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The effect of hypoxia on metabolism and expression of HIF-1a and VEGF genes
of the amazon cichlid Astronotus ocellatus (Agassiz, 1831)

Abstract

Amazonian fishes exhibit a variety of strategies related to oxygen uptake in response to
shortages of gas into water, related to their lifestyle and evolution. The Astronotus ocellatus
is a species of extreme tolerance to hypoxia and some of their physiological, biochemical
and molecular techniques could be evaluated in this study. Under conditions of severe
hypoxia (0.5 mgO2 / L) the hematological parameters are primary responses and were
adjusted to increase and make more efficient the carrying of oxygen to tissues, observed by
the increase of hematocrit, the number of circulating erythrocytes and hemoglobin
concentration. Furthermore, increased glucose demonstrated its importance in the supply of
carbohydrate metabolism, especially in anaerobic glycolysis, in times of shortage of oxygen.
Another strategy, and perhaps most important in increasing tolerance to hypoxia of the
species was widespread suppression of metabolism evidenced by the reduction in activity of
enzymes MDH and CS in tissues such as liver, heart and brain, as well as reducing glycolytic
enzyme LDH in the brain. Increased expression of HIF-1a and VEGF genes in conditions of
severe hypoxia revealed the importance of these, respectively, in the transcription of specific
target genes related to hypoxia and increased vascularity of tissues, facilitating the transport
of oxygen through the blood. As the oscar experiencing situations of daily fluctuation in
oxygen levels in their natural habitat, an important strategy in the face of these periodic
events is rapid and adequate recovery after hypoxic stress, observed in this work through the
reorganization of hematological parameters, the enzymatic machinery and transcription of
essential genes for the resumption of oxygen.



O efeito da hipdéxia sobre o metabolismo e a expressao dos genes HIF-1a e VEGF do
ciclideo amazoénico Astronotus ocellatus (Agassiz, 1831)

Resumo

Os peixes amazdnicos apresentam inUmeras estratégias ligadas a captacao de oxigénio em
resposta aos periodos de escassez deste gas no meio aquatico, as quais estao relacionadas
a sua evolugao e estilo de vida. O Astronotus ocellatus € uma espécie de extrema tolerancia
a hipdxia e algumas de suas respostas fisiol6gicas, bioquimicas e moleculares puderam ser
avaliadas neste trabalho. Em condi¢cdes de hipoxia severa (0,5 mgO./L) os parametros
hematoldgicos sdo respostas primarias que se ajustaram para aumentar e tornar mais
eficiente o carreamento de oxigénio aos tecidos, observado através do aumento do
hematécrito, do nimero de eritrécitos circulantes e da concentragédo de hemoglobina. Além
disso, 0 aumento da glicose demonstrou sua importancia no abastecimento do metabolismo
de carboidratos, principalmente da glicolise anaerdbica, em periodos de escassez de
oxigénio. Outra estratégia, e talvez a mais importante no aumento da tolerancia desta
espécie a hipdxia, € a supressao generalizada do metabolismo, evidenciada por meio da
reducao na atividade das enzimas MDH e CS em tecidos como figado, coragao e cérebro,
além da reducéo da enzima glicolitica LDH no cérebro. O aumento da expresséo dos genes
HIF-1a e VEGF em condigbes de hipoxia severa revelou a importancia destes genes,
respectivamente, na transcricdo de genes alvo especificos relacionados a hipdxia e no
aumento da vascularizacdo dos tecidos, facilitando o transporte de oxigénio através do
sangue. Como o0 acara-agu vivencia situagdes de flutuagao diaria nos niveis de oxigénio em
seu habitat natural, uma importante estratégia diante destes eventos peridédicos é sua
recuperacao rapida e adequada apds o estresse hipdxico, observada neste trabalho através
da reorganizacao dos parametros hematoldgicos, da maquinaria enzimatica e da transcrigao
de genes essenciais durante a retomada de oxigénio.
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1. Introducao

1.1. Os ambientes hipéxicos da Amazodnia

A bacia amaz6nica é o maior sistema fluvial do planeta e esta coberta pela maior floresta
tropical existente. Sua malha hidrica drena uma area maior que sete milhdes de Km? e
distribui-se em inimeras sub-bacias cujas vazantes sao fortemente influenciadas pelos
regimes pluviométricos sazonais (Sioli, 1990). A elevada pluviosidade e sua distribuicao
heterogénea ao longo do ano influenciam diretamente as oscila¢gdes do nivel dos rios da
bacia, conhecidas como pulsos de inundacgéo, divididos em quatro fases: enchente, cheia,
vazante e seca (Junk et al., 1989). No periodo das cheias, com o leito dos rios amazdnicos
transbordando e avancando sobre as florestas adjacentes, pode haver um aumento de até
300 mil Km? de areas alagadas na bacia (Junk & Furch, 1993).

Segundo Sioli (1990), a atual regido amazédnica é o resultado de seu clima e de sua
historia geoldgica, que, por sua vez, apresenta trés eventos geotectdnicos principais: a
formacédo dos escudos cristalinos das Guianas e do Brasil, que delimitou, respectivamente,
os limites norte e sul da bacia; o soerguimento do Andes, que promoveu um amplo
represamento de toda a planicie amazbénica e uma paisagem de inundagdo com amplos rios
e lagos, contribuindo para o delineamento do sistema atual de escoamento para o Atlantico;
e, por ultimo, a consequente formacdo da planicie sedimentar da bacia a partir dos
sedimentos carreados pelos dois eventos anteriores, originando uma planicie de rios
meandricos e vales de solos macios com densas e continuas coberturas florestais. Estes
trés eventos foram determinantes para a estruturagao hidrolégica da bacia Amazonica, bem
como, seus diferentes tipos de agua (branca, preta e clara) (Sioli, 1990), suas diferengas
fisico-quimicas (Kuchler et al. 2000) e considerdvel diversidade de ecossistemas,
determinantes para a organizacao biolégica da bacia (Lundberg, 1998).

Os variados ecossistemas aquaticos que compdem a bacia amazbnica sao
periodicamente ampliados em fungdo dos pulsos de inundagao, promovendo modificacoes
ecologicas marcantes e o surgimento de sistemas hidrolégicos complexos como rios, lagos,
paranas, igarapés e igapds (Junk, 1984; Sioli, 1984), gerando uma interminavel diversidade
de nichos e ambientes habitaveis pelos organismos aquaticos (Goulding, 1980). Tamanha
variedade de habitats resultou numa ictiofauna extremamente diversificada, de modo que a
abundancia, distribuicdo e composicao destes organismos estdo intimamente relacionadas
as suas adaptagbes as condigbes limnoldgicas destes multiplos ambientes (Val & Almeida-
Val, 1995).



Diversos fatores ambientais sdo determinantes para a estruturagdo das comunidades
de peixes nos ambientes amazénicos citados, dentre eles, as altas temperaturas
enfrentadas, baixos valores de pH, variagdes no volume dos corpos d’agua, a incidéncia de
raios ultravioletas, oferta de alimentos e a presenca de compostos tdxicos de origem natural
e antrépica (Goulding, 1980; Alabaster & Lloyd, 1982; Val et al., 2004). Além destes, um dos
principais fatores que afetam a constituicdo destas comunidades é a disponibilidade de
oxigénio dissolvido na agua, ja que os peixes dependem de um fornecimento adequado
deste gas para a oxigenacdo de seus tecidos (Baldisseroto, 2009), e suas alteragbes
interferem diretamente nos processos bioldgicos (Junk et al., 1983) e bioquimicos destas
areas (Hochachka & Somero, 2002).

Segundo Junk (1997), a concentracdo do oxigénio nos ambientes aquaticos €
determinada por fatores como a temperatura da agua, pressao atmosférica, quantidade de
substancias dissolvidas, taxas de respiracdo de animais e plantas, difusdo de luz, a
decomposi¢ao de matéria organica e oxidagao de ions metdlicos. Somados a isso, a forma,
profundidade e tamanho dos corpos d'agua, intensidade dos ventos, presenga de
comunidades vegetais e comunicagcdo com o rio principal podem também se tornar
determinantes para as concentragoes de oxigénio (Junk et al., 1983; Val, 1993; Crampton,
1996).

Em decorréncia da oscilagdo do nivel dos rios amazbnicos, as concentragdes de
oxigénio dissolvido na agua se tornam fatores criticos, principalmente nos ambientes recem
alagados de varzea e igapd, quando os rios atingem seus niveis maximos (Junk et al.,
1989). Nestas areas recém alagadas, a baixa profundidade da coluna d’agua favorece o
aumento da temperatura e, consequentemente, o aceleramento das reagdées metabdlicas
dos organismos presentes (Junk, 1997). Além disto, durante as cheias, estes corpos d’agua
apresentam altas taxas de decomposicdo do material presente no solo e do material
aléctone fornecido pela floresta (Goulding, 1980). Baixas taxas de fotossintese do
fitoplancton e forte presenca de macrofitas, fornecendo grandes quantidades de biomassa,
também sao detectadas (Junk et al, 1983). Todos estes fatores interferem
significativamente nas concentracées de oxigénio dissolvido na agua, de modo que
variagbes marcantes podem ser detectadas ao longo de um unico dia, ocorrendo uma
supersaturacdo de oxigénio ao redor do meio-dia, por efeito relevante da fotossintese, e
valores chegando a zero ao longo da noite (Almeida-Val et al., 2000). Sendo assim, muitos
corpos d’agua da Amazénia sdo conhecidos como ambientes hipdxicos, pois fornecem
quantidades limitantes de oxigénio (Gessner, 1961; Schimidt, 1973; Kramer et al., 1987).



1.2. Adaptabilidade da ictiofauna a hipdxia

Os peixes surgiram no inicio do periodo Cambriano (cerca de 500 milhdes de anos
atras) e constituiram a base para a evolugao dos vertebrados (Shu et al., 1999). Sucessivos
eventos de duplicagcdo do genoma, origem de genes adicionais e radiagdes adaptativas
fizeram parte da histéria evolutiva destes organismos, tornando-os o grupo mais diverso e
de maior diversidade genética dentre os vertebrados (Ohno, 1970). Esta diversidade é a
matéria prima responsavel por todas as adaptacdes evolutivas apresentadas por este grupo,
incluindo aquelas relacionadas as mudancas de disponibilidade de oxigénio no ambiente
(Leggatt & Iwama, 2003).

As variacdes limnolégicas dos ambientes hipoxicos favoreceram o desenvolvimento
de mecanismos adaptativos eficientes que permitem que os peixes habitem condicdes
ambientais extremas (Almeida-Val & Hochachka, 1995). O espectro de respostas
apresentadas, principalmente pelas espécies tropicais, sugere que a eficiéncia dos
mecanismos de tolerancia a hipdxia seja uma caracteristica comum aos peixes da Amazdnia
(Val, 1993; Almeida-Val et al., 1995). Estas estratégias se manifestam em diversos niveis de
organizacao biolégica, como modificacbes comportamentais, morfolégicas, fisiolégicas e
moleculares (Van den Thillart, 1982, Almeida-Val & Val, 1990; Val et al., 1998). O resultado
de tais processos se apresenta por meio da ocupagédo de ambientes preferenciais, variados
estilos de vida e intrigantes tipos de respiracao. As diferengcas marcantes na tolerancia e nas
adaptacoes de diferentes espécies as condigées de hipoxia sugerem que as variagdes nos
niveis de oxigénio atuaram como um importante agente seletivo durante a histéria evolutiva
dos peixes amazénicos, atribuindo-lhes uma plasticidade fenotipica sem precedentes
(Almeida-Val et al., 1995).

Uma importante adaptagcdo em resposta a hipoxia € a respiracdo na superficie
aquatica (RSA), em que os peixes exploram as camadas superiores da coluna d’agua,
acessando uma fina camada de agua bem oxigenada oriunda da difusdo do oxigénio
atmosférico (Kramer & McClure, 1982; Verheyen et al., 1994). Esta é uma adaptagao
comportamental apresentada por muitas espécies de peixes amazdnicos de diversas ordens
como Characiformes, Siluriformes, Perciformes, Cyprinodontiformes e Osteoglossiformes
(revisto por Val & Almeida-Val, 1995). Além disso, espécies como o tambaqui (Colossoma
macropomum) € o matrinxa (Brycon amazonicus) apresentam a capacidade morfoldgica de
expandir o labio inferior para melhorar a captagdo da agua bem oxigenada da superficie
(Braum & Junk, 1982). Apesar de ser um método eficiente no consumo de oxigénio, a RSA

necessita que 0s peixes permanecam ou realizem incursdées periddicas a superficie da
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agua, podendo aumentar drasticamente a suscetibilidade a predacdo por peixes de
respiracao aérea ou predadores terrestres e aéreos (Kramer et al., 1983).

Além da respiragdo na superficie, muito importante aos organismos de respiracao
estritamente aquatica, algumas espécies de peixes amazdnicos desenvolveram a
capacidade de respirar o ar atmosférico, possibilitando a exploragdo de um maior nimero de
ambientes (Almeida-Val & Hochachka, 1995). Dentre os peixes que possuem a respiracao
aérea obrigatéria, podemos citar a pirambdia (Lepidosiren paradoxa), unico peixe da
América do Sul a apresentar um pulmao verdadeiro, o pirarucu (Arapaima gigas), que possui
uma bexiga natatéria modificada para realizar trocas gasosas e o poraqué (Electrophorus
eletricus), cuja regido buco-faringeana € altamente vascularizada, promovendo a troca
gasosa. Quanto aos peixes de respiracdo aérea facultativa, muitos siluriformes das familias
Loricaridae e Callichthydae utilizam o estébmago e o intestino como 6rgaos acessérios as
trocas gasosas (revisto por Val & Almeida-Val, 1995).

Em condicbes de hipdxia, os peixes apresentam uma série de respostas respiratérias
que atuam paralelamente aos ajustes fisiolégicos (Evans, 1998). Segundo Hughes (1984),
uma das primeiras respostas apresentadas em condicbes limitantes de oxigénio é o
aumento dos movimentos operculares, o que leva a uma maior ventilagdo e perfusdo da
agua pelas branquias, aumentando a capacidade de oxigenacdo do sangue nas lamelas
branquiais. Em seguida, ocorre uma reducdo na freqiéncia do batimento cardiaco
(bradicardia) e o aumento da for¢a de contragdo do coragéo, fazendo com que este gaste
menos energia, aumente sua oxigenagao, por maior permanéncia do sangue no ventriculo,
e regule a distribuicdo do fluxo sanguineo. Finalmente, estes eventos se associam a uma
série de ajustes bioquimicos e metabdlicos que proporcionam melhor captacdo de oxigénio,
sua distribuicdo aos tecidos e manutencao das rotas metabdlicas mais vantajosas para sua
utilizacao (Hochachka & Somero, 2002).

As principais estratégias metabdlicas utilizadas pelos peixes de respiracao
estritamente aquatica em condigbes de hipoxia s&o a supressao do metabolismo oxidativo e
a ativagao do metabolismo glicolitico anaerébico (Almeida-Val & Hochachka, 1995). Estes
processos objetivam o melhor aproveitamento energético, diminuindo a produgédo e o
consumo de ATP, a demanda de oxigénio e ativando formas anaerébicas de producado de
ATP (Chippari-Gomes et al., 2005). Além disso, ajustes metabdlicos destinados a captagao
de oxigénio podem se associar simultaneamente a outros, fazendo com que diferentes
tecidos apresentem diferentes arranjos metabdlicos na fungao de conferir maior resisténcia
a hipoxia (Hochachka & Lutz, 2001). Em muitos casos, 0s peixes amazoénicos de respiragao
estritamente aquatica apresentam adaptacdes metabodlicas mais eficientes as condicoes



hipdxicas que 0s peixes de respiracdo aérea, ou aqueles com adaptacdes anatbmicas,
sendo os ciclideos um étimo exemplo disto (Muusze et al., 1998; Chippari-Gomes, 2002).

A adaptagdo dos peixes aos ambientes hipoxicos envolve, também, ajustes nos
parametros hematolégicos, niveis de fosfatos intraeritrocitarios e fragdes hemoglobinicas
(Val et al., 1985). Geralmente, ocorre 0 aumento da porcentagem de eritrdcitos (hematécrito)
e da concentracao de hemoglobinas, aumentando a eficiéncia da captacdo e do transporte
de oxigénio aos tecidos. Por outro lado, sdo compostos fosfatados intraeritrocitarios, como
ATP e GTP (mais freqliente em espécies dulcicolas tropicais), que regulam a afinidade da
hemoglobina pelas moléculas de oxigénio disponiveis no meio. Com a diminuicdo destes
compostos ocorre uma maior afinidade hemoglobina-oxigénio, aumentando a captagéo do
oxigénio do meio, porém dificultando sua liberagdo aos tecidos, fazendo com que muitas
espécies adaptadas ao ambiente hipdxico sejam pouco ativas (Val et al., 1985).

A hipdxia pode ainda estimular a liberacao de catecolaminas por impulsos nervosos,
que, além de dilatarem as arteriolas aferentes (que levam sangue ao coragao) e contrairem
as arteriolas eferentes (que levam sangue aos tecidos), aumentam a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio (Val, 1993). Com isso, 0 balango metabdlico na afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio pode variar significativamente de acordo com a tolerancia e a
adaptabilidade das espécies aos ambientes hipdxicos.

Em condicbes de hipdxia, os peixes apresentam variagcbes marcantes nas
concentracdes de glicogénio nos tecidos e de metabdlitos plasmaticos como a glicose, o
lactato e acidos graxos (Van den Thillart & Van Waarde, 1985, Chippari-Gomes, 2002). A
principal reserva energética dos peixes € o glicogénio, sendo produzido e estocado em
periodos de baixa exigéncia energética através da glicogénese e, em situacdes hipdxicas, €
rapidamente degradado (glicogendlise) para a mobilizacdo da glicose que abastecera o
metabolismo anaerdbico (reduzindo a concentragdo de glicogénio nos tecidos) (Chippari-
Gomes et al., 2005). Por isso, a sobrevivéncia de algumas espécies a longos periodos de
hipoxia ou anodxia (auséncia total de oxigénio) pode estar ligada as reservas de glicogénio,
principalmente, no musculo vermelho, coracao e figado (Driedzic & Hochachka, 1978;
Hochachka & Somero, 2002). A glicose e o lactato também estédo ligados diretamente ao
funcionamento da glicélise anaerébica em condigdes de hipoxia. Neste processo, a glicose
(principal combustivel do metabolismo dos carboidratos) é convertida em lactato (produto
final) na auséncia de oxigénio, gerando duas moléculas de ATP por molécula de glicose.
Deste modo, a concentracdo destes metabdlitos encontra-se geralmente aumentada nos
tecidos e no sangue, sendo rapidamente oxidados com a volta da disponibilidade do
oxigénio (Lopes, 2003). Neste sentido, os niveis circulantes de glicose e a disponibilidade de



oxigénio sao inversamente proporcionais (efeito Pasteur), pois em condi¢cbes limitantes de
oxigénio, ha um aumento drastico da demanda de glicose para a manutencao da producéao
de ATP. Por fim, as taxas de acidos graxos em peixes sob condi¢des hipdxicas tendem a
decair, porem menos acentuadamente em tecidos como o coragdo e o cérebro. Estes
tecidos, mesmo ativando significativamente o metabolismo anaerébico durante a hipdxia,
sao altamente dependentes do metabolismo oxidativo, mantendo uma taxa de oxidacao da
glicose e de acidos graxos. Neste processo, as moléculas de hidrogénio liberadas geram
energia ao serem transportadas na cadeia respiratoria, produzindo ATP (Chippari-Gomes,
2002; Lopes, 2003; Champe, 2006).

Varias etapas do processo de ativagcdo do metabolismo anaerébico e supressdo do
metabolismo oxidativo envolvem a participacdo de enzimas chaves, ajustando suas
atividades de modo especifico aos diferentes tecidos nas diferentes espécies. Uma das
enzimas mais estudadas é a Lactato-desidrogenase (LDH) que promove a conversao
reversivel de piruvato a lactato, no fim da gliclise anaerébica, indicando a capacidade
anaerébica dos tecidos mediante maior atividade da enzima (Almeida-Val & Val, 1993).
Muitas espécies de peixe podem ainda reduzir o metabolismo anaerdbico nestes tecidos
como resultado da supressdo geral do seu metabolismo, como no caso do acara-disco
(Symphysodon aequefasciatus) (Chippari-Gomes, 2002), do acara comum (Cichlasoma
amazonarum) (Almeida-Val et al., 1995) e do Killlifish (Fundulus sp.) (Greaney et al., 1980).

Além da LDH, outras enzimas tém sido estudadas no monitoramento fisiolégico dos
peixes amazdnicos em condicdo de hipoxia, dentre elas, as enzimas glicoliticas Piruvato
Kinase (PK), Hexoquinase (HK) e Fosfofrutoquinase (PFK), que catalisam reacoes
irreversiveis de alta energia. Além destas, as enzimas Malato Desidrogenase (MDH) e
Citrato Sintase (CS), do metabolismo oxidativo, e a 3- Hidroxiacil CoA Desidrogenase
(HOAD), do metabolismo lipidico, sdo enzimas utilizadas como indicadoras do balango dos
metabolismos aerdbico e anaerdbico nos peixes (Almeida-Val & Farias, 1996; Driedzic &
Almeida-Val, 1996; West et al., 1999; Chippari-Gomes et al., 2003; Lopes, 2003).

Segundo Markert (1975), os eventos de duplicagdo do genoma e seus subsequentes
processos mutacionais, possibilitaram a origem de diferentes formas moleculares das
enzimas, as isozimas, fato ocorrido com a maioria dos sistemas isozimicos. As isozimas
atuam diferentemente em cada tecido, refletindo a expressdo dos genes necessarios as
necessidades metabodlicas sob caracteristicas ambientais especificas (Almeida-Val et al.,
1995), e, por isso, sdo, também, excelentes ferramentas para a detecgdo e andlise de
ajustes nos niveis evolutivo, comportamental, morfolégico, fisiolégico, genético, bioquimico e

molecular (Nevo, 1990).



1.3. A expressao de genes ligados a hipoxia

As adaptacoes apresentadas pelas células, tecidos e organismo como um todo, em
condicbes de hipodxia, dependem diretamente da regulacdo da expressdao de genes
importantes as especificidades fisiologicas. Os mecanismos pelos quais as células
respondem a diminuicdo da pressdo parcial de oxigénio sdao ainda obscuros, mas
certamente resultam de alteracdes na expressao génica através de alteragdes nas taxas de
transcricdo e/ou da estabilidade do RNA. Os genes envolvidos nestes processos tém
ganhado notoriedade devido ao crescente interesse bioldgico, no nivel molecular, sobre o
papel do oxigénio no desenvolvimento, fisiologia e patologia dos organismos.
Essencialmente, estes estudos génicos estdo voltados para os processos de eritropoiese,
sintese de hemoglobina, angiogénese, transporte da glicose, metabolismo de carboidratos,
metabolismo de catecolaminas, supressdo do crescimento, entre outros (revisto por
Nikinmma & Rees, 2005).

Ao longo da ultima década, tem-se notado que o desencadeamento da expressao
dos inUmeros genes regulados pela hipdxia ocorre por meio do recrutamento de fatores de
transcricao especificos a estas condi¢cdes, de modo que seus produtos protéicos ajudam,
entre outras fungdes, na manutencdo da homeostase dos organismos (Nikinma & Rees,
2005). Dentre os fatores de transcricdo mais estudados estdo o nuclear factor Kappa (NF-
kB), cyclic AMP-response element-binding protein (CREB), activating protein-1 (AP-1), p53,
early growth response-1 (Egr-1) nuclear factor for interleukin 6 (NF-IL6) e, principalmente, o
hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) (Nanduri et al., 2008). A partir de estudos em mamiferos,
foi notado que o hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) é o principal responsavel pela transcri¢cao
de genes em condigdes hipdxicas. O produto deste gene nao induz apenas a expressao de
genes envolvidos na glicolise, eritropoiese, metabolismo de catecolaminas e angiogénese
durante condigbes de hipoxia, mas também de transposons, genes do metabolismo do ferro
(como a transferrina e receptores de transferrina), genes supressores do crescimento e
inimeros outros genes nao diretamente ligados a auséncia de oxigénio (revisto por Bracken
et al., 2003).

O HIF-1 é um heterodimero, descoberto durante estudos da regulagdo do gene
eritropoietina (EPO), e é constituido por duas subunidades protéicas, conhecidas como HIF-
a e HIF-B. A subunidade HIF-a possui trés isoformas, HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a, e é Unica
para respostas ligadas a hipoxia, enquanto a subunidade HIF-B é considerada um
translocador nuclear aril hidrocarbono (ARNT) que se dimeriza ao associar-se a outros
fatores de transcrigdo, entre eles o receptor aril hidrocarbono (AhR) em condi¢cdes de
exposicao a xenobibdticos, revelando uma extensa aplicagdo dos translocadores ARNT na



regulacdo génica de diversas vias metabdlicas (Nikinmaa & Rees, 2005; Bracken et al.,
2003).

A sensibilidade da regulagdo da transcricdo de genes mediada pelo HIF durante
variacoes de oxigénio é decorrente, principalmente, da quantidade da proteina HIF-a
presente nas células. Esta proteina é produzida continuamente nos organismos, porém é
rapidamente degradada em condi¢cdées de normoxia. A degradacao do HIF-a é mediada por
um dominio de degradacao dependente de oxigénio (ODD), onde residuos conservados de
prolina e asparaginina especificos do HIF- a sdo covalentemente modificados pela agao de
enzimas hidroxilases e entdo reconhecidas pela proteina von-Hippel-Lindau (pVHL),
ubiquitinizadas e degradadas pela via proteossémica. Por outro lado, em condi¢des de
hipdxia a hidroxilagdo enzimatica dos residuos de prolina e asparaginina nao ocorre,
levando ao acumulo e estabilizacdo do HIF-a, que segue para o nucleo celular, onde se
dimeriza com o ARNT e se liga nas regides promotoras dos genes de interesse. Muitos
genes apresentam, na regido promotora, uma regido regulatéria conhecida como elemento
de resposta a hipoxia (HRE), que viabiliza o correto posicionamento do HIF-1. Assim,
associado ao fator geral de transcricdo CBP/p300, e outros possiveis fatores acessorios, o
HIF-1 desencadeia a transcricdo dos genes de interesse (Bracken et al., 2003; Nikinmaa &
Rees, 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Etapas da regulagao da expressao génica por meio da HIF-a em condi¢des de normdxia e hipdxia.
Modificado de Bracken et al., 2003.

Em peixes, ha, inicialmente, uma maior eficiéncia na utilizacdo do oxigénio em
condi¢des limitantes, regulando-se a circulagdo sanguinea e aumentando a é&rea da
superficie branquial (Baldisseroto, 2009), o que torna a hipdxia um potencial indutor da
angiogénese (formacdo de vasos sanguineos) e de mecanismos reguladores da



vascularizacao (Neufeld et al., 1999). Atualmente o HIF é considerado o principal fator de
transcricdo envolvido no processamento de genes ligados a estes processos (Chapman et
al., 2000; Saroglia et al., 2002; Bracken et al., 2003). Dentre estes genes, o fator de
crescimento endotelial vascular (em inglés - vascular endothelial growth factor - VEGF) tem
sido o regulador da angiogénese mais estudado (Connolly et al., 1989; Connolly, 1991).

Resultados de experimentos in vitro e in vivo tém evidenciado que baixas
concentracdes de oxigénio induzem fortemente a expressao do VEGF, que por sua vez
estimula a proliferacdo de células endoteliais vasculares e a formagéo de novas veias (Conn
et al.,, 1990; Plate et al., 1992; Shweiki et al., 1992). Acreditava-se anteriormente que as
células endoteliais, apesar de alvo da VEGF, ndo eram capazes de expressar este gene,
porém alguns trabalhos envolvendo humanos ja demonstram o aumento das taxas de
transcricdo em células endoteliais ligadas a tecidos respiratérios, como pulmdes (Liu et al.,
1995). Além disso, este gene tem sido veiculado aos processos de angiogénese que
acompanham a formacao de érgaos durante o desenvolvimento e a evolugao de células em
processos cancerigenos (Benjamim et al., 1998; Ferrara et al., 1998, Folkman, 1998).
Segundo Graven et al. (1994), as células endoteliais sdo as primeiras células vasculares
expostas ao decréscimo da concentracdo de oxigénio no sangue e, apesar de alguns
estudos revelarem que este e diversos outros tecidos sejam moderadamente tolerantes a
hipdxia, estudos envolvendo os peixes e os mecanismos génicos pelos quais suas células

preservam sua integridade e adaptam suas fungdes metabdlicas foram pouco estudados.
1.4. Astronotus ocellatus

A espécie Astronotus ocellatus (Agassiz, 1831) é conhecida popularmente no Brasil
como acara-agu ou apaiari, mas também chamada de acara-grande, corré-baiano, bola-de-
ouro, dorminhoco, entre outros. E conhecido ainda em outros idiomas como oscar (inglés),
acarahuazu (espanhol), astronotus ou cichlidé oeil de paon (francés), pielegnica pawiooka
(polonés) e pfauenaugenbuntbarsch (aleméao) (Museu de Histéria Natural da Flérida, 2009).
Esta espécie pertence a familia Cichlidae, familia mais diversificada da ictiofauna mundial e
que, por sua vez, estd inserida na ordem Perciformes e superordem Acanthopterygii. Os
ciclideos possuem cerca de 110 géneros e mais de 1.300 espécies catalogadas (Kullander,
1998) que se distribuem naturalmente na Africa, América do Sul, México, sul da india, Ira,
Sri Lanka e Madagascar (Lowe-McConell, 1987). A maior diversidade de espécies desta
familia se encontra distribuida nos grandes lagos africanos, com mais de 1000 espécies,
seguidos da América do Sul, com cerca de 300 espécies (6-10% da fauna de agua doce). A
bacia Amazénica detém cerca de 150 espécies de ciclideos, constituindo o terceiro maior
grupo da ictiofauna, atras apenas das ordens Caraciformes e Siluriformes. Por estes e
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outros motivos, este grupo € muito importante economicamente, como fonte de alimento e
ornamentacao (Chellapa et al., 1999), e cientificamente, pois sdo extremamente variados
quanto sua coloracao, forma, alimentacao, reproducao e adaptacdes a condi¢cdes extremas
(Chippari-Gomes, 2002).

A espécie Astronotus ocellatus estd distribuida naturalmente na bacia dos rios
Ucayali (Peru), Orinoco (Colémbia), Oiapoqui (Guiana Francesa), I¢a, Solimbées e Amazonas
(Brasil), podendo ocorrer em outras bacias brasileiras (Loiselle, 1985). Assim como o0s
demais ciclideos, o acara-agu € uma espécie territorialista e que compete pelas fémeas na
formacdo dos casais, apresentando um amplo espectro de comportamentos tipicos do
periodo reprodutivo. E uma espécie normalmente monogamica, sexualmente monomérfica,
realiza desovas parciais ao longo do ano, desovando cerca de 1000-2000 ovos adesivos ao
substrato e ambos os sexos dispensam cuidados a prole desde a fertilizagdo até a
independéncia dos filhotes (Paiva & Nepomuceno, 1989). Foi observada na outra espécie do
género, A. crassispinis, a protegdo da prole no interior da boca quando em situagdes de

perigo (Nelson, 1994).

A maturacdo sexual do acara-agu ocorre a partir dos dez meses de idade e se
prolonga até o fim da vida adulta, com cerca de dez anos (Fontenele, 1951). Esta espécie
pode atingir 45cm de comprimento e pesar até 1,6Kg (IGFA, 2001). Estes peixes
apresentam uma coloragao escura, que vai de verde-oliva e cinza ao marrom. Possuem um
ocelo preto no ramo superior da base do pedunculo caudal e machas oceladas sobre a base
dos raios moles da nadadeira dorsal, todos circundados por um anel alaranjado (figura 2).
Durante a formacgéo dos casais no periodo reprodutivo, os machos sao geralmente maiores
que as fémeas e apresentarem coloragdes mais fortes que incluem fortes bandas pretas e
manchas amarelas, laranjas ou vermelhas nas laterais do corpo (Beeching, 1995).

10cm

Fig. 2: Vista lateral de um exemplar de Astronotus ocellatus evidenciando sua forma, coloragao e seus
ocelos no pedunculo caudal e nadadeira dorsal. Foto: U.S Geological Survey/ Leo Nico
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O acara-acu é uma espécie bentopelagica pouco ativa e que nao realiza grandes
migracdes. Possui o habito alimentar onivoro, com forte tendéncia carnivora e é encontrada
nas aguas lénticas dos diferentes tipos de lagos e areas alagadas que habita (Fontenele,
1951). Esta espécie é normalmente encontrada em condi¢cées de hipoxia em seu ambiente
natural; os espécimes adentram a varzea para fins reprodutivos e alimentares, e sao
considerados individuos extremamente tolerantes a hipdxia. Individuos adultos podem
suportar niveis de 5-20% de saturagdo de oxigénio por 20-50 horas e até 6 horas de total
andxia a 28°C (Muusze et al., 1998). Além disso, Almeida-Val et al. (1999) observaram que
a espécie A. ocellatus pode sobreviver indefinidamente, em concentragbes de até 1,5 mg/L
de oxigénio dissolvido, quando esta tiver acesso a superficie. Portanto, esta espécie &
singular quando comparada com outros vertebrados considerados tolerantes a hipoxia como
a carpa (Nilsson and Renshaw, 2004), sapos (Boutilier, 2001b) e tartarugas (Lutz & Milton,
2004; Warren & Jackson, 2008), ja que estes experimentam condi¢cdes hipoxicas com
temperaturas bastante inferiores (Almeida-Val & Hochachka, 1993; Scott et al., 2008).

As habilidades apresentadas por esta espécie sdo resultantes de uma série de
ajustes metabdlicos visando uma redugdo na demanda de oxigénio por meio de uma
regulagéo coordenada entre as células e o controle fisioldgico do organismo como um todo.
Sabe-se que em condigdes de hipoxia 0 acara-agu reduz os batimentos cardiacos e suprime
ao maximo seu metabolismo aerdbico, de modo a obter ATP por vias anaerdbicas, como a
glicélise (Muusze et al., 1998; Almeida-Val et al., 1999). Além disto, diminui os gastos de
ATP reduzindo em torno de 30-60% a sintese protéica no cérebro, figado, coracdo e
branquias (Lewis et al, 2007) e regula o fluxo ibnico por diminui¢édo significativa da atividade
da ATPase nas branquias e rins (Richards et al., 2007). Segundo Scott et al. (2008), o
acara-acu € capaz de reduzir a absorcdo de oxigénio pelas branquias durante a hipoxia
severa, de modo que a diminuicdo da perfusdo lamelar branquial reduz as perdas i6nicas,
suprimindo o metabolismo branquial e a demanda por oxigénio. Esta reducdo é
significativamente mais acentuada no acard-acu em comparagdo com outras espécies de

teledsteos menos tolerantes.

Finalmente, muitos aspectos como adaptagdes comportamentais, padrdes
enzimaticos especificos e respostas transcricionais, s&o relevantes no esclarecimento das
propriedades intrinsecas desta espécie em condicdes hipdxicas. Com isso, 0 acara-agu vem
se tornando um interessante modelo biolégico para os estudos sobre os processos de
resposta, adaptacdo e evolucao dos vertebrados em condicbes de hipoxia, no nivel

molecular.
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2. Justificativa

O papel do oxigénio sobre o desenvolvimento e a fisiologia dos vertebrados é uma
area de amplo interesse biolégico. Os mecanismos moleculares que conduzem a variagao
do nivel de oxigénio as respostas celulares e metabdlicas tém recebido notavel atencao.
Atualmente a maior parte dos estudos desta area esta voltada para a saude humana,
especializando-se em mamiferos e um restrito numero de organismos modelo, ndo se
levando em consideracdo o ambiente natural do organismo na interpretacao dos resultados.
Sendo assim, a reconhecida diversidade de organismos que habita ambientes aquéaticos,
influenciados por variagdes nas concentragdes de oxigénio, precisa ser notada, bem como
suas adaptacgdes fisiolégicas e seus mecanismos de regulacdo da expressao de genes
ligados a hipoxia.

Embora inimeros processos fisioldgicos sejam alterados pela exposicdo dos peixes
a hipoxia, sua relacdo com fatores de transcricdo especificos as oscilagées de oxigénio e
seus genes alvo € muito pouco conhecida. Tem-se observado que os peixes possuem forte
homologia génica com inumeras outras classes de vertebrados e, até mesmo,
invertebrados. A maneira como estes organismos combinam entre si 0s mecanismos
regulatérios, muitas vezes coordenando genes amplamente dispersos, origina
caracteristicas que os relacionam intra e interespecificamente. Estas caracteristicas
corroboram diretamente os estudos taxonémicos e filogenéticos, sendo utilizadas como
modelos para a reconstrugdo dos padrées historicos da origem e diversificagdo dos
caracteres, bem como a investigacdo do papel do oxigénio na evolugdo e biologia das
espécies.

3. Objetivos
3.1.  Objetivo Geral

Avaliar as respostas metabdlicas e moleculares do Astronotus ocellatus em
condigbes de normoxia, hipdxia e recuperagao da hipodxia.

3.2.  Objetivos Especificos
- Avaliar os efeitos da hipdxia sobre os parametros hematoldgicos do acara-acu.

- Avaliar os efeitos da hipdéxia sobre o metabolismo do acara-acu por meio da medida
da atividade das enzimas LDH, CS e MDH em diferentes tecidos.

- Obter sequéncias especificas dos genes 18S, HIF-1a e VEGF para a espécie A.
ocellatus.
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- Analisar a expressao dos genes HIF-1a e VEGF no figado de individuos adultos de
A. ocellatus nas condigbes de normoxia hipdxia e apds a recuperagao da hipoxia.

- Avaliar o balanco dos metabolismos anaerdbico e aerébico do acara-agu

comparando-se as respostas moleculares, enzimaticas e hematolégicas.

4. Material & Métodos
4.1. Animais Experimentais

Os exemplares adultos de Astronotus ocellatus foram capturados no complexo
Catalao, um sistema de lagos proximo a cidade de Manaus, e conduzidos ao Laboratério de
Ecofisiologia e Evolugao Molecular (LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia
(INPA), onde foram aclimatados por 30 dias em tanques de polietileno, com capacidade de
500L, com sistema de aeragdo constante (concentracdo de O, de 5,0-7,0mg/L) e
temperatura controlada por termostato a 28,0+2,0,°C. Os peixes foram alimentados com
racao comercial (36% de proteina bruta) uma vez por dia.

4.2. Experimentos

No desenho experimental foram utilizados 18 individuos da espécie A. ocellatus,
distribuidos em 6 camaras plasticas individuais com capacidade de 22,6L, sendo 3 peixes
em cada camara. Cada camara foi acoplada a um sistema de injegao de gases nitrogénio e
oxigénio comprimido, por meio de mangueiras de silicone, permitindo a liberagdo dos
mesmos no interior do sistema e, assim, efetuando o controle homogéneo das
concentracdes de oxigénio desejadas no periodo experimental. A alimentagdo dos animais

foi suspensa durante o ensaio experimental.
Grupo Normoxia

Apb6s o periodo de 48 horas de aclimatacdo, com as concentracbes de oxigénio
mantidas em 6,57+0,23 mgO,/L, foram removidos 6 individuos, um de cada tanque,
pesados, medidos, sacrificados por excisdo da espinha dorsal e os tecidos coletados
(sangue, musculo branco, figado, coragao e cérebro), congelados em nitrogénio liquido e
estocados em -80°C para posteriores analises.

Grupo Hipoxia

Imediatamente apdés a amostragem do grupo norméxia, 0S organismos que

permaneceram nas camaras foram induzidos a hipxia por meio do decréscimo gradual dos
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niveis de oxigénio dissolvido. As concentracées de oxigénio na agua decresceram, a partir
da norméxia, para 5,0mg/L, 4,0mg/L, 2,0mg/L, 1,0mg/L e 0,5mg/L, onde cada concentracéao
foi mantida por 1 hora e alterada num intervalo de 10 minutos. Ao final de 3h a concentracdo
de 0,5mg/L, foram removidos 6 individuos, um de cada tanque, pesados, medidos,
sacrificados por excisao da espinha dorsal e os tecidos coletados (sangue, musculo branco,
figado, coracdo e cérebro), congelados em nitrogénio liquido e estocados em -80°C para

posteriores analises.
Grupo Recuperacgao da Hipdxia

Apds a amostragem do grupo hipdxia, a concentracdo de oxigénio nas camaras
experimentais foi aumentada, num intervalo de 45 minutos, até a condicdo de norméxia
(7,41+0,15 mgO,/L). Ao final de 3h a concentragbes normoxicas, foram removidos 6
individuos, um de cada tanque, pesados, medidos, sacrificados por excisdo da espinha
dorsal e os tecidos coletados (sangue, musculo branco, figado, coracdo e cérebro),
congelados em nitrogénio liquido e estocados em -80°C para posteriores analises.

Os peixes utilizados nos 3 grupos experimentais apresentaram, em média, um
comprimento total de 15,3+1,2 cm e pesaram 66,7+15,9 g.

4.3. Variaveis Fisico-Quimicas da Agua

A temperatura e o oxigénio dissolvido na agua foram medidos a cada 10 minutos ao
longo de todo o experimento por meio de um termo-oximetro YSI modelo 85 FT. Além disso,
a cada amostragem (norméxia, hipdxia e recuperacdo da hipdxia) foram monitorados os
valores de pH, medidos por meio de um pHmetro Micronal B374, bem como os niveis de
amdnia por meio de colorimetria. Foi realizada a renovagao total da agua apés 12 horas de

aclimatacgao.

4.3.1. Amonia

Os niveis de amodnia foram determinados por ensaio colorimétrico segundo Verdouw
et al. (1978). O método consistiu na reagdao da aménia com salicilato de sédio e hipoclorito
de sdédio, utilizando como catalisador o nitroprussiato de sédio. A absorbéancia foi medida no
comprimento de onda de 650nm em leitor de microplaca SpectraMax® (Molecular Devices).

As concentragdes de aménia foram expressas em mg/L.
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4.4. Analises Hematoldgicas
4.4.1. Coleta de sangue e plasma

As amostras de sangue foram coletadas por pungédo da veia caudal utilizando-se

seringas previamente heparinizadas.
4.4.2. Hematdcrito

O hematdcrito foi determinado pelo método do microhematécrito, descrito por
Goldenfarb et al., (1971). Para tal, amostras de sangue foram transferidas para tubos de
microhematocrito e centrifugadas a 12000 x g durante 10 minutos em centrifuga para
microhematocrito FANEM Modelo 207N. A leitura do porcentual (%) de sedimentacao foi

feita com o auxilio de uma escala padronizada.
4.4.3. Concentracao de Hemoglobina ([Hb])

A concentracdo de hemoglobina ([Hb]) foi determinada segundo o método descrito
por Kampen & Zijlstra (1964). Para tanto, 15uL de sangue foram diluidos em 3mL de
reagente Drabkin (KCN 0,5g; KH,PO, 1,4g; K;[Fe(CN)s] 2,0g; agua destilada qg.s.p. 1L).
ApGs agitacdo, a absorbancia das amostras foi determinada em um comprimento de onda
de 540nm em um espectrofotbmetro modelo Spectronic Genesis-2. Os valores da
concentracdo de hemoglobina foram expressos em g/dL e obtidos a partir da férmula:

[Hb] = As4 x 0,146 x 201
onde:
As4o = valor da leitura na absorbancia de 540nm
0, 146 = fator de correcao
201 = fator de diluicdo das amostras
4.4.4. Contagem do numero de eritrécitos (RBC)

Os valores eritrocitarios foram determinados por meio da diluicdo das amostras de
sangue em solugao de formol citrato (3,8g de citrato de sédio; 2,0mL de formol 40% e agua
destilada g.s.p. 100mL), na proporcao 1:200, e contados em camara de Neubauer através
de um microscopio optico Motic Profissional, sob lente de ampliacao de 40x. O namero total
de eritrocitos foi expresso em milhdes de células por milimetro cubico de sangue
(x10%/mm®), calculado por meio da seguinte equacéo:
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RBC= n? de células x Ax D

Onde: A = correcao para a area analisada da camara de Neubauer = 50;
D = fator de diluicdo

4.4.5. Determinacao das constantes corpusculares

As constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
determinadas a partir dos valores correspondentes ao numero de eritrécitos circulantes,
hematocrito e concentragdo de hemoglobina, de acordo com as seguintes férmulas
estabelecidas por Brow (1976):

e VCM (um®) = Ht x 10/RBC
e HCM (pg) = [Hb] x 10/RBC
e CHCM (% )= [Hb]/Ht x 100

4.4.6. Glicose

As concentracdes de glicose foram determinadas através de um medidor eletrdnico
de glicose sanguinea, Accu-Chek Advantage Il. Para isso, aproximadamente 10uL de
sangue total foram colocados nas fitas de leitura do aparelho que, por meio de uma anélise
eletroquimica da amostra, apresenta a concentracao de glicose em g/dL.

4.5. Analises Enzimaticas
4.5.1. Preparo dos tecidos

Para a analise das atividades enzimaticas, as amostras de musculo branco, coracao,
figado e cérebro foram homogeneizadas em solugdo tampao e posterior adicdo do
respectivo substrato enzimatico para o inicio da reacao e detecgéo da atividade.

Os tecidos foram homogeneizados em triturador automatico (Tissue Tearos, mod.
985370) em gelo e centrifugados durante 15 minutos a 13000 x g/4°C em centrifuga Sorvall
RC5B para a remogao do material particulado. Os ensaios foram realizados utilizando-se a
porcao sobrenadante (extrato) a 25°C. As diluigbes foram ajustadas a cada tecido.

4.5.2. Quantificacdo das amostras

A determinagdo das atividades enzimaticas foi feita em um espectrofotdbmetro
Spectronic Genesys 2, utilizando as técnicas revistas por Driedzic & Almeida-Val (1996). As
reacOes foram realizadas em cubetas de quartzo de 1000 uL, sendo 890 uL de solucao
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tampao (descritos a seguir), 10 pL do extrato e 100 uL de substrato (descritos a seguir). Os
protocolos das reacdes enzimaticas sdo os seguintes:

e LDH (E.C 1.1.1.27) - Solugdo tamp&o: 0,15mM de NADH, 1mM de KCN e 50mM de
imidazol, pH 7,4 a 25°C. Substrato: 1mM de piruvato foi adicionado para o inicio da
reacao. Leitura: comprimento de onda de 340nm.

e MDH (E.C. 1.1.1.37) — Solucdo tampao: 0,15mM de NADH, 50mM de imidazol, pH
7,4 a 25°C. Substrato 0,5mM de acido oxalacético. Leitura: 340nm.

e CS (E.C. 4.1.3.7) — Solugao tampao: 0,4mM de Acetil CoA, 0,25mM de DTNB (acido
dithio-bis-2-nitrobenzoico) e 75mM de TRIS (tris hidroximetil aminometano), pH 8,0 a
25°C. Substrato: 0,5mM de &cido oxalacético. Leitura: 412nm

O célculo para a determinagao da atividade das enzimas nos tecidos foi realizado de

acordo com a seguinte equacao:

pmoles de substrato.g™ tecido. min™ = fd (amostra) x fd (cubeta) x AOD/min
€

Onde:

fd = fator de diluigdo
AOD/min = variagao na densidade 6ética por minuto

€ = coeficiente de extincdo molar (6,22 para MDH e LDH e 13,6 para CS)
4.6. Expressao dos Genes HIF-1a e VEGF
4.6.1. Confecgao dos Oligonucleotideos Inespecificos

Foi realizada inicialmente uma busca de sequéncias nucleotidicas de cDNA, dos
genes HIF-1a, VEGF e 18S, dentre as espécies peixes da ordem Perciformes depositadas
no banco de dados on-line do NCBI (http://www.ncbi.nIm.nih.gov), por meio da ferramenta

Nucleotide. Apdés o alinhamento das sequéncias no programa ClustalW, disponivel no
Software BioEdit Sequence Alignment Editor versdao 7.0.5.3. (Hall, 2001), os
oligonucleotideos foram desenhados utilizando-se o Software Oligo Explorer 1.2. (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos inespecificos utilizados na reacédo de
PCR.

Gene Sequiéncia dos oligonucleotideos Tamanho do produto
forward e reverse (5’- 3) (pb)’
HIF-1a (F) TCAYGCTCWGGACTCAGACC 548

(R) KATCAGGGCWGCTYAAGTCC

VEGF (F) GTGGAGCACATCTTYATCCC 364
(R) TGCAGGTCCMRTCGTTGAGC*

18S (F) GGAATGAGTACACTTTAAATCC 200

(R) GGGGCGCCGAGAGGCAGGGGC

" pares de bases. Y=T ou C; W=T ou A; K= T ou G; M= Aou C; R= A ou G.
4.6.2. Extragdo de RNA total

O RNA total de figado dos exemplares dos trés grupos experimentais foi extraido
com o uso do TRIzol® Reagent (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante.
Para a homogeneizacao dos tecidos, cerca de 50-100 mg de tecido foram macerados
manualmente em microtubos de 1,5mL contendo 1 mL de TRIzol® Reagent e, entao,
incubados a 15-30°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 uL de cloroférmio a
cada amostra e estas misturadas vigorosamente manualmente por 15 segundos, incubadas
por 3 minutos a 15-30°C e, depois, centrifugadas por 12000 x g durante quinze minutos a 2-
8°C para a separagao das fases. A fase sobrenadante transparente resultante foi transferida
para um novo microtubo, onde foi adicionado 500 pL de alcool isopropilico e as amostras
incubadas por dez minutos a 15-30°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por
dez minutos a 12000 x g e a 2-8°C para a precipitagdo do RNA. O sobrenadante foi
cuidadosamente removido e o pellet de RNA resultante lavado adicionando-se 1 mL de
etanol 75%, agitando-se os tubos manualmente e centrifugado-os a 7500 x g por cinco
minutos a 2-8°C. Ao final deste processo, foi removido todo o excesso de etanol e 0 RNA
ressuspendido em 50 yL de agua tratada com Dietil-pirocarbonato (DEPC 0,1% [v/v]) para
completa eliminagcao das RNAses e estocado em -80°C.

A integridade do RNA foi verificada por meio de corrida eletroforética em gel de
agarose MOPS/EDTA 1% (m/v) desnaturante, durante 40 minutos/ 80V, em tampéao
MOPS/EDTA 1X, com as amostras desnaturadas por aquecimento a 60°C durante 15
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minutos e marcadas com brometo de etidio. A vizualizagdo do gel foi feita em
transiluminador de luz ultravioleta (UV). A concentracédo e a pureza das amostras de RNA
total foram verificadas por espectrofotometria por meio do NanoDrop® Espectrophotometer
2000 (Thermo Scientific).

4.6.3. Tratamento com DNAse

Visando eliminar contaminagdées das amostras de RNA com DNA gendmico, as
mesmas foram tratadas com Turbo™ DNAse. Para tanto, utilizamos 8 pL do RNA extraido, 1
ML do tampéo da DNAse do kit, 1 yL de DNAse | (1U/uL) e incubamos a mistura por 37°C
durante 15 minutos e posteriormente 75°C durante 10 minutos. Posteriormente as amostras
foram quantificadas como descrito acima e estocadas em freezer -80°C.

4.6.4. Sintese de DNA complementar (cCDNA)

A sintese de cDNA foi realizada por tratamento enzimatico com transcriptase reversa
(MMLV Reverse Transcriptase) (200 U/uL, USB). Para tanto, foram misturados em um
microtubo de 1,5 mL aproximadamente 25 ug de RNA, 1,0 uL de oligonucleotideo dT(18) (1
Mg), 1,0 uL de dNTP mix (10 mM), tampao 5X MMLV e agua deionizada (g.s.p.) para um
volume final de 50 mL. Posteriormente o tubo foi incubado a 37°C por 1 hora para a
converséo e 70°C por 10 minutos para inativagdo da enzima. A confirmagao da sintese de
cDNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), com tampao TAE 1X,
marcado com brometo de etidio e visualizado em transluminador de luz UV. A quantificacéo
das amostras foi realizada por meio do NanoDrop® Espectrophotometer 2000c (Thermo
Scientific).

4.6.5. Amplificagao por Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificagdo das sequéncias dos genes HIF-1a, VEGF e 18S das amostras
de cDNA de figado, foram utilizados 50ng de cDNA numa solugéo contendo 12,5uL de PCR
Master Mix® (2x) (Fermentas), primer forward (10 pmol/uL), 1uL primer reverse (10
pmol/uL), adicionando agua para um volume final de 25uL.

Com o auxilio de um termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems), as amostras foram submetidas as temperaturas de 94°C por 30 segundos, 30
ciclos de 94°C por 20 segundos, 45 segundos a temperatura de anelamento especifica de
cada par de primer, 72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 5 minutos. A
confirmacao dos produtos da amplificacao foi realizada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v), em tampao TAE 1X, marcado com brometo de etidio e visualizado em
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transluminador de luz UV. Para a confirmacado dos tamanhos dos fragmentos amplificados,
foi adicionado ao gel um marcador de peso molecular conhecido.

4.6.6. Purificacdo dos produtos da PCR

Visando remover possiveis compostos que pudessem atrapalhar na reagdo de
sequenciamento, oriundos da reacdo de PCR ou mesmo do gel de visualizagdo da
amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega). No caso do gel, apés a eletroforese as bandas
amplificadas foram recortadas e colocadas em microtubos de 1,5 mL, adicionados 10 pL de
Membrane Binding Solution por mg de gel, agitados vigorosamente e incubados a 65°C até
que a solugéo se dissolvesse completamente. No caso do produto de PCR, adicionou-se
igual volume de Membrane Binding Solution & solugao resultante da PCR. Posteriormente, a
solugao foi transferida a uma minicoluna e esta colocada em um tubo coletor e centrifugados
a 16000 g por 1 minuto. O material agora ligado a membrana da minicoluna foi lavado com
700 pyL de Membrane Wash Solution e os tubos centrifugados a 16000 x g por 1 minuto. A
solucdo presente no tubo coletor foi entdo descartada. Uma nova lavagem foi realizada com
500 uL de Membrane Wash Solution e os tubos coletores centrifugados a 16000 x g por 5
minutos. Finalmente, o material ligado a membrana foi eluido transferindo-se a minicoluna
para um microtubo de 1,5 mL, adicionados 30 uL de agua livre de nuclease e centrifugados
a 16000 x g por 1 minuto. O material resultante da purificagdo foi estocado em freezer -20°C

até futuras analises.
4.6.7. Reagdo de Sequenciamento

A reacgao de sequenciamento foi realizada usando-se os procedimentos descritos no
protocolo do Kit ABI PRISM® Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems). Para tal, a reagdo contou com a adi¢ao de 1 pL de Big Dye V3.1, 1,5
ML de tampéo big dye 2X, 3 pL de DNA (aproximadamente 100 ng) e 1 pyL do primer forward
ou reverso (10 pmol/uL) respectivo ao gene de interesse, em placa de 96 pogos, com as
seguintes temperaturas: 96 °C por 2 minutos e 39 ciclos de 96 °C por 30 segundos, 50°C por
20 segundos e 60°C por 4 minutos. Em seguida, foi realizada a precipitacdo adicionando-se
40 uL de isopropanol 65% (v/v) a temperatura ambiente, deixando 15 minutos ao abrigo da
luz. Centrifugou-se a solugao durante 30 minutos a 3000 x g a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi descartado. Em cada pogo foram adicionados 200 uL de etanol 60% (v/v) a
temperatura ambiente, seguido de 5 minutos de centrifugagédo a 3000 x g. O sobrenadante
foi descartado e as amostras secas por 30 minutos a 37°C, protegidas da luz. As amostras
foram ressuspendidas em 10 pL de formamida HiDi (Applied Biosystems), aquecidas a 95°C
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por 5 minutos e levadas ao gelo por mais 2 minutos. As amostras de DNA foram
sequenciadas com auxilio do sequenciador automatico de quatro capilares ABI 3130
Sequence Analizer (Applied Biosystems) localizado no Laboratério de Ecofisiologia e
Evolucao Molecular (LEEM) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia.

4.6.8. Andlise das Sequéncias

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto aos parametros de qualidade dos
eletroferogramas através do software ABI 3130 Sequence Analizer (Applied Biosystems). Os
contigs gerados foram validados por meio da ferramenta BLASTn, para deteccado de
homologia nucleotidica com o genoma das demais espécies depositadas do NCBI
(http://www.ncbi.nIim.nih.gov), e BLASTp, para detecgdo de homologia com sequéncias de

aminoacidos e auxilio na caracterizagdo de sua fungao protéica. A partir da validacao, as
sequéncias puderam ser utilizadas para a confeccao dos primers especificos necessarios as
andlises por gRT-PCR.

4.6.9. Confeccao dos oligonucleotideos especificos para qRT-PCR

Para a montagem dos oligonucleotideos dos genes HIF-1a, VEGF e 18S especificos
para a espécie A. ocellatus utilizados na técnica de RT-PCR Quantitativo (QRT-PCR), foram
utilizadas as sequéncias obtidas no processo de sequenciamento. Para tal, as sequéncias
foram alinhadas no programa ClustalW, disponivel no Software BioEdit Sequence Alignment
Editor verséo 7.0.5.3 e os oligonucleotideos desenhados através do Software Oligo Explorer
1.2. As sequéncias dos oligonucleotideos destinados as andlises de qRT-PCR sao
mostradas na tabela 2.

Tabela 2. Seqliéncia dos oligonucleotideos utilizados na reagéo de qRT-PCR.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos Tamanho do produto
forward e reverse (5’- 3°) (pb)
HIF-1a (F) CTCTGGACACCAAGACCTTTCTC 110

(R) TCGTCACAATACGTGAACTTCATG

VEGF (F) GCTCTGAGAGGAGAAAGCGTTT 76
(R) GTATTCGTCCGTGTGTTTGCA

18S (F) AACGATGCCAACTAGCGATC 82

(R) CGGAACCCAAAGACTTTGGT
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4.6.10. Real Time RT-PCR (Transcricdo Reversa seguida por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real)

As reacoes de gRT-PCR foram realizadas no aparelho ABI Prism 7300 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). As reagdes foram desenvolvidas utilizando-se 5 pL
de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,5 uyL do primer forward
(1pmol/uL) e 0,5 pL do primer reverse (1 pmol/uL) e 100 ng de cDNA. As condi¢des de
reacao foram: um passo inicial de 95°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 60 segundos. As reagdes foram realizadas em ftriplicata para a
deteccéao de possiveis erros. Controles negativos também foram realizados para a detecgéao
de possiveis contaminagdes. O gene 18S foi utilizado como o controle enddégeno das

analises, utilizados para a normalizagdo das reacoes.
4.6.11. Eficiéncia de amplificacao

A eficiéncia de amplificagdo de cada gene foi calculada por meio de uma curva de
diluicdo em série dos produtos da PCR obtidos a partir de amostras de figado dos
exemplares experimentais. A partir dos dados obtidos foi produzido um gréfico do ciclo de
inicio da deteccao do produto amplificado (Ct) versus o logi, do nimero relativo de copias
da diluicao em série. Foi realizada uma regressao linear para determinacao do coeficiente
angular da reta (S), o qual foi utilizado para determinar a eficiéncia de amplificacdo usando a
formula desenvolvida por Pfaffl (2001):

Eficiéncia (E) = 109
4.6.12. Quantificacao relativa da expressao génica

Para a deteccao da diferenca nos niveis de expressao dos genes HIF e VEGF entre
as diferentes condigbes experimentais (normédxia, hipdxia e recuperagdo), optou-se pelo
método de quantificacao relativa (Pfaffl, 2001). Este método é uma modificagdo do método
Ct comparativo (AACt) baseado na quantificacdo do gene de interesse em relacdo a um
gene constitutivo denominado gene de referéncia (18S) e a eficiéncia na transcrigao reversa.

A razdo de expressao relativa € baseada na eficiéncia de amplificacdo e na variagcao
do Ct do grupo controle ou calibrador e os outros grupos de interesse em relagdo ao gene
constitutivo denominado gene de referéncia. A equacao abaixo ilustra o método de
quantificacao relativa:
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= ACt gene alvo (calibrador - amostra
Razdo= (Egene alvo) d (

(E ordnci )ACt gene referéncia (calibrador - amostra)
gene referéncia

Onde:
Egene avo = Eficiéncia de amplificagéo do gene alvo
Egene referencia = Eficiéncia de amplificagio do gene de referéncia

Ct= Ciclo de inicio da detecgao do produto amplificado

4.7. Analises estatisticas

Todos os resultados foram analisados e apresentados sob a forma de média + erro-
padrdo da média (SEM). A significancia das diferencas foi analisada estatisticamente por
meio da Analise de Variancia — critério unico (ANOVA one way), seguidos do teste de
comparacdo multipla de Tukey. O nivel de significancia foi mantido a 0,05 em todos os
testes (Zar, 1984).
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5. Resultados
5.1. Mortalidade

Ao longo do periodo experimental (aclimatagdo, normoéxia, hipoxia e recuperacao da

hipéxia) ndo houve mortalidade em nenhuma das réplicas experimentais.
5.2. Parametros Fisico-Quimicos da Agua

A tabela 3 abaixo apresenta os parametros fisicos-quimicos da dgua observados nos
diferentes tratamentos. Os valores encontrados demonstram o controle eficiente das
concentracdes de oxigénio nos tanques experimentais, bem como valores satisfatorios dos
demais parametros de modo a nao provocarem alteragdes bioldgicas significativas nos
individuos dos diferentes tratamentos.

Tabela 3. Pardmetros fisicos e quimicos da agua nas condigbes experimentais.

Tratamentos Oxigénio Temperatura Ambdnia pH
(mg/L) (°C) (mg/L)
Normoxia 6,71+0,060 26,30+0,02 0,78+0,02 6,84+0,01
Hipoxia 0,50+0,003 27,20+0,10 0,86+0,03 6,92+0,03
Recuperacao 7,28+0,030 27,26+0,04 1,00+0,07 7,38+0,04

5.3. Parametros Hematolégicos

Os valores de hematdécrito (Ht) representados na figura 3 demonstram um aumento
significativo deste parametro apdés o periodo de exposicdo a hipdxia, seguido de uma
reducao parcial apds 3 horas de recuperacgao.
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Figura 3. Valores de hematocrito de exemplares de A.ocellatus expostos a normdxia, hipoxia e recuperagao a

hipoxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. #° b
significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).

indicam diferenca estatistica

Por sua vez, a concentracao de hemoglobina [Hb] e o numero de eritrdcitos circulantes

aumentaram significativamente durante a hipoxia e retornaram a seus valores normais ap6s

o periodo de recuperagao (Figuras 4 e 5, respectivamente).
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Figura 4. Concentracdo de hemoglobina em exemplares de A.ocellatus expostos a normoxia, hipoxia e

recuperacado a hipdxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média.

diferenga estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).
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recuperacdo a hipoxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. ¢ ¢ b indicam
diferenca estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).

As constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
estdo apresentados na figura 6, respectivamente. Apesar dos valores de HCM nao terem
variado nos diferentes tratamentos, os valores de VCM e CHCM apresentaram uma
variacao significativa em condi¢des hipoxicas quando comparados com as condi¢des de

normoxia e a recuperacao da hipodxia.
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Os valores de concentracdo de glicose sanguinea (figura 7) revelam um aumento
significativo da concentragcdo deste metabdlito nos individuos expostos a hipdxia, seguido de

uma reducao durante a recuperacado em diregdo aos valores de normaoxia.
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Figura 7. Niveis de glicose sanguinea em exemplares de A. ocellatus em condi¢gdes de normoéxia, hipoxia e
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recuperagado da hipdxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. indicam

diferenca estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).
5.4. Analises enzimaticas
5.4.1. Atividade da malato desidrogenase (MDH)

A hipoxia provocou uma redugao significativa na atividade da MDH no figado,
seguida de um aumento apds o periodo de recuperacao (figura 8).
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Similarmente, no coragdo a hipdxia provocou uma reducao significativa na
atividade da MDH, porém apenas um aumento parcial apés o periodo de recuperagcao

(Figura 9), ndo retornando completamente aos valores apresentados no periodo de

normoxia.
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Figura 9. Atividade da MDH no coragdo de exemplares de A. ocellatus em condigdes de normoxia, hipdxia e
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recuperagao da hipoxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. indicam

diferenca estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).

No mdsculo e no cérebro, por sua vez, a hipdxia ndo provocou alteracdes
significativas na atividade da MDH, que se manteve estavel também no periodo de
recuperacgao (figura 10 e 11, respectivamente).
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Figura 11. Atividade da MDH no cérebro de exemplares de A. ocellatus em condigdes de norméxia, hipdxia e
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de diferencga estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).



5.4.2. Atividade da cintrato sintase (CS)
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Assim como no caso da MDH, a hipdxia provocou uma redugado significativa na

atividade da enzima oxidativa CS no figado, seguida de um retorno aos valores basais da

normoxia (Figura 12) apds a recuperagdo. O mesmo perfil pdde ser observado no cérebro

(Figura 13).
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Figura 12. Atividade da CS no figado de exemplares de A. ocellatus em condi¢gdes de normoéxia, hipoxia e

recuperagao da hipdxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média.

diferenga estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).
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Por outro lado, a hipéxia ndo afetou significativamente a atividade da CS no musculo,
se mantendo também estavel apds a recuperagéo (Figura 14).
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Figura 14. Atividade da CS no musculo de exemplares de A. ocellatus em condi¢cdes de normdxia, hipdxia e
recuperagao da hipoxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. ? indica auséncia

de diferencga estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).

5.4.3. Atividade da lactato desidrogenase (LDH)

A hipbxia causou uma reducado significativa na atividade da LDH no cérebro,
permanecendo reduzida apos o periodo de recuperagéao (Figura 15).
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recuperagado da hipoxia. Os valores estdo apresentados como média + erro padrdo da média. indicam

diferenga estatistica significativa dos diferentes tratamentos entre si (p> 0,05).
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5.5. Expressao dos genes HIF-1a e VEGF
5.5.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total extraido das amostras de figado dos individuos das condicées de
normoxia, hipdxia e recuperacado estao ilustrados na figura 16A. A eletroforese em gel de
agarose 1% permitiu verificar a integridade do RNA total, avaliada pelas bandas estruturais
do RNA ribossémico (28S, 18S e 5,8S). A pureza do RNA foi verificada no Nano Drop® com
indices entre 1,8-1,9. A integridade do cDNA utilizado na reacao de PCR em Tempo Real

pode ser observada na figura 16B.

Figura 16. Eletroforese em géis de agarose 1% contendo o RNA total (A) e o cDNA (B) de amostras de figado
de Astronotus ocellatus nas condicées de norméxia, (N), hipdxia (H) e recuperagéo (R).

5.5.2. Amplificagao e temperatura de anelamento dos oligonucleotideos

A confirmacdo da amplificacdo dos produtos desejados pelos diferentes pares de
primers (18S, HIF-1a e VEGF), bem como a determinagdo de uma temperatura adequada a
ser utilizada na PCR em Tempo Real, foi realizada por PCR convencional e visualizada em
gel de agarose 1% (Figura 17). A temperatura escolhida foi a de 60°C para todos os primers.

60°C 58°C 56°C 60°C 58°C 56°C 60°C 58°C 56°C
M 1Kb | M 1Kb

Figura 17. Eletroforeses em gel de agarose 1% contendo o produto das amplificagées dos oligonucleotideos
especificos dos genes 18S, HIF-1a e VEGF em diferentes temperaturas. M 1kb= marcador de peso molecular de

1 kilobases.
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5.5.3. Especificidade dos Oligonucleotideos

A especificidade de amplificacdo para cada amplicom foi confirmada pela realizagéo
da curva de desnaturacao “Melting Curve” para cada amplificagdo realizada por qRT-PCR
(Figura 17). Desse modo, para que a amplificacdo seja especifica, um pico deve ser
observado no grafico gerado pela curva de desnaturagdo, como observado na Figura 17. O
programa de andlise do termociclador converte o sinal emitido para valores positivos,

permitindo a melhor visualizacdo dos dados na forma de gréfico.
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Figura 18. Curva de desnaturagdo para os genes 18S (A), HIF-1a (B) e VEGF (C). No eixo Y esta representada
a fluorescéncia emitida durante o aumento da temperatura e no eixo X a variacao de temperatura. Cada linha da
curva representa uma amostra submetida a gqRT-PCR.

5.5.4. Eficiéncia da Amplificagao

Os valores de (E) obtidos para cada gene foram utilizados para o calculo da
expressao relativa e podem ser visualizados na tabela 4. As andlises de regressao da curva
padrao, obtida a partir de uma diluicdo seriada das amostras, revelaram valores acima de
0,95 para R? demonstrando a existéncia de uma relagéo linear entre a quantidade de
amostra utilizada e os valores de Ct (Figura 19).
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Tabela 4. Valores obtidos a partir da analise de regressao linear, para célculo da

eficiéncia de amplificacdo (E). S: Coeficiente angular da reta; /?: coeficiente de
correlacao de Pearson r> 0,95.
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Figura 19. Curva padréo e de diluigéo, respectivamente, para 18S (A e B), HIF-1a (Ce D) e VEGF (E e F).
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5.5.5. Quantificacao Relativa da Expressdo Génica

Os dados de CTs obtidos a partir dos ensaios da PCR em Tempo Real para
quantificagcdo dos genes precursores do HIF-1a e VEGF foram utilizados para o célculo da
expressao relativa (Pfaffl, 2001).

Como pode ser observado nas figuras 20 e 21, a hipdxia induziu ao aumento
significativo nas taxas de transcricdo do HIF-1a e do VEGF no figado, em relacdo a
normoxia. No periodo de recupera¢do houve uma normalizagdo no numero de transcritos de

HIF-1a, porém as taxas de transcricdo do VEGF permaneceram aumentadas.
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Figura 20: Razao de expressdo do HIF-1a no figado de Astronotus ocellatus em condigbes de hipdxia, normédxia
e recuperagao, normalizado por um gene enddgeno (18S). Os valores estdao apresentados como média + erro
padréo.
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Figura 21: Razao de expressédo do VEGF no figado de Astronotus ocellatus em condi¢des de hipdxia, normoéxia e
recuperagéo, normalizado por um gene enddgeno (18S). Os valores estdo apresentados como média + erro
padréo.
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6. Discussao

A adaptacdo dos organismos as mudangas ambientais de curto ou longo prazo é
uma das premissas basicas no conceito de evolugdo das espécies (Hochachka & Somero,
2002). Estas adaptagdes envolvem modificacdes genéticas que resultardo em ajustes
metabdlicos ou fisiolégicos a mudancas de curto prazo, ou mudangas nos niveis de
espécies e populacbes (Almeida-Val & Val, 1999). Segundo Val (2000), a baixa
disponibilidade de oxigénio na agua é um dos fatores ambientais mais estressantes aos
peixes, requerendo ajustes em todos os niveis da organizagdo biolégica. No presente
trabalho foi possivel observar algumas das estratégias adotadas pela espécie Astronotus
ocellatus que possibilitaram sua adaptagéo a hipéxia.

6.1. Parametros Hematolégicos

Os peixes apresentam inumeras estratégias de captacdo do oxigénio do ambiente
para lidar com problemas relacionados a suas oscilagbes (Chapman & Mackenzie, 2009).
Muitos compostos sanguineos participam desta primeira etapa do processo respiratorio, que
consiste na tomada de oxigénio do meio e seu transporte aos tecidos (Val et al., 1985). Por
isso, muitos destes parametros tém sido utilizados em estudos relacionados a estresses
ambientais, como a hipdxia (Chippari-Gomes et al., 2005; Baldisseroto et al., 2006).

Neste trabalho, o aumento significativo do hematécrito (Ht) e da concentragéo de
hemoglobina ([Hb]) no sangue dos organismos em hipéxia (Figuras 3 e 4, respectivamente),
demonstra favorecimento do transporte de oxigénio aos tecidos. Esta resposta é
possivelmente uma pré-adaptacdo do animal a um possivel periodo prolongado de hipéxia
(Val et al., 2000). Consequentemente, apds o periodo de recuperagédo, quando a oferta de
oxigénio foi retomada, os valores reduziram aos valores de normoOxia, mesmo que nao
completamente, como foi o caso do hematdécrito. Valores similares de hematécrito foram
observados por Muusze et al. (1998) ao submeterem individuos adultos de A. ocellatus,
oriundos de cativeiro, por 4h a 2% de saturagao de oxigénio. Além disso, a concentracao de
hemoglobina e a porcentagem do hematdcrito em normoxia, neste trabalho, sé&o
semelhantes as observadas por Muusze et al. (1998) para a mesma espécie. O mesmo
perfil destas medidas ja foi observado para outras espécies de peixes amazbnicos que
vivem em ambientes hipdxicos (Val, 2000), como Metynnis hypsauchen e Serrasalmus
eigenmanni (Baldisseroto et al., 2008), podendo-se constatar uma correlagéo negativa entre
estes dois parametros e os niveis de oxigénio para muitas espécies amazénicas (Val &
Almeida-Val, 1995).
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O aumento do numero de eritrocitos na circulagdo sanguinea nos individuos em
hipdxia neste trabalho (Figura 5) resulta possivelmente da contracéo esplénica causada pela
liberacdo de catecolaminas, induzindo, assim, o aumento no hematdcrito. Segundo
Fernandes et al. (1999), a liberacdo de eritrécitos do reservatério esplénico, bem como
ajustes nas concentragcbes i6nicas e de fosfatos organicos no eritrocitos, sao respostas
primarias a hipoxia. Apesar disto, segundo Val (2000) e Chapman et al. (2002), tais
alteracdes eritrocitarias, somadas ao aumento da frequéncia ventilatéria comum a espécie
A. ocellatus (Chippari-Gomes et al., 2005), sdo respostas adaptativas ou compensatérias
aos baixos niveis de oxigénio dissolvido, permitindo aos peixes transportar a maior
quantidade de oxigénio possivel. O aumento do numero de eritrécitos em condigées
hipdéxicas foi semelhantemente observado em A. ocellatus por Muusze et al. (1998). Além
disso, 0 aumento concomitante do numero de eritrocitos, do hematdcrito e da concentragéao
de hemoglobina ja foi também observado em adultos de tuvira Gymnotus carapo (Moraes et
al.,, 2002) e de bodd Hypostomus regani (Val et al., 1985) em condi¢des hipdxicas, bem
como em peixes vivendo em condigdes hipdxicas na regido pantanosa do Lago Vitéria, na
Africa Ocidental (Chapman et al., 2002).

As constantes corpusculares estdo diretamente relacionadas aos parametros
hematolégicos apresentados acima. Neste trabalho, o aumento no ndmero de eritrécitos
circulantes visando um maior carreamento de oxigénio aos tecidos em condi¢cbes hipoxicas
causou uma reducdo no tamanho médio dos eritrécitos, o que pdde ser observado com a
redugéo significativa do volume corpuscular médio (VCM) no grupo em hipoxia (Figura 6A),
facilitando assim o fluxo celular na corrente sanguinea. Por outro lado, o peso da
hemoglobina nos eritrocitos, medido pelo indice de hemoglobina corpuscular média (HCM),
nao foi alterado (Figura 6B), fazendo com que a concentragdo média de hemoglobinas
contidas nos eritrocitos (CHCM) aumentasse proporcionalmente, como foi observado entre
os individuos em hipdxia (Figura 6C).

Os resultados acima corroboram a importancia da hemoglobina em se associar com
os demais mecanismos celulares no processo de transporte de gases em condigcbes
limitantes de oxigénio. Respostas similares foram apresentadas pelo tambaqui Colossoma
macropomum (Affonso, 1999) e pelo bodd Lipossarcus pardalis (Val et al., 1990) em
condicdes de hipdxia experimental. Apesar disso, outras espécies amazoénicas costumam
aumentar a dimensao dos eritrocitos (VCM) no processo de ajuste a condi¢des hipdxicas,
como o pacu Metynnis hypsauchen e a piranha Serrasalmus eingenmanni (Baldisseroto et
al., 2008), ambos da familia Characidae.
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Os individuos expostos a hipéxia no presente trabalho apresentaram também um
aumento significativo da glicose sanguinea (Figura 7), revelando a importancia deste
metabdlito no suprimento energético em condi¢cées hipdxicas. Este aumento sugere a
ativacdo do metabolismo anaerdbico, ja que a glicose € o principal combustivel da glicdlise,
uma das principais vias energéticas na auséncia de oxigénio. Almeida-Val et al. (1995),
sugerem que a maioria das espécies de peixes da Amazobnia apresenta alteracao nos niveis
de glicose plasmatica quando submetida a algum nivel de deplecdo de oxigénio. Esta
resposta j& foi previamente observada em adultos de Astronotus ocellatus em condigbes
hipéxicas por Chippari-Gomes et al. (2005), que detectaram também uma reducdo nos
niveis de glicogénio no figado destes organismos (glicogendlise) e o aumento de lactato,
reforcando a hipotese de utilizacdo da glicdlise anaerébica. A mobilizagdo de glicose pode
ocorrer também em peixes amazdnicos de respiracao aérea facultativa quando expostos a

hipéxia, como no bodd Pterygoplichthys gibbiceps (Lopes, 2003).

Os valores de glicose apresentados no periodo de recuperagdo sugerem uma
moderada hiperglicemia em fungcdo da equivaléncia com os valores apresentados em
hipoxia. Esta hiperglicemia sugere uma gliconeogénese remanescente apds as primeiras
horas de retomada de oxigénio (recuperagao). Esta resposta da glicose foi observada por
Van Raaij et al. (1996) nas primeiras horas de recuperacao a hipdxia pela carpa comum
Cyprinus carpio, considerada também uma espécie bastante tolerante a hipédxia. Isso
possivelmente se deve ao fato de que, no periodo inicial de recuperacdo a hipdxia, o
consumo de oxigénio é elevado radicalmente e seguido por um periodo de “repouso” antes
qgue os niveis de glicose retornem ao normal (Heath & Pritchard, 1965). Este fenémeno foi
também observado em adultos de A. ocellatus por Lewis et al. (2007). Estes detectaram um
aumento de 270% no consumo de oxigénio na primeira hora de recuperacdo e apos trés
horas, mesmo com o consumo de oxigénio normalizado, os niveis dos metabdlitos

sanguineos, como o lactato, continuavam aumentados.

Com isso, podemos concluir que o periodo de 3 horas de hipdxia severa foi
substancial para que a espécie acumulasse um débito de oxigénio, demonstrando uma
eficiente recuperagao dos parametros hematolégicos no tempo fornecido de recuperagéo,
porém exigindo maior tempo na normalizagédo de metabdlitos como a glicose e, segundo
Lewis et al. (2007), o lactato. Por fim, pudemos corroborar a importancia da glicose
extracelular como combustivel metabdlico em condi¢des limitantes de oxigénio, ocorrendo
paralelamente a outras estratégias (utilizacdo dos estoques de glicogénio) e sendo
dependente de respostas respiratérias e da heranga filogenética das espécies (Almeida-Val
et al., 2006).
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6.2. Analises Enzimaticas

Como visto acima, muitos parametros hematoldgicos, como a glicose e os eritrécitos,
participam diretamente na primeira etapa do processo de trocas gasosas. Por outro lado,
metabdlitos como a glicose, participam da segunda etapa, relacionada ao desempenho
metabdlico na obtencéo de energia pelos tecidos (metabolismo aerdbico ou anaerdbico), de
acordo com a disponibilidade de oxigénio (Baldisseroto, 2009). Esta etapa exige também a
participagdo de muitas enzimas que, atuando como catalisadores das reagdes, aceleram os
processos envolvidos e sinalizam as rotas metabdlicas utilizadas pelos diferentes tecidos,
principalmente no sentido da supressao metabdlica e/ou a ativagéo da glicélise anaerébica
(Almeida-Val & Hochachka, 1995).

A MDH é uma enzima anfibdlica que atua no balango oxidoredutor da célula durante
0 metabolismo aerdbico, enquanto a CS faz parte do grupo das enzimas oxidativas, ambas
atuando no ciclo dos acidos tricarboxilicos (Ciclo de Krebs). A MDH atua como catalisadora
da reacgao reversivel de transformagado do malato a oxaloacetato, enquanto que a CS atua
como uma transferase controladora da primeira reagdo do Ciclo de Krebs. No presente
estudo, a hipoéxia induziu a reducao significativa destas duas enzimas no figado (Figuras 8 e
12, respectivamente), indicando a capacidade de supressdao metabdlica deste 6rgédo no
sentido de diminuir a demanda por oxigénio e otimizar sua utilizacdo em outros tecidos. A
reducdo da atividade da MDH no figado pode indicar ainda uma diminuicdo na sintese de
glicogénio, uma vez que esta enzima atua também na gliconeogénese e este € um
importante 6rgao gliconeogénico. Além disso, ha uma tendéncia em priorizar a glicolise
anaerobica neste periodo de maior exigéncia energética, como pdde ser observado com o
aumento da glicose neste tecido no presente trabalho (Hochachka & Somero, 2002;
Panepucci et al., 2000). A mesma légica se aplica a reducdo da MDH no coragdo dos
organismos em hipéxia (Figura 9), 6rgdo prioritario no recebimento de glicose nesta

condigao.

Lewis et al. (2007), observaram que trés horas de hipoxia severa reduzem
drasticamente o consumo de oxigénio e a sintese protéica (até 60%) no figado e no coragao
do Astronotus ocellatus, reforgando a idéia de supressao metabodlica. Observaram ainda que
os principais 6rgaos de sintese protéica, figado e branquias, retomam o consumo de
oxigénio e a sintese protéica aos valores de normoOxia apds trés horas de recuperacgao,
demonstrando eficiéncia destes 6rgaos nesta etapa. No presente trabalho, o retorno da
MDH no figado aos valores normais nas mesmas 3 horas de recuperacdo indica a
importancia deste 6rgdo na remontagem dos estoques de glicogénio (glicogénese) e
retomada da producdo protéica apds o estresse hipéxico. Em seu habitat natural, o
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Astronotus ocellatus vivencia flutuagdes didrias nos niveis de oxigénio dissolvido, de modo
que uma estratégia contra a deplecdo periddica deste gas seja, possivelmente, uma
eficiente estocagem de glicogénio e reorganizacao da maquinaria protéica. Por outro lado,
estes autores observaram que o consumo de oxigénio e as taxas de sintese protéica nao
haviam retornado completamente aos valores iniciais no coracdao apés 3 horas de
recuperacao. Este resultado parece ter relagdo com a atividade da MDH cardiaca entre os
individuos em recuperacdo no presente trabalho, visto que estes permaneceram apenas
moderadamente recuperados, indicando maior dependéncia destes 6rgaos nesta etapa.
Resultados similares foram encontrados por Wood et al. (2009), observando que adultos de
A. ocellatus, apés trés horas de hipdxia severa, apresentaram uma bradicardia (redug¢éao dos
batimentos cardiacos e aumento da forga de contragao), mantida durante as primeiras horas
de recuperagdo. Com isso, pode-se concluir que o coragdo, como 6rgao prioritario no
recebimento e distribuicdo de oxigénio, possui uma fungdo sistémica que resulta numa
recuperacao mais lenta, em relagédo ao figado, apds as trés primeiras horas de retomada do
oxigénio. Segundo Lewis et al (2007), o restabelecimento das taxas metabdlicas do
Astronotus ocellatus em 6rgaos como coragao e cérebro, nas primeiras horas de retomada
de oxigénio, pode ser atribuido a processos celulares associados ao aumento no consumo

de oxigénio nestes tecidos, anteriormente a assimilagéo protéica.

No presente estudo, o cérebro apresentou uma surpreendente redugao de 54% e
12% na atividade das enzimas CS e LDH, respectivamente, durante a hipéxia (Figuras 13 e
15, respectivamente). Estas respostas indicam uma preferéncia pela supressao metabdlica
em relacdo a ativacdo do metabolismo anaerdbico (atividade da LDH) em condicées
hipdxicas. Além disso, o retorno aos niveis de normoxia apresentado pela CS durante a
recuperacao revela a dependéncia do metabolismo oxidativo deste tecido nas primeiras
horas de reoxigenacao, evitando o metabolismo anaerébico (reduzida atividade da LDH
neste periodo). A redugédo na atividade da LDH cerebral em condigdes hipdxicas ja foi
observada na espécie amazénica Cichlasoma amazonarum sob exposicao cronica
(Almeida-Val et al., 1995).

As condigbes de hipdxia impostas neste trabalho ndo levaram a uma variagdo
significativa na atividade das enzimas oxidativas CS e MDH no musculo branco desta
espécie (Figuras 14 e 10, respectivamente). Apesar disto, a redugdo na atividade de
enzimas oxidativas musculares ja foi observada em adultos de Astronotus ocellatus durante
periodos de hipoxia severa (Chippari-Gomes et al., 2005). Segundo Almeida-Val et al.
(1999), o musculo esquelético € um tecido essencialmente anaerdbico que tende a suprimir

seu metabolismo oxidativo em condi¢des hipdxicas e manter a demanda energética através
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do metabolismo anaerébico, mesmo quando a via anaerdbica apresenta uma certa reducéo.
Este fenbmeno j& foi detectado em espécies amazbnicas como Astronotus ocellatus
(Chippari-Gomes et al., 2005), Cichlassoma amazonarum (Almeida-Val et al., 1995) e
Serrasalmus rhombeus (Ameida-Val et al., 1998), onde a atividade da LDH permaneceu
constante durante a hipoxia, e em Symphysodon aequifasciatus (Chippari-Gomes et al.,
2005), com uma redugao na atividade da enzima.

A plasticidade fenotipica da ictiofauna amazénica ja foi reverenciada por meio de
seus complexos sistemas isozimicos, que respondem variadamente em fungao dos habitos
e das caracteristicas naturais dos ambientes que estas espécies ocupam (Almeida-Val &
Farias, 1996; Almeida-Val et al, 1999). Além disso, muitas destas caracteristicas sao
estacionarias podendo ser utilizadas como marcadores filogenéticos (Whitt, 1987). A
espécie Astronotus ocellatus habita preferencialmente lagos e margens de rios amazdnicos
com caracteristicas |énticas, onde se alimentam e reproduzem, lidando com situagdes
hipéxicas mesmo durante o nascimento e crescimento da prole. A supressao metabdlica
generalizada em individuos adultos neste trabalho, por meio da reducdo de enzimas
oxidativas em diferentes tecidos e mesmo da LDH no cérebro, estad associada a uma
reducdo na atividade natatéria (Sloman et al., 2006), também detectada no presente
trabalho pela permanéncia dos individuos no fundo dos aquarios durante a exposicdo a
hipdxia. Esta estratégia soma-se a ativacao do metabolismo anaerébico (Almeida-Val et al.,
2000; Chippari-Gomes et al,. 2005) e reducdo na producdo de compostos nitrogenados
(excrecao) e fluxo ibnico (Wood et al,. 2007). Por outro lado, juvenis desta espécie
apresentam menor tolerancia a hipdxia, apresentando menor participacdo do metabolismo
anaerdbico e maior atividade natatéria na busca por esconderijos e ambientes melhor

oxigenados (Sloman et al., 2007).
6.3. Expressao dos Genes HIF-1a e VEGF

A capacidade dos organismos em sobreviver a mudangas ambientais depende
diretamente da magnitude da mudanga, do espago de tempo no qual a mudanga ocorre e da
constituicdo genética do mesmo, que sera alterada ao longo das geragdes por selecao das
variagdes que melhor se adéquam as novas condicdes ambientais. Consequentemente,
estressores ambientais tém sido um dos principais modificadores da organizagéao biol6gica
durante a evolugao dos organismos. No entanto, independente do suporte genético, sempre
havera um ajuste imediato, resultante de algum grau de plasticidade nesta organizagao
bioldgica, e que resultara na homeostase dos organismos (Almeida-Val et al., 1999).
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Segundo Lendahl et al. (2009), a manutengéo dos niveis de oxigénio e seu equilibrio
homeostatico sdo cruciais para as células. Neste sentido, a regulacdo da expressao de
genes sensiveis a hipéxia fornece informagdes sobre a quantidade de oxigénio a ser
convertido em respostas celulares apropriadas. Portanto, embora haja vias principais de
transcricao, a cascata de sinalizacdo pode ser modificada para permitir tanto a plasticidade
como a especificidade no desempenho deste processo, dependentes do contexto celular e
do grau de intensidade e duracao da hipéxia.

Muitos processos envolvidos na homeostase da célula sdo mediados pelo fator de
transcricao HIF (hypoxia-inducible factor), atuando na transcricdo de centenas de genes alvo
(revisto por Nikinma & Rees, 2005). Embora esta seja uma das vias principais de transcricdo
mais estudadas, ainda estamos distante de compreender sua atuagdo no genoma como um
todo, sobretudo em relagéo a organismos aquaticos, levando em consideragao seus habitats
naturais. No presente trabalho, o aumento da expressdo do HIF-1a nos organismos
expostos a hipdxia revela a relagcao desta subunidade protéica com respostas a este tipo de
estresse, ja que é constantemente produzida e degradada em condi¢gées normoxicas, mas
comprovadamente ativa em situagdes hipdxicas, corroborando o0s poucos trabalhos
realizados com peixes em tais condi¢des (Soitamo et al., 2001; Nikinmaa et al., 2004).

O aumento de aproximadamente trés vezes na taxa de transcricdo deste gene
(Figura 20), associado as demais respostas metabdlicas apresentadas neste estudo, sugere
que o balango homeostatico da espécie Astronotus ocellatus, em situacées de hipdxia
severa e aguda, depende diretamente da atuacao deste fator de transcricdo na expressao
de genes alvo no figado. Este importante 6rgdo hematopoiético e do metabolismo do
glicogénio, parece ter combinado a supressdo do metabolismo oxidativo com a utilizagdo da
energia de vias remanescentes (possivelmente o metabolismo anaerébico) para a ativacédo
de expressdo de genes relacionados a recomposicdo celular de compostos sanguineos
(presente trabalho) e reestruturagéo de sua maquinaria protéica (Lewis et al., 2007). Apesar
da escassez de trabalhos neste sentido, Nikinma & Rees (2005) sugerem que uma ampla
gama de tecidos expresse HIF-1a em diferentes condigées. Em truta-arco-iris Oncorhynchus
mykiss, 0 aumento da temperatura levou ao aumento na expressao deste gene no figado e
gbnadas (Soitamo et al., 2001), enquanto no salmao Salmo salar este aumento ocorreu em
células embriondrias durante seu desenvolvimento (Vuori et al., 2004). Além disso, em
mamiferos, 0 aumento da expressdao do HIF-1a e seus genes alvo durante a hipdxia
demonstra seu papel no nivel sistémico, na produgao de células sanguineas, na apoptose,
na produgdo de catecolaminas, no metabolismo de carboidratos e no aumento da
vascularizacao (Wenger, 2000; Semenza, 2004).
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Umas das estratégias adotadas pela espécie Astronotus ocellatus para suportar a
hipdxia no presente estudo foi a regulacdo da angiogénese (crescimento de novos vasos a
partir dos j& existentes) no figado. Esta estratégia ficou evidenciada pelo aumento
expressivo das taxas de transcricdo do gene VEGF (vascular endothelial growth factor)
neste trabalho; aproximadamente sete vezes maior que os niveis de normoxia (Figura 21).
Esta vascularizagdo esta associada a um aumento na area das superficies respiratérias
(aumentando a densidade vascular) e uma circulagdo mais efetiva (diminuicao na distancia
de difusdo dos gases), facilitando o consumo de oxigénio no 6rgao. Estudos elucidando a
expressao do VEGF em peixes séo extremamente raros e estdo voltados a caracterizagéo
deste gene num contexto filogenético (Lee et al., 2002; Gong et al., 2004), de modo que a
maioria dos trabalhos relacionando este gene a situagdes de hipdxia estdo concentrados na
area de saude humana. Neste sentido, muitos estudos tém mostrado que o VEGF é rapido e
reversivelmente induzido por baixas concentra¢cdes de oxigénio em diferentes tecidos
(Minchenko et a., 1994; Brogi et al., 1994). Os niveis de RNAm de VEGF sdo extremamente
altos em células tumorais justapostas a areas de necrose, regibes onde ha grande
ocorréncia de hipoxia e apoptose celular. Além disso, estudos mostram que o acumulo de
adenosinas, provenientes de situagdes hipoxicas, esta envolvido no processo de indugéao da
transcricédo do gene VEGF em condi¢des limitantes de oxigénio (Takagi et al., 1996).

As altas taxas de consumo de oxigénio e a normalizacdo da sintese protéica
observada no figado de Astronotus ocellatus (Lewis et al., 2007) nas primeiras horas de
recuperacdao, podem estar associados com os altos niveis de transcricdo do VEGF
encontrados no figado dos individuos em recuperagédo no presente estudo. Isso sugere que
uma importante estratégia para a recuperacdao da atividade deste 6rgdo seja um
enriquecimento vascular, assim como acontece em células cancerosas no processo de

propagacao do cancer.

O mecanismo de transcricdo do VEGF induzido por eventos de hipdxia parece ser
mediado, ao menos em parte, pelo posicionamento do HIF no sitio de ligagao especifico
localizado na regido promotora do VEGF, como anteriormente demonstrado em trabalhos
envolvendo a regulacdo da transcricao destes genes (revisto por Neufeld et al., 1999). O
aumento concomitante nas taxas de transcricdo do HIF-1a e do VEGF no presente trabalho
nao nos permite afirmar sobre a relagdo destes genes no processo transcricional durante a
hipoxia, porem nos fornece uma informagao importante no sentido da dependéncia de
ambos no auxilio a eventos de hipoxia em ciclideos que vivenciam situagdes de hipdxia na

regidao amazodnica.
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7. Conclusoes

% A supressdo metabdlica generalizada esta entre as principais estratégias
adotadas por adultos da espécie Astronotus ocellatus na tolerancia a hipoxia severa, se
associando ao metabolismo anaerdbico na manutencdo energética de vias prioritarias
remanescentes e retornando a depender do metabolismo oxidativo nas primeiras horas de

recuperacao.

R/

% Os diferentes tecidos do Astronotus ocellatus apresentam estratégias
integradas durante a hipéxia e a recuperagdo, sendo a rapida retomada dos tecidos
sanguineo, hepatico e cerebral de fundamental importancia nos periodos de recuperacao.

« A tolerancia do Astronotus ocellatus a situacoes de hipoxia esta relacionada
ao aumento da expressdo do gene HIF e seu papel na regulagdo da expressdo de seus
genes alvo, como o VEGF.

R/

« O aumento da vascularizacdo de tecidos como o figado, verificado pelo
aumento da transcricdo do VEGF, favorece a difusdo de oxigénio aos tecidos, conferindo
maior tolerdncia a espécie em condigdes de hipdxia e auxiliando na recuperagcdo mais

rapida.

% A integracao das respostas nos diferentes niveis da organizagao biol6gica
(comportamental, fisiol6gico, bioquimico e molecular) do A. ocellatus favorece sua tolerancia

a hipoxia e uma recuperagcao mais eficiente.
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