foi
preciso fazer um pool de mitocéndrias, ou seja, utilizar mais de um figado para
realizar as analises. Dessa forma, uma unidade experimental (n) considerando as
tilapias no experimento de consumo de oxigénio (10 animais) e para a estimativa da
producdo de EROs (3 animais), representa o0 numero de animais sacrificados. Por
outro lado, para a determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes uma
unidade experimental (n) representa o nimero de figados unitarios utilizados (n=5)

nas analises em ambas as espécies.

3.3 Isolamento de Mitocdndrias Hepaticas

O sacrificio dos animais ocorreu através do uso de uma super dosagem do
anestésico benzocaina a uma concentracdo de 250 mg.L™ diluidos na agua. O
sacrificio foi conduzido conforme as normas do Colégio Brasileiro de Etica em
Experimentacdo Animal, COBEA, da Declaracdo de Helsinque e sobre a orientacéo
do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (Projeto 23/2013).

As mitocondrias foram isoladas de figado de pacamd de acordo com
metodologia de Zhao (2011), onde apos a retirada de tal 6rgdo, o mesmo foi pesado
com auxilio de balanca analitica eletrbnica, Marte (modelo AY220, Brasil), e
imediatamente colocado em meio de isolamento gelado (750 mM sacarose, 215 mM
manitol, 1 mM EDTA, 15 mM HEPES, 0,1% (m/v) de albumina bovina sérica (BSA),
pH 7,2). A finalidade de inserir o 6rgdo neste meio de isolamento consiste na
possibilidade de manter as mitocéndrias em um ambiente que simula as condi¢des
osmoticas da célula, permanecendo, assim, sua vitalidade.

Em seguida, o figado, presente no meio de isolamento, foi picotado
manualmente com o auxilio de uma tesoura. Posteriormente, foi homogeneizado em
homogeneizador Potter-Elvehjem, utilizando um agitador mecanico IKA-
LABORTECHNIK (modelo IKARW20N, EUA). Vale salientar que todo esse
procedimento, desde a retirada do figado, foi realizado em gelo. Por fim, o
homogenato foi centrifugado, utilizando uma centrifuga HERMLE (modelo Z326,
Brasil), a 4°C durante 10 minutos a 1000xg. A finalidade dessa primeira
centrifugacdo consiste em eliminar os residuos de células intactas, nudcleos,
membranas e demais organelas. O sobrenadante resultante foi removido, com o

auxilio de um pipeta de Pasteur, e centrifugado a 4°C por 10 minutos a 10000x g. O
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pellet foi ressuspenso no meio de isolamento e centrifugado novamente & 10000xg
na mesma temperatura e pelo mesmo tempo. Com isso, obteve-se uma suspensao

mitocondrial.

3.4 Dosagem de Proteina

Logo apdés o isolamento, a concentracdo de proteina de tal suspensao
mitocondrial foi determinada pelo método de Bradford (1976) usando um
espectrofotometro de varredura com feixe duplo Shimadzu (modelo TCC-240A,
Japéao) equipado com cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho éptico. Uma curva de
calibracdo com concentracdes conhecidas de BSA a 2mg.mL™ foi utilizada como

padrao.

3.5 Meio de Reacao Padrao

Os experimentos foram realizados em meio de reacdo padrdo contendo 125
mM de sacarose, 65 mM de KCI, 2mM de fosfato inorgénico, 1mM de MgCl, e 10
mM de HEPES. O pH foi aferido a 7,2 utilizando um medidor de pH Marconi (modelo
MA255/P, Brasil).

3.6 Consumo de Oxigénio Mitocondrial

Para a medicdo do consumo de oxigénio pelas mitocondrias isoladas, foi
utilizado um eletrodo de oxigénio do tipo OXIGY Oxygraph (Hansatech Instrument,
EUA) contendo uma camera de vidro de 1,0 mL equipada com agitador magnético. A
concentracdo de oxigénio inicial no meio de reacdo foi de 228 nmol.mL*
(ROBINSON, COOPER, 1970). Antes da realizacdo dos experimentos, o eletrodo
era calibrado utilizando ditionito de sodio.

Para avaliar os quatro complexos da cadeia respiratéria, foram ofertados
substratos e alguns inibidores especificos para os referidos complexos. A fim de
avaliar a atividade da enzima NADH desidrogenase (complexo 1) foi ofertado as
mitocdndrias de figado de pacama e tilapia uma mistura de substrados (malato 0,68
mM, glutamato 0,34 mM, a-cetoglutarato 0,34 mM e piruvato 0,34 mM) que sé&o
geradores de NADH. J& para se avaliar acdo da succinato desidrogenase (complexo
II), foi primeiramente utilizado um inibidor do complexo |, rotenona 1,0 mM, e em
seguida, succinato 1,0 M, que leva a geracdo de FADH,, como substrato para o

referido complexo.
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A fim de avaliar o consumo de oxigénio no complexo Ill e no complexo IV, as
mitocondrias isoladas de figado de pacama e tilapia foram submetidas a presenca
de 1mM de antimicina A (AA), uma droga que bloqueia a transferéncia de elétrons
do citocromo b ao citocromo c4, e aos substratos TMPD a 100 mM e ascorbato 500
mM para o complexo IV e o inibidor deste mesmo complexo, KCN a 1M. As anélises
foram realizadas em triplicata. Os valores para consumo de oxigénio s&o

representados em nmol O, x mg™ x min™.

3.7 Estimativa da Producédo de EROS

A geracdo de H,O, foi monitorada por espectrofluorimetria, utilizando um
espectrofluorimetro Shimadzu RF (modelo 5301PC, Japdo) utilizando cubetas de
guartzo com capacidade de 1 mL, respectivamente, com 1,0 cm de caminho optico.
Como sonda, foi utilizado o AmplexRed (N-acetil-3,7-dihydroxyphenoxazine) a 50 uM
na presenca de 0,025 uM de peroxidase (HRP) (ZHOU et al, 1997).

A referida sonda é seletiva para determinacdo de perdxido de hidrogénio. E
um composto ndo fluorescente que € convertido pela acdo do catalisador,
peroxidase (HRP), na presenca de peroxido de hidrogénio a resorufina, um produto
altamente fluorescente. A estequiometria desta reacdo € da ordem de 1:1 em
relacdo ao H,O, gerado e a sonda fluorescente. Esta fluorescéncia foi monitorada
em um comprimento de onda de 563 nm para excitacdo e, 587 nm para emissao,
com a largura da fenda de 3 mm. A curva de calibracdo foi feita com quantidades
conhecidas de H,0,, a fim de obter uma concentracao final de 50 nM. As analises

foram realizadas em triplicata.

3.8 Determinacédo da Atividade das Enzimas Antioxidantes

A avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes se deve mediante a
utilizacdo do tecido por completo. Neste caso, foram utilizados, individualmente, os
figados dos animais para quantificar as enzimas Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx).

3.8.1 Determinacao de superoxido dismutase (SOD)

A atividade dessa enzima foi avaliada através do método de auto-oxidacao do
pirogalol, o qual compete com a SOD podendo ser medido em espectrofotdmetro a

420 nm. Em uma cubeta de quartzo de 1 mL, foi adicionado tampéao fosfato 50mM,
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amostra, catalase e pirogalol. Apdés a adicdo de cada um dos reagentes era
realizada uma homogenizacdo manual com o auxilio de uma micropipeta (100-
1000uL). A absorbancia foi registrada por um periodo de 3 minutos. Os resultados
foram expressos em unidade por miligrama de proteina (MARKLUND, 1985). Uma
unidade da SOD é definida como sendo a quantidade de proteina requerida para
inibir a auto oxidacao de 1 umol de pirogalol por minuto.

3.8.2 Ensaio da catalase (CAT)

O principio do ensaio é baseado na determinacdo da constante k de
decomposicdo de H,O, (AEBI; 1984). Nas condi¢cdes experimentais empregadas
(20°C de temperatura, pH 7,0 e 50 mM de tampao fosfato),a constante k foi definida
como 4,6 x 10’. A atividade enzimatica da catalase foi medida através das
mudangas na absorbéncia em 240 nm por minuto, durante 2 min. Os resultados
foram expressos em unidade por miligrama de proteina. Uma unidade de catalase é
definida como sendo a concentracao de proteina requerida para converter 1 umol de

H,0, por minuto a H;O0.

3.8.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da Glutationa peroxidase foi medida de acordo com PAGLIA,
VALENTINE (1967). Foram misturados tampao fosfato 50 mM (pH 7,0) contendo
5mM de EDTA,NADPH 8,4 mM, glutationa redutase (100uL/mg proteina/ml), NaN3
1,125M,glutationa reduzida 0,15M e a amostra. A reacdo enzimatica iniciou-se pela
adicdo de H,O, 2,2 mM. A conversdo do NADPH em NADP foi medida pela
absorbancia do sistema em espectrofotdmetro a 340 nm por 4 minutos apés o inicio
da reacdo. A unidade enziméatica € definida como oxidacédo de 1 pmol de NADPH por
minuto por miligrama de proteina e foi calculado com base na absortividade molar do
NADPH a 340 nm.

3.9 Andlise Estatistica
Foi considerado um minimo de trés ensaios independentes para a realizacéo
do tratamento estatistico. Os valores foram expressos como média * erro padréo da

média (SE). As comparagdes entre os grupos foram analisadas através do teste t de
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Student, para comparacdes nao pareadas entre grupos experimentais, e One-Way
ANOVA utilizando o softwere GraphPad Prism 6. O nivel minimo de significancia
estatistica foi estabelecido em p <0,05 em todas as andlises.
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4 RESULTADOS

4.1 Consumo de Oxigénio de Mitocéndrias Hepaticas

Devido a auséncia de conhecimentos da bioenergética mitocondrial do
Lophiosilurus alexandri, o primeiro passo para tal estudo foi a avaliacdo de cada um
dos quatro complexos da cadeia transportadora de elétrons através do consumo de
oxigénio.

Os resultados presentes na Tabela 2 mostram que a velocidade de
fosforilagdo (estado Ill), nomeada nos experimentos como V3 foi maior para o
complexo | do que para o complexo Il, no pacama. J4 a velocidade de repouso
(estado 1V), nomeada como V4, e a velocidade de desacoplamento (Vecce)
apresentaram valores menores para o complexo |, quando comparados com oS

valores obtidos pelo complexo Il do pacama.

Tabela 2: Consumo de oxigénio de mitocondrias hepaticas do Lophiosilurus alexandri utilizando
substratos ligados ao NADH para o complexo | e succinato para o complexo Il.

Vs A VEccep
(nmol O,/mg/min)  (nmol O,/mg/min) (nmol O,/mg/min)
Complexo | 2,61 +0,26 1,01+ 0,08 1,79 +£0,23
Complexo Il 1,77 £ 0,24 1,17 £ 0,07 2,17 £ 0,34

Mitocbndrias hepéticas do Lophiosilurus alexandri (0,5mg/ml) incubadas em meio de reacédo padrédo
na presenca de 200uM de EGTA. Resultados sdo médias £ SE p>0,05, n=4.

Fonte: elaborado pela autora, 2016.

E possivel observar pela Tabela 2 que n&o ha diferenca estatistica no estado
[l e no estado IV para os complexos | e Il do pacama. Os resultados ainda
demonstraram que, independente do substrato ofertado, ndo ha diferenca na
velocidade de desacoplamento em ambos 0os complexos dessa espécie.

A razéo entre os valores de V3 e V4 determina o controle Respiratorio (CR).
Na Figura 4 observa-se os CRs de mitocdndrias isoladas de figado de pacama para
os complexos | e Il. Os resultados demonstram que maior controle respiratério foi

obtido pela oxidacdo do substrato via complexo I.
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Figura 4: Controle respiratério na presenca de substratos para o complexo | e complexo Il em
mitocondrias de figado do Lophiosilurus alexandri (MFL). MFL (0,5mg/ml) foram incubadas em meio
de reacao padrao na presenca de 200 uM de EGTA, p<0,05. Resultados sdo médias + SE (n=4).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Apesar dos valores de V3 e V4 ndo apresentarem diferenca estatistica, para
ambos o0s complexos, o0s resultados para controle respiratorio demonstram
apresentar essa diferenca, a qual foi dependente do substrato ofertado.

Na tentativa de se ampliar os conhecimentos sobre a bioenergética do
pacama encontrados na regido, foram desenvolvidos experimentos com a tilapia,
como peixe comparativo, visto que ndo ha na literatura estudos retratando o
metabolismo energético do modelo experimental. De forma semelhante, Ronchi e
colaboradores (2015) ao trabalharem com um marsupial (Gracilinanus microtarsus)
do qual nenhum parametro bioenergético era conhecido, realizaram comparacoes
com camundongos.

A Figura 5A mostra que mitocondrias hepaticas de tilapia apresentam maior
controle respiratorio via complexo | quando comparado aos valores obtidos desse
mesmo complexo para mitocondrias isoladas de figado de pacama. Os resultados
obtidos expressam que o controle respiratério do pacama é 20% menor do que o da
tilapia quando se utilizam substratos do complexo I.

Na Figura 5B é possivel observar que as mitocondrias de tilapia possuem
maior controle respiratorio mediante oxidacdo do succinato via complexo II em
comparacao a oxidacdo do mesmo substrato no referido complexo nas mitocondrias
do pacama. Tal resultado representa que o controle respiratério do pacama é cerca

de 28% menor do que o da tilapia para este complexo.
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Figura 5: Controle respiratério de mitocdndrias hepaticas isoladas do Lophiosilurus alexandri
(pacama) e Oreochromis niloticus (tilapia). Na presenca de substrato para complexo | (5 mM
substratos ligados ao NADH) (A) e na presenca de substrato para complexo Il (5 mM de succinato
e 2 uM rotenona) (B). Mitocdndrias (0,5mg/ml) foram incubadas em meio de reacéo padrdo na
presenca de 200 uM de EGTA, p<0,05. Resultados sdo médias + SE (n=5).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016

Os resultados obtidos também apontam que o controle respiratério de tilapia é
maior quando se utiliza uma mistura de substratos (malato, glutamato, a-
cetoglutarato e piruvato) para o complexo | do que quando se utiliza succinato como
substrato para o complexo II.

Dando continuidade aos experimentos sobre o funcionamento dos complexos

da cadeia transportadora de elétrons, é possivel observar na Figura 6 que ha um
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maior consumo de oxigénio pelas mitocondrias de pacama do que na tilpia, tanto
via complexo Ill como complexo IV.
Figura 6: Efeito de AA, TMPD/Asc e KCN sobre consumo de oxigénio de mitocondrias isoladas de

figado do Lophiosilurus alexandri (pacama) e Oreochromis niloticus (tilapia). Mitocdndrias hepaticas
0,5mg/ml) incubadas em meio de reacdo padrdo na presenca de 200uM de EGTA, p<0,05 (n=5).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

4.2 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio em Mitocondrias Hepéaticas

Ao ser medida a producdo de espécies reativas de oxigénio, mais
precisamente de peroxido de hidrogénio, € possivel observar na Figura 7A a
alteracdo na fluorescéncia ao se utilizar o Amplex-Red entre as mitocondrias
hepaticas de pacama e tilapia. Na Figura 7B observa-se que alteracdes nas
fluorescéncias das mitocondrias isoladas de figado de pacama e tilapia indicam que
0s pacamas estdo com uma maior producdo de H,O, do que a encontrada na tilapia.
Esse resultado sugere que a producdo de H,O, ou sua taxa de eliminacdo é
significativamente maior em mitocondrias de pacama, em relacdo ao produzido
pelas tilapias.

A concentracdo de calcio enddégeno mitocondrial (controle) € de 10 uM de
Ca®*, que sdo provenientes dos estoques fisiolégicos da mitocondria
(KOWALTOWSKI, 1996). Porém, quando expostas a uma condicdo em que ha
excesso de calcio e/ou EGTA, as mitocdndrias hepaticas de pacama apresentaram
alteracdes na producao de peroxido de hidrogénio (Figura 8).

Ao serem submetidas a uma concentragdo de calcio exdégeno (=10 uM), a

suspensao mitocondrial, apresentou um aumento de 14% na geragao de H;0O,



49

guando comparada com a condi¢do controle. J& quando as mitocondrias de figado
de pacama encontravam-se em um meio em que ha um alto teor de EGTA (200 puM)
foi observado um decréscimo de 10% na producdo de H,O, frente a situacéo
controle. Estas condicbes ndo foram avaliadas para as mitocondrias de tilapia, uma
vez que essa espécie ndo era o foco principal do estudo.

Na Figura 8A sdo observadas alteracdes nas fluorescéncias emitidas pela
sonda utilizada (Amplex-Red) nas condi¢bes apresentadas. A Figura 8B apresenta
a quantificacdo de H,0, produzido pelas mitocéndrias quando na presenca de célcio
contaminante (controle) e em altas concentracfes de calcio e EGTA.

Figura 7: Medida da geragdo de perdxido de hidrogénio em mitocdndrias do figado do Lophiosilurus
alexandri (pacama) e de Oreochromis niloticus (tilapia) (A). Quantificacdo da producao de H,O, na
presenca de 10 uM de calcio, (B). Resultados sdo médias + SE p<0,386 para Pacama e p<0,263
para tilapia (n=3).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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Figura 8: Medida da geracao de perdxido de hidrogénio em mitocdndrias do figado de Lophiosilurus
alexandri (pacama) (A). Producao de producdo de H,O, na presenca de 10 uM de célcio, 200uM de
EGTA e na condig&o controle (Fig. 8A). Produgéo de H,O.em diferentes situagdes (B). Resultados séo
médias = SE p<0,013 para controle, p<0,048 para EGTA, p<0,118 para célcio (n=3).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

4.3 Atividade das Enzimas Antioxidantes

Com a finalidade de avaliar através de outros parametros o estresse oxidativo
nesses animais, foi analisada a atividade das enzimas antioxidantes de figado de
pacama e tilapia. Por meio da Figura 9 é possivel observar uma maior atividade da

enzima superoxido dismutase (SOD) de figado de pacama do que no figado de
tilapia.
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Figura 9: Atividade da enzima superoxido dismutase no figado do Lophiosilurus alexandri (pacama) e
Oreochromis niloticus (tilapia). Valores representam a média + S.E. p<0,125 (n=5).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Os resultados néo diferem estatisticamente entre os valores obtidos para esse
ensaio. Contudo, ndo é possivel inferir que 0 pacama encontrava-se em uma maior
condicdo de estresse do que a tilapia, pois ndo ha na literatura cientifica trabalhos
com o pacamd em homeostase e estresse para que pudesse haver uma
comparacao efetiva, assim, tal condicdo pode ser inerente da espécie. Entretanto, 0os
dados obtidos sugerem que a maior producdo de H,O, pode estar relacionada com
uma atividade superior da enzima SOD no pacama. Em contrapartida, uma atividade
inferior a 27,2% observada no figado de tilapia corrobora com o dado de menor
producéo de peroxido de hidrogénio nessa espécie.

Outra enzima antioxidante chave no processo de estresse oxidativo avaliada
foi a catalase (CAT). A fim de reduzir os niveis de peroxido de hidrogénio na
mitocdndria, essa hemeproteina catalisa a reducéao de H,O, em agua e oxigénio.

Na Figura 10 pode-se observar que a funcéo da enzima catalase estava mais
evidenciada no figado de tilapia do que no pacama. Com esse resultado foi possivel
inferir que as mitocéndrias de tildpia apresentavam uma elevada atividade dessa
enzima na conversao do peroxido de hidrogénio a oxigénio molecular e agua. Tal
resultado sugere que em virtude da alta concentracdo de H,O, pelas mitocéndrias
de pacamd, a enzima catalase desse animal possivelmente encontra-se saturada
com o substrato (H,0,), ou seja, pode ndo haver enzima disponivel para catalisar a

degradacéo do peroxido.
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Figura 10: Atividade da enzima catalase no figado de Lophiosilurus alexandri (pacama) e
Oreochromis niloticus (tilapia). Os valores sdo média + SE, p<0,0418 (n= 4).
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Por fim, foi analisada também a atividade da enzima glutationa peroxidase.
Essa enzima também catalisa a degradacdo do peroxido de hidrogénio a agua ao
utilizar como substrato a glutationa reduzida. A atividade da glutationa peroxidade
(GPx) mostrou-se maior no figado de tilapia do que no de pacama (Figura 11). Esse
resultado corrobora com o que foi apresentado através da atividade da enzima

catalase e apresentou diferenca estatistica de forma consideravel.

Figura 11: Atividade de glutationa peroxidase no figado doLophiosilurus alexandri (pacama) e
Oreochromis niloticus (tilapia). Os valores representam média + SE, p<0,006 (n= 4).
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Dessa forma, também € possivel supor que o figado de tilapia apresenta
maior capacidade de conversdo do peréxido de hidrogénio a agua, que o figado de
pacama. Segue abaixo um esquema comparativo dos resultados obtidos para o

Pacama e a Tilapia.
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Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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5 DISCUSSAO

5.1 Consumo de Oxigénio de Mitocondrias Hepaticas

Os resultados demonstraram (Tabela 2) que ao ser ofertado substrato para o
complexo | ocorre um maior consumo de oxigénio na velocidade de fosforilacado
(V3), ou seja, na presenca de ADP exdgeno em mitocéndrias hepéticas de pacama.
Ainda na presenca do substrato para complexo I, as velocidades de repouso (V4) e
de desacoplamento (Veccp) apresentaram um consumo de oxigénio diminuido.

As velocidades de fosforilagéo (V3) e repouso (V4) sao parametros da funcao
mitocondrial que indicam o grau de acoplamento entre a oxidacdo dos substratos
respiratorios e a producéo de ATP.

A acdo da succinato desidrogenase (complexo Il) foi avaliada na presenca de
succinato, substrato que gera FADH,, e de rotenona, inibidor do complexo I, que
além de inibir a ligacdo UQ (FIGUEIRA et al., 2013), ndo permite a passagem do
préton originado da oxidacdo de NADH para o espaco intermembranar via complexo
| (NICHOLLS, 1976). A menor despolarizacdo quando da adicdo de ADP € um
indicador de menor eficiéncia fosforilativa, a qual foi possivel observar pelos
registros relativos ao consumo de oxigénio em estado Il para o complexo I, isto é
as mitocondrias de pacama respiram menos eficientemente quando se oferta
substrato especifico para complexo Il.

Tal resultado mostra-se coerente com o0 controle respiratério obtido para os
dois complexos, comprovando que as mitocondrias isoladas de figado de pacama
consomem mais oxigénio via complexo |. Dessa forma tem-se um controle
respiratério maior quando se utiliza o substrato para o complexo | do que quando se
fornece substrato para complexo Il (Figura 4). Isso ja era esperado, pois em virtude
do complexo Il ndo bombear prétons para o espaco intermembranas (NELSON;
COX, 2014), ha menos prétons para retornar pela ATP sintase. Isso leva a uma
menor atividade de tal complexo, consequentemente, uma menor sintese de ATP.

Estudos mostram que o complexo | de alguns animais apresentaram maior
controle respiratério quando comparados com o complexo Il. Tais resultados foram
concordantes em diversos modelos experimentais, tanto em ratos (TAHARA et al.,
2009) como em peixes das espécies Oreochromis niloticus (Peixoto et al., 2009) e

Notothenia coriiceps e Notothenia rossii (MARK et al., 2012), dentre varias outras
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espécies de animais e vegetais (SAVINA, EMELYANOVA, BELYAEVA, 2006;
SLOCINSKA et al., 2013;YANG et al,., 2014).

Sabendo que o estado IV é um estado de repouso, quimicamente € possivel
modular a inibicdo da ATP sintase através de uma droga amplamente utilizada
nesses tipos de estudos, que é a oligomicina. Esse inibidor se liga especificamente
na subunidade Fo da ATP sintase, impedindo o fluxo de elétrons em mitocéndrias
acopladas (NELSON; COX, 2014).

Tahara e colaboradores (2009) obtiveram baixo controle respiratorio via
complexo Il em virtude dos elevados valores para V3 e V4 em mitocondrias isoladas
de rim de rato. Adiele e colaboradores (2012) observaram diminui¢cdo no estado Il e
IV de mitocondrias hepaticas de trutas (Oncorhynchus mykiss) na presenca de
cadmio e calcio, na ocasido os pesquisadores sugeriram que os complexos | e Il
séo os locais de acao de cadmio e calcio, havendo uma reducao da sintese de ATP
pela mitocondria.

A cadeia transportadora de elétrons e a fosforilagdo oxidativa sdo processos
interdependentes, pois o ATP é sintetizado quando prétons fluem de volta através do
complexo enzimatico ATP sintase. No entanto, este processo pode ser inibido por
meio da dissociacao entre a oxidagao e fosforilagdo, permitindo a entrada de prétons
na matriz sem ser através da ATP sintase (NICHOLLS; FERGUSON, 2002). Isso
ocorre por meio da adicdo de desacopladores quimicos, que sdo compostos
lipofilicos, que desfazem o gradiente eletroquimico.

O desacoplador quimico utilizado para avaliar o grau de acoplamento na
suspensao mitocondrial foi o carbonilcianeto-p-trifluorometoxifenilidrazona (FCCP),
um acido fraco com propriedades hidrofobicas que difunde-se através da membrana
de forma protonada, dissipando o proton na matriz (NELSON, COX, 2014). Desta
forma, conseguiu-se avaliar a velocidade de desacoplamento (Veccp OU
Vdesacoplamento) QU€ mostra como a cadeia transportadora de elétrons funciona sem
gue haja sintese de ATP.

Ainda nos resultados apresentados (Tabela 2), foi encontrada uma velocidade
de desacoplamento utilizando succinato, substrato para o complexo Il, maior do que
guando foi utilizado substratos para o complexo | nas mitocondrias de pacama,
demonstrando que os prétons oriundos da oxidacdo dos substratos ofertados as
mitocdndrias retornam por meio dessa droga através da membrana mitocondrial

interna, para a matriz. Para os valores obtidos nas velocidades de fosforilacéo,
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velocidade de repouso e velocidade de desacoplamento ndo foram observadas
diferencas estatisticas.

Neste estudo, também foram realizadas analises em mitocondrias isoladas de
tilapia com a finalidade de comparacédo entre essas duas espécies de peixes (Figura
5). A avaliacdo da cadeia respiratdria mostrou controles respiratérios via complexos |
e Il de tilapia maiores do que os controles respiratorios do pacama para 0S mesmos
complexos. Os resultados, no entanto, ndo excluem a possibilidade de que as
mitocondrias hepéticas de pacama possam estar utilizando vias alternativas na
liberacdo de elétrons para a cadeia transportadora.

E possivel mencionar duas vias que utilizam substratos diferentes dos
ofertados para os complexos | e Il da cadeia respiratoria, por exemplo, outros
substratos para as desidrogenases mitocondriais, onde passam elétrons para a
cadeia respiratoria no nivel da ubiquinona, mas nédo através dos complexos | e Il.
Uma das vias ocorre através da B-oxidacao da acil-CoA dos acidos graxos enquanto
aque o outro substrato doador de elétrons para a cadeia transportadora € o glicerol-
3-fosfato (NELSON; COX, 2014).

Dessa forma, propde-se que os substratos ofertados via complexos | e Il para
as mitocondrias hepaticas de pacama podem néo ser suficientes para a promocao
de um controle respiratério maior do que o encontrado para a tilapia.

Ha uma série de diferentes tipos de mecanismos de desacoplamento nas
mitocondrias, dentre eles pode-se mencionar os canais de K sensiveis a ATP,
também chamados de mitoKarp, 0S quais apresentam atividade acentuada quando a
respiracdo € inibida, como ocorre durante a isquemia (FACUNDO, de PAULA,
KOWALTOWSKI, 2005). Além desses canais, pode estar presente nas mitocondrias
a enzima AOxX, uma oxidase alternativa resistente a cianeto que pode diminuir
significativamente o bombeamento de prétons, assim como pode promover a
oxidacdo de substratos sem qualquer fosforilacdo (VERCESI et al., 2006), a qual ja
foi encontrada, além das plantas, em fungos, leveduras e protozoarios (JOSEPH-
HORNE, HOLLOMON, WOOD, 2001).

Outra via de desacoplamento muito estudada em diversos tecidos sdo as
proteinas desacopladoras: UCP1, encontrada em tecido adiposo marrom
(NICHOLLS, 1975; NICHOLLS, RIAL, 1999), UCP2, presente no figado, coracao,
pulméo, cérebro, pancreas, entre outros (FLEURY et al.,1997), UCP3 localizada no
musculo esquelético (BOSS, 1997; SANTOS, PECANHA, SILVA, 2013), UCP4 e
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UCPS5 identificadas no cérebro (VERCESI et al., 2006). Também foi encontrada uma
proteina desacopladora similar a UCP1 em plantas PUMP (Plant Uncoupling
Mitochondrial Protein), (VERCESI et al. 1995).

Diante disso, outra suposicéo feita é o fato das mitocondrias de figado de
pacama poder apresentar uma proteina desacopladora (UCP), a qual tem por
principal funcéo dissipar o gradiente eletroquimico de protons através da passagem
de H" ligado a acidos graxos (VERCESI et al., 2006), dessa forma, menos ATP é
sintetizado pela ATP sintase.

A presenca de UCPs ja foi reportada em diferentes espécies. Dentre essas
pode-se citar: os tomates, os quais dependendo do estado de maturagcao
apresentaram diferentes niveis de atividade da UCP (COSTA et al., 1999); a
Candida albicans, em que a presenca de UCPs na mitocondria provocou alteracoes
no potencial elétrico e na cadeia respiratoria (CAVALHEIRO et al, 2004); e o
zebrafish (Danio rénio), em que presente no musculo esquelético essa proteina
desacopladora promoveu uma diminui¢do no controle respiratorio € no potencial de
membrana (SANTOS; PECANHA; SILVA, 2004).

Como ja demonstrado por Peixoto et al. (2009),0s resultados obtidos nesse
estudo apontam que o controle respiratorio de tilapia € maior quando se utiliza
substrato para o complexo | do que quando se utiliza substrato para o complexo II.
No estudo do referido autor as mitocondrias isoladas de figado de tilapia
apresentaram um controle respiratorio mitocondrial melhor para os substratos
ligados ao NADH do que para o FADHa.

Fisiologicamente as mitocondrias utilizam apenas NADH e FADH, ou seja, em
condicBes padrdes os complexos | e Il sdo os responsaveis pela “sobrevivéncia” da
mitocdndria. Entretanto, quimicamente, em mitocéndrias isoladas, pode-se modular
os demais complexos da cadeia transportadora de elétrons. Como exemplo, no
complexo Il é possivel bloguear a transferéncia de elétrons do citocromo b ao
citocromo c; utilizando antimicina A (AA). Outra droga que pode ser usada € o
mixotiazol que impede a transferéncia de elétrons do centro Fe-S a ubiquinona
(NELSON; COX, 2014).

Nos experimentos realizados foi utilizado a antimicina A para avaliar o
consumo de oxigénio pelo complexo Ill, onde observou-se que o consumo de O, se

mostrou maior no pacama do que na tilapia (Figura 6).
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Quimicamente também se utiliza um substrato para o complexo IV,
usualmente oferta-se o TMPD (tetrametil-p-fenileno diamina), o qual reduz citocromo
oxidase através do citocromo c. Neste Ultimo caso, o ascorbato é geralmente
adicionado como o redutor para regenerar o TMPD a partir da sua forma oxidada
(NICHOLLS; FERGUSON, 2002).

Em relacdo ao complexo IV, ainda é possivel utilizar compostos a base de
cianeto e mondxido de carbono para a inibicdo da transferéncia de elétrons
(NELSON; COX, 2014). Também foi avaliado o complexo IV, que ao ser bloqueado
leva a uma total inibicAo da passagem de elétrons na cadeia, ou seja, ndo ha
reducdo do O, a H,O. Como consequéncia ndo ha bombeamento de protons pelos
complexos da cadeia que séo transmembranares, 0 que culmina em ultimo grau,
com morte da célula por inibir a sintese de ATP (NICHOLLS; FERGUSON, 2014).
Os resultados obtidos demonstraram que, da mesma forma que antimicina A, ao
utilizar TMPD/ascorbato como substrato, ha um maior consumo de oxigénio na
mitocondria hepatica isolada de pacama do que na mitocondria hepatica isolada de
tilapia (Figura 6). Para inibir a acdo desse complexo fez-se uso do KCN, o que
resultou em uma morte mitocondrial.

Esse resultado corrobora com o controle respiratério obtido para as
mitocondrias hepaticas de pacama, pois sendo maior quando comparado com o
controle respiratério da tilapia comprova que o complexo IV € um dos principais
locais de regulacéo da fosforilacdo oxidativa. Isso foi comprovado através do estudo
de Li e colaboradores (2006) que ao estudar o referido complexo de mitocéndrias de
ratos obtiveram uma reducdo no consumo de oxigénio, na sintese de ATP e na
reducdo do potencial de membrana quando uma subunidade do complexo IV nao
estava expressa.

Foi reportado por Kayser et al (2004), ao avaliar a cadeia transportadora de
elétrons em mitocdndrias de nematdéides, que na presenca de TMPD/ascorbato ha
uma elevada taxa de respiracdo, indicando a alta capacidade de transporte de
elétrons do complexo IV para promover a reducao do oxigénio a agua.

Uma possibilidade de comprovacdo da presenca dos quatro complexos
mitondriais reside no fato deles poderem ser fisicamente separados. Um leve
tratamento da membrana mitocondrial interna com detergentes, por exemplo
digitonina, seguida de uma cromatografia de troca ibnica, permite a separacado dos
quatro complexos mitocondriais (NELSON; COX, 2014).
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Através dos ensaios apresentados, € possivel comprovar que todos o0s
componentes enddgenos da cadeia transportadora de elétrons estavam presentes
em mitocdndrias hepaticas da espécie que foi foco desse estudo, o Lophisilurus

alexandri.

5.2 Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio em Mitocéndrias Hepéticas

O metabolismo energético mitocondrial tem sido reconhecido como a principal
fonte geradora de espécies reativas de oxigénio (EROs) na maioria das células
eucaridticas. Essas espécies reativas sao conhecidas por atuarem em varias redes
de sinalizacdo e numa variedade de processos degenerativos (KOWALTOWSKI et
al, 2009).

Quando a mitocondria € exposta a elevadas concentracdes de calcio, ha a
formacdo de EROs, entre elas o peroxido de hidrogénio (H»0;),0 qual pode ser
facilmente detectado em suspensdes mitocondriais, sendo por isso, muito usado
como indicador de estresse oxidativo.

Com o intuito de avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio, mais
precisamente a presenca de H,O, nas suspensdes mitocondriais de figado de
pacama e tilapia, procurou-se observar a acdo do calcio endégeno mitocondrial (10
MM) (KOWALTOWSKI et al., 1996) frente a producdo de EROs.

Sustentando-se no resultado obtido pela respiracdo mitocondrial de ambas as
espécies, buscou-se comprovar se as mitocondrias hepaticas de pacama eram
capazes de produzir mais EROs do que mitocondrias de tilapia (Figuras 7A e 7B).

Sabendo-se que fisiologicamente o complexo | € o mais ativo, foi utilizado
apenas o0 substrato para o referido complexo nos experimentos para determinagao
de EROs. Além disso, usou-se como marcador da producdo de peroxido de
hidrogénio o Amplex-Red, uma sonda que fornece um método ultra-sensivel para
detectar continuamente a formacdo de peréxido de hidrogénio no metabolismo do
acido glutamico ou para monitorar a atividade da glutamato oxidase, além de medir
indiretamente, por meio da formacdo de peroxido, os niveis de glicose, galactose,
xantina, acido urico e producdo de EROs mitocondrial. Neste ultimo, Amplex-Red é
altamente seletivo, especifico e eficiente na medicdo de pequenas concentracoes,
na ordem de nM, de H;O, produzido pelas mitocéndrias (VOTYAKOVA,
REYNOLDS, 2004; RESZKA et al., 2005; ZHAO, SUMMERS, MASON, 2012).
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Frente aos resultados obtidos, foi possivel observar que as mitocéndrias
isoladas de pacama produziram mais H,O, do que a tilapia quando as mitocondrias
foram submetidas as mesmas condicfes. Isso pode estar relacionado com o fato
das mitocondrias de pacama apresentarem uma menor taxa de respiracao para os
complexos | e Il que a tilapia.

Esse resultado esta de acordo com outros trabalhos encontrados na literatura,
0S quais associam a producdo de EROs com a respiracao mitocondrial. Como essas
espécies reativas sdo continuamente geradas como subproduto da fosforilacdo
oxidativa, foi observado um aumento de EROs em mitocondrias de diferentes
tecidos (figado, rim, coracdo, cérebro e musculo esquelético) de ratos quando os
estados Il e IV da cadeia respiratoria foram alterados (TAHARA et al., 2009).

Um estudo recente comprovou a relacdo entre a taxa de consumo de oxigénio
e a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs). Salin e colaboradores (2015)
ao trabalharem com truta marrom (Salmo trutta) in vivo e obtiveram uma variacao no
teor de H,O,, o qual foi até 26 vezes entre 0s peixes da mesma idade, em condic¢des
ambientais e estados nutricionais idénticos. Segundo 0s autores, a variacao
interindividual no conteudo de H,O, ndo estava relacionada com a densidade
mitocondrial, mas foi significativamente associada com a variacdo na taxa
metabolica padréo: os individuos com taxas de consumo de oxigénio mais elevada,
apresentaram baixos niveis de H,0..

Com isso, supde-se que o fato de mitocondrias hepéticas de tilapia
produzirem menos peroxido de hidrogénio que mitocondrias de figado de pacama
esta provavelmente relacionada com uma maior taxa metabolica da tilapia, o que é
comprovado através dos controles respiratorios via complexo | e Il obtidos por essa
espécie, neste estudo.

Além disso, pode-se sustentar essa hipotese com a possibilidade das
mitocdndrias de pacama poderem utilizar vias alternativas para a transferéncia de
elétrons através da cadeia transportadora, uma vez que a acao das desidrogenases
envolvidas promovem um pool de elétrons para a reducéo da ubiquinona.

Ao analisar o fato de que os modelos experimentais estiveram sujeitos as
mesmas condi¢cdes de criacdo nos tanques e sabendo que a concentracdo de
oxigénio experimentada por células de um organismo multicelular vai depender de
guéo longe o O, tem que se mover para alcanca-los, bem como sobre a rapidez com

gue eles e outras células ao seu redor podem consumi-lo, além disso, o O, ainda
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tem que atravessar a célula para chegar até as mitocondrias (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2012). Sendo assim, provavelmente a demanda de oxigénio para o
pacama é pequena visto que, é uma espécie de fundo, necessitando que esse gas
chegue mais ao fundo do tanque, pois sua disponibilidade nessa area € baixa
(BRASIL, 2014). Por outro lado, a tilapia por ser uma espécie de meio corpo d’agua,
na qual a concentracdo de oxigénio € maior, utiliza-o de forma mais efetiva para a
geracao de ATP, o qual é fundamental para o desempenho de suas atividades vitais.

Entretanto, a baixa demanda de oxigénio no fundo do tanque nao prejudica a
cadeia respiratéria do pacama, pois como ja reportado, por esse ser uma espécie de
fundo, estd adaptado a condicdes em que ha menor quantidade de oxigénio
dissolvido. Isso corrobora com a sua capacidade de geracdo de EROs, uma vez que
sua cadeia respiratéria € lenta. A formacédo de EROs, mais precisamente a formacao
de anion radical superoxido parecem conduzir a ativagcdo de UCP (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2012), esse achado reforca a hipdtese previamente levantada de
gue mitocondrias hepaticas de pacama podem apresentar UCP ou alguma outra via
alternativa.

Além disso, a tilapia € um peixe que tem um metabolismo mais ativo, visto
gue tem uma atividade bem maior que o pacama, um peixe que fica a maior parte do
tempo sem se locomover. Apesar de baixas concentracdes do calcio enddgeno,
esse pode ser responsavel por elevar os niveis de EROs nas mitocondrias. Foi
reportado por Orrenius e colaboradores (1989) que um aumento sustentado na
concentracdo de Ca?* citosélico é frequentemente associado ao aparecimento de
citotoxicidade e que tal aumento pode provocar perturbagcbes em outros
componentes celulares — por exemplo nas mitocéndrias — e promover a morte
celular.

A fim de avaliar a geracdo de peréxido de hidrogénio pelas mitocéndrias de
pacama na presenca de uma maior concentracdo de calcio (10 uM) observou-se um
aumento de 14% na producéo de H,O, comparando-se com a condi¢do basal, isto
na presenca de célcio endégeno e uma diminuicdo de 10% na producdo de
peroxido quando submetido a suspensao mitocondrial a EGTA (200 uM) (Figuras
8A e 8B).

Além das EROs oriundas da cadeia transportadora de elétrons, diferentes
fontes ja foram reportados como causadores de estresse oxidativo em peixes.

Elevacgéo da temperatura provocou lipoperoxidagéo devido ao aumento de EROs em
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Notothenia coriiceps e Notothenia rossii (MARK et al., 2012). O inseticida spinosina
acarretou em uma maior geracdo de EROs no figado de tilapia, (PINER; UNER,
2013). Células inflamatorias ativadas serviram como fonte de espécies reativas de
oxigénio em mitocdndrias hepéticas de zebrafish e tilapia (WU et al., 2014).

A concentracdo de oxigénio dissolvido na agua também é um dos agentes
estressores em peixes (OBA et al.,, 2009). Segundo Onukwufore colaboradores
(2014), quando mitocondrias hepaticas de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
foram submetidas a uma condi¢ao de hipoxia (0 < P0O,< 2 Torr), houve producao de
EROs em resposta aos efeitos deletérios causados por essa diminuicdo de oxigénio.
Apesar da producao de EROs poder estar associada a uma cadeia respiratéria mais
lenta e a altas concentracdes de calcio, os seres vivos possuem um eficiente

sistema de defesa antioxidante.

5.3 Atividade das Enzimas Antioxidantes

Quando as condicdes fisioloégicas sdo alteradas, as mitocondrias
podem acumular espécies reativas de oxigénio e, consequentemente, sofrer os
danos ocasionados pelo estresse oxidativo (KOWALTOWSKI et al., 2009). Espécies
reativas de oxigénio podem ser dismutadas por acdo de enzimas como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Estudando a
atividade das enzimas antioxidantes pdde-se avaliar o nivel de producdo de EROs
em que se encontravam os modelos de estudo, através da atividade da SOD, CAT e
GPx de figado de pacama e tilapia.

Corroborando com os resultados anteriormente mostrados nesse estudo,
pode-se inferir que o anion radical superéxido é formado em maior propor¢cao no
figado de pacama do que de tilapia e que esse é eficientemente dismutado a H,0;
pela enzima superoxido dismutase (Figura 9). A literatura reporta diferentes
trabalhos em que determinados peixes encontravam-se em condi¢cdes de estresse
oxidativo, e foram avaliados por meio da acédo da SOD.

Wu e colaboradores (2015) relataram que figado, branquias e cérebro de
zebrafish quando submetidos a uma condi¢cdo de estresse térmico a frio (12°C)
apresentam um incremento na atividade da enzima superéxido dismutase. Da
mesma forma, o trabalho de MARK et al. (2012) mostra que uma diminuicdo na

temperatura elevou os niveis de EROs e uma maior atividade da SOD.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Onukwufor%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24265424
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Maior atividade de SOD foi encontrada em mitocéndrias de ovarios de fémeas
inférteis do peixe Alburnus tarichi quando comparados com o de fémeas férteis da
mesma espécie, confirmando a proposta do autor sobre a maior producdo de EROs
em fémeas inférteis (KAPTANER, 2015).

Diferentes proporcdes de um suplemento alimentar (IMUNO-2865%) foram
avaliadas frente a atividade de SOD no peixe Sparus aurata. Na ocasido, Zupan e
colaboradores (2015) obtiveram um aumento da atividade dessa enzima no grupo
gue recebeu mais suplemento em comparagcdo com O grupo controle, sugerindo
assim, que o uso de IMUNO-2865" em aquicultura é seguro e possui um efeito
imunoestimulante acumulativo sobre Sparus aurata, visto que houve auséncia de
mortalidade dessa espécie durante o estudo.

Diante do exposto, observa-se que uma alta atividade da SOD esta
relacionada com niveis elevados de EROs, dessa forma, tem-se que nas condi¢des
experimentais 0 pacama mostrou possuir maior capacidade de producéo de H,O, do
gue a tilapia, como comprovado nos experimentos anteriores (Figura 9).

Avaliando as atividades das enzimas catalase e glutationa peroxidase no
figado de pacama e tilapia, observou-se que o figado de tilapia apresenta maior
atividade nessas duas enzimas que o figado de pacama.

Em relacdo a atividade da CAT na tilapia, o resultado obtido (Figura 10) esta
de acordo com o que foi exposto por Peixoto e colaboradores (2006), que também
obtiveram niveis elevados da atividade da CAT em tilapias. Nesse estudo, 0s
autores ndo avaliaram a atividade da enzima GPx, mas analisaram os niveis de
glutationa (GSH) via atividade da enzima Glutationa Redutase (GR). Eles obtiveram
uma elevada atividade dessa enzima, o que significa que o sistema de reconstituicao
da glutationa encontrava-se eficiente. Dessa forma, € possivel inferir indiretamente
gue a atividade da glutationa peroxidase também € elevada, visto que o
funcionamento da GPx ocorre mediante presenca de GSH.

As atividades elevadas de CAT e GPx encontradas neste estudo (Figuras 10
e 11) também apresentaram-se coerentes com o0s altos niveis de atividade de
acordo com o trabalho de Hamed et al. (2015). Na ocasido, 0s pesquisadores
avaliaram a atividade de GST (Glutationa S-Transferase), GPx, GR (Glutationa
Redutase) e CAT em testiculo de tilapia, sendo que tais enzimas apresentaram
valores elevados em comparacdo com seus Vvalores correspondentes em

homogeneizados de ovério de tilapia.
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Pode-se supor que a baixa atividade da enzima GPx encontrada no figado de
pacama consiste em pequenos niveis de GSH, uma vez que esse substrato é
necessario para que a enzima realize suas fungdes. Outro fator que se propdem
para uma menor atividade da enzima glutationa peroxidase é a que tal enzima deve
encontrar-se em uma condicdo de saturacdo, ou seja, que a enzima atingiu um
estado estacionario, onde a ligacdo entre a enzima e o substrato, nesse caso H,O,,
permanece constante ao longo do tempo.

Avaliando o nivel de catalase no pacama propde-se que essa se encontra em
baixas concentracdes e assim como a GPx pode estar em um estado estacionario,
no qual o complexo enzima/substrato (catalase/H,0O,) permanece constante ao longo
do tempo, independente da concentracdo de substrato disponivel (NELSON; COX,
2014).

A atividade dessas duas enzimas em figado e branquias de Solea spp
também mostrou ser bastante pronunciada quando submetidas a um biomarcador
xenobiotico (SISCAR et al., 2015). Wu e colaboradores (2015) observaram um
aumento na atividade de CAT e GPx em figado, branquias e cérebro de zebrafish
guando esses eram submetidos a uma diminuicdo na temperatura em que se
encontravam.

Piaractus mesopotamicus, também conhecido como Pacu, ao receber uma
alimentacdo suplementada com selénio apresentou maior atividade das enzimas
CAT, GPx e GST (glutationa s-transferase), resultando em uma diminuicdo no
estresse oxidativo (BILLER-TAKAHASHI et al., 2015).

Também foi reportado uma elevacdo na atividade de GPx em ovarios de
fémeas inférteis de Alburnus tarichi, na ocasido o autor afirmou que os altos niveis
dessa e das outras enzimas avaliadas (SOD e GST) estavam relacionados com o
aumento do estresse oxidativo, como resultado da poluicdo (KAPTANER, 2015).

E ainda, figado de tildpia quando submetido a crescentes doses do inseticida
espinosina, acarretou em alteracdes significativas nos marcadores de estresse
oxidativo relacionados com GSH, dentre eles, GPx. Os autores justificaram as
alteracdes nas atividades enzimaticas devido a promocdo de EROs desencadeada
pelo inseticida (PINER; UNER, 2013).
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6 CONCLUSAO

Mitocondrias hepéticas de pacamd apresentam o complexo | com maior
relevancia para a producdo de ATP, pois o controle respiratério obtido por esse
complexo € maior que o obtido via complexo Il, assim como é observado para a
tilapia. Para os complexos Il e IV, verifica-se que o pacama apresenta maior
consumo de oxigénio do que a tilapia. Da mesma forma, a inibicéo feita pelo KCN é
mais eficiente sobre mitocondrias isoladas de pacama comparado com a tilapia.

Sobre a producao de EROs induzida pelo célcio endbégeno, percebe-se que
as mitocondrias hepaticas de pacama produzem maior concentracdo de H,O,, em
relagdo & sua producdo em tilapia. J& quando administradas altas [Ca®] em
mitocondrias de figado de pacaméa ha uma producéo substancial de H,O, o qual tem
sua producao diminuida frente & acdo do EGTA.

As mitocOndrias pacamad apresentam uma maior atividade da enzima
superoxido dismutase que a tilapia, porém o mesmo nado foi observado para as
enzimas catalase e glutationa peroxidase, uma vez que a tilapia apresentou maior
atividade dessas enzimas.

Diante disso, pode-se dizer que este trabalho possibilita a avaliacdo dos
parametros metabolicos e, sobretudo a bioenergética mitocondrial em peixes
nativos. Sendo assim, o pacama pode ser tido como um modelo biolégico promissor

frente a estudos metabdlicos e bioenergéticos.
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