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Sinopse: 

A espécie Colossoma macropomum possui a capacidade de reduzir o conteúdo do fosfato eritrocitário GTP 

em situação de hipóxia; no entanto, o mecanismo responsável por esse fenômeno ainda permanece 

desconhecido. Neste estudo demonstramos uma correlação entre o aumento da expressão relativa de dois 

fatores eucarióticos de iniciação da tradução (eIFs) e a queda nos níveis intraeritrocitários do fosfato 

orgânico GTP. Aparentemente, um momento transitório de regulação positiva de inúmeros genes 

necessários a reestruturação metabólica direcionada à hipóxia acarreta em um acréscimo transitório na 

síntese de proteínas, fazendo com que as moléculas de GTP sejam consumidas na etapa de formação da 

maquinaria de tradução. 
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Resumo 

Eventos de hipóxia são comuns nos ecossistemas aquáticos da Amazônia. Como resultado, 

inúmeros ajustes adaptativos voltados a otimizar a captação de oxigênio são conhecidos nos 

peixes dessa região, que incluem, entre outros, aumento dos batimentos operculares, liberação 

de células sanguíneas na circulação, supressão metabólica e redução da concentração dos 

fosfatos orgânicos nos eritrócitos. O principal objetivo deste estudo foi desvendar como 

ocorre a regulação da concentração do trifosfato de guanosina ([GTP]) nas células vermelhas 

do tambaqui em hipóxia. O GTP diminui a eficiência no transporte de oxigênio porque atua 

como modulador negativo da afinidade da hemoglobina com O2. Dessa forma, a diminuição 

da [GTP] em hipóxia representa uma estratégia para melhorar a transferência de oxigênio para 

os tecidos. Um importante processo celular que pode estar envolvido com a queda na 

concentração de GTP nos eritrócitos é a síntese de proteínas, especificamente a etapa de 

tradução. Nesse ponto atua um elemento denominado eIF2α, o qual necessita de GTP para 

poder recrutar o RNAtMeti e dar continuidade à formação da maquinaria de tradução. Sendo 

assim, investigamos a expressão relativa de dois eIFs (eIF2α e eIF3A) por meio de PCR em 

tempo real e quantificamos o GTP nos eritrócitos de juvenis de tambaqui expostos à 

normóxia, quatro exposições à hipóxia (<1 mgO2/L) (30, 140, 200 e 260 min) e recuperação 

da hipóxia (240 e 480 min) em >6.0 mgO2/L. Nossos resultados mostraram claro aumento da 

expressão relativa dos dois genes analisados em praticamente todos os tempos de exposição à 

hipóxia; já que apenas no tempo 30 min o gene eIF2α não apresentou-se elevado em relação 

ao grupo controle. As concentrações de GTP sofreram forte redução até o grupo exposto a 

140 min de hipóxia, mantendo-se praticamente estável até 480 min de recuperação. Sendo 

assim, notamos que a queda na [GTP] ocorreu entre os tempos 30 min e 140 min de hipóxia. 

Confirmamos que os exemplares de Colossoma macropomum estavam em hipóxia por meio 

dos altos níveis de glicose e lactato plasmáticos quantificados nos animais submetidos a baixa 

disponibilidade de oxigênio na água. O incremento na expressão relativa dos eIFs ao mesmo 

tempo em que houve a brusca redução na concentração de GTP nos eritrócitos do tambaqui 

constitui evidência a favor da relação entre intensidade da síntese de proteínas e consumo de 

moléculas de GTP. No entanto, durante a hipóxia, ocorre uma séria supressão metabólica para 

estabelecer um equilíbrio entre a produção e o consumo de ATP, uma vez que a principal 

fonte geradora desse composto encontra-se comprometida. Isso resulta em uma diminuição 

global na síntese de proteínas. Por outro lado, inúmeros genes ligados aos mecanismos de 

resposta à hipóxia são regulados positivamente, aumentando seus transcritos na célula, os 

quais, para se tornarem produtos funcionais dependem de uma elevação da taxa de tradução, 

mesmo que apenas transitória. Esse fenômeno contribui para a reorganização metabólica, 

essencial para maior resistência dos organismos à hipóxia. 

 

Palavras-chave: hipóxia, oxigênio, fosfatos eritrocitários, GTP, eIF, tradução proteica. 
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Abstract 

Hypoxia events are common in the aquatic ecosystems of the Amazon. As a result, numerous 

adaptive adjustments to optimize oxygen uptake are known in the fish of this region, 

including, but not limited to, increased opercular beats, the release of circulating blood cells, 

metabolic suppression, and reduction of organic phosphate concentration in erythrocytes. This 

study aimed to find out how the regulation of the concentration of guanosine triphosphate 

([GTP]) occurs in the red cells of tambaqui exposed to hypoxia. GTP by acting as a negative 

modulator of the affinity of hemoglobin with O2 decreases oxygen uptake; thus, a reduction of 

[GTP] in hypoxia represents a strategy to improve the transfer of oxygen to tissues. An 

important cellular process that may be involved in the reduction of GTP levels in erythrocytes 

is the synthesis of proteins, specifically the translation stage. At this point there is an element 

designate eIF2α, which requires GTP to be able to recruit the RNAtMeti and continue the 

formation of the translation machinery. Thus, we investigated the relative expression of two 

eIFs (eIF2α and eIF3A) by real-time PCR and quantified the GTP in erythrocytes of tambaqui 

juveniles exposed to normoxia, four exposures to hypoxia (<1 mgO2/L) (30, 140, 200 e 260 

min) and recovery from hypoxia (240 e 480 min) in >6.0 mgO2/L. Our results showed an 

increase in the relative expression of the two genes analyzed at practically all times of 

exposure to hypoxia. eIF2α gene was not elevated relatively to the control group at 30 min 

only. The concentrations of GTP were sharply reduced until  the group exposed to 140 min of 

hypoxia, remaining practically stable until 480 min of recovery. In this way, we noticed that 

the decrease in the [GTP] occurred between the 30 and 140 min of hypoxia. We confirmed 

that Colossoma macropomum specimens were hypoxic by high plasma levels of glucose and 

lactate of animals subjected to low oxygen availability in water. The increase in the relative 

expression of the eIFs at the same time as a sharp reduction in the GTP concentration in the 

tambaqui erythrocytes a relationship between the intensity of the protein synthesis and the 

consumption of GTP molecules. However, during hypoxia, a severe metabolic suppression 

occurs to establish a balance between production and consumption of ATP, since the primary 

source of this compound is compromised. As a consequence an overall decrease in protein 

synthesis is observed. On the other hand, many genes linked to the mechanisms of hypoxia 

response are regulated positively, increasing their transcripts in the cell, which, to become 

functional products, depend on an elevation of the translation rate, even if only transient. This 

phenomenon contributes to the metabolic reorganization, essential for greater resistance of 

organisms to hypoxia. 

 

Key words: hypoxia, oxygen, red cell phosphates, GTP, eIF, protein translation. 
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1. Introdução 

 

Diferente do que acontece com a maioria dos animais terrestres, os peixes não 

dispõem de um suprimento constante de oxigênio devido às alterações sazonais e diurnas na 

sua disponibilidade, sendo esta uma característica comum em águas naturais (revisado por Val 

e Almeida-Val 1995; Hochachka e Somero 2002). Diaz e Rosenberg (1995) definem como 

hipóxia a condição observada em ambientes aquáticos nos quais a concentração de oxigênio 

dissolvido é menor que 2.8 mgO2/L. Para sobreviver às baixas concentrações de oxigênio, os 

peixes da Amazônia têm desenvolvido múltiplas respostas adaptativas como respiração aérea 

obrigatória ou facultativa (Johansen e Lenfant 1967; Johansen et al. 1978; Randall et al. 1978; 

Saint-Paul 1984; Randall 1990; Brauner et al. 1995), ajustes voltados à melhora na 

transferência de oxigênio para os tecidos, além de redução da taxa metabólica (Val e 

Almeida-Val 1995; Val 1996). 

As adaptações listadas acima são importantíssimas, uma vez que permitem ao 

organismo a reestruturação metabólica essencial para que uma dada espécie responda de 

modo eficiente durante eventos de hipóxia, pois quando o organismo é capaz de manter a 

captação de oxigênio em níveis que atendem suas demandas fisiológicas, mesmo sob 

condições críticas de disponibilidade, pode-se dizer que seu grau de tolerância à hipóxia é 

alto. Isso reflete, em parte, o quão bem adaptada uma espécie está frente às constantes 

variações na concentração de oxigênio dissolvido (Hughes 1973). Além das adaptações 

comportamentais, há outras igualmente importantes no nível molecular; essas incluem 

alterações na função da hemoglobina (Hb), a proteína responsável pela tomada e liberação de 

oxigênio nos vertebrados (Riggs 1979). 

Primeiro, é importante esclarecer quais características da própria proteína permitem 

que sua função possa sofrer regulação. A molécula de hemoglobina dos vertebrados tem duas 

partes: (1) a parte de globina, uma proteína composta por quatro cadeias de polipeptídeos 

altamente dobradas (duas subunidades α e duas subunidades β), e (2) quatro grupos não 

proteicos contendo ferro, conhecidos como grupos heme, cada um dos quais vinculados a um 

dos polipeptídeos (Weber e Wells 1989). Quando não está ligada ao O2, a Hb é conhecida 

como hemoglobina reduzida ou desoxihemoglobina; em contrapartida, quando combinada 

com O2, recebe a denominação de oxihemoglobina (Figura 1). A oxigenação envolve 

mudanças na conformação da Hb, conferindo dois estados conformacionais diferentes, 

designados como tenso (T) e relaxado (R) (Weber 1996). 
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Figura 1. (A) Representação esquemática da hemoglobina incluindo os grupos heme no 

interior de cada uma das cadeias alfa e beta. Em B temos a Hb no estado T (Tenso) e após ter 

seus quatro sítios de ligação heme associados ao oxigênio, provocando uma pequena rotação 

na estrutura do tetrâmero e assumindo o estado R (Relaxado). Fonte da imagem: Berg et al. 

2012. 

 

As adaptações ligadas à função da Hb são determinadas por diferenças na sua estrutura 

molecular que, por sua vez, tem influências na sensibilidade intrínseca com o O2 e no grau de 

interação com os moduladores alostéricos, como visto em hemoglobinas de diversas espécies 

de peixes (Val et al. 1985; Val et al. 1990; Val et al. 1992; Weber 1996; Val et al. 2015). 

Existe na estrutura da Hb um sítio de ligação regulatório ao qual se associam compostos 

químicos chamados de moduladores alostéricos (do grego allos = outro e stereos = 

sólido/forma). A interação desses elementos com o sítio específico afeta a atividade da 

proteína, a qual pode ser otimizada ou suprimida, dependendo do efeito causado pela ligação 

do modulador (Voet et al. 2002). O próprio oxigênio pode agir como modulador da função da 

Hb, pois uma vez ligada a primeira molécula de O2 a um dos grupos heme, a ancoragem das 

demais moléculas é facilitada cooperativamente; por outro lado, quando a Hb está com seus 

quatro sítios ligantes livres a ligação ao O2 é mais difícil (Riggs 1979; Perutz 1982; Weber 

1996). 

Em muitos animais, como mamíferos, aves, répteis e peixes, já foi registrada a 

ocorrência de uma importante classe de moduladores da afinidade Hb-O2: os fosfatos 

orgânicos eritrocitários (revisado por Val 2000). De modo geral, os nucleosídeos trifosfatos 

(NTPs) se ligam a resíduos de aminoácidos específicos na entrada da cavidade central entre as 

duas cadeias β da hemoglobina, diminuindo a afinidade com o oxigênio por meio da 

(B) 

Deoxihemoglobina Oxihemoglobina 
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estabilização do estado de baixa afinidade (estado T) da molécula de hemoglobina (Weber et 

al. 1976; revisado por Nikinmaa 1992). Nos peixes e em outros vertebrados ectotérmicos, o 

fosfato encontrado em maior frequência exercendo tal função nos eritrócitos é o ATP 

(trifosfato de adenosina), enquanto o pentafosfato inositol (IPP) e o 2,3 difosfoglicerato 

(DPG) são encontrados predominantemente em aves e mamíferos, respectivamente. O GTP 

(trifosfato de guanosina) é o fosfato encontrado em maior proporção e frequência nos 

eritrócitos de peixes amazônicos (Weber 1996; Val 2000; Val et al. 2015).  

O aumento da afinidade da Hb com o O2 está associada com a redução na 

concentração de fosfatos orgânicos nos eritrócitos, o que eleva diretamente a cooperatividade 

de ligação com o oxigênio por meio da diminuição da interação alostérica entre os 

moduladores e a Hb (Wood e Johansen 1973; Val et al. 1990). O GTP atua mais intensamente 

sobre a afinidade da Hb com o O2 do que o ATP, nas espécies de peixes nas quais ambos 

estão presentes como enguia, truta, carpa, tilápia, tambaqui e curimatã (Weber et al. 1975; 

Lykkeboe et al. 1975; Marcon e Val 1996; Val et al. 2015). Weber e Lykkeboe (1978) 

explicam que o ATP se complexa com cátions bivalentes e apresenta por isso forte inibição, o 

que resulta, aparentemente, num papel principal do GTP em espécies que apresentam 

adaptação à hipóxia e que possuem os dois moduladores. Além disso, é possível supor que o 

conteúdo de ATP é prioritariamente comprometido com a atividade metabólica como fonte 

energética nos eritrócitos dos peixes (Weber 2000). Outra alternativa proposta por Feuerlein e 

Weber (1994), visando explicar a regulação mais potente do GTP do que do ATP sobre a 

função da Hb, diz respeito à presença de uma ligação de hidrogênio a mais no GTP do que no 

ATP e, baseado nisso, os autores defendem que a modulação mais efetiva do GTP ocorre 

devido a maior possibilidade de formação de ligações de hidrogênio, conferindo, dessa forma, 

vantagem à molécula quando compete com o ATP pelo mesmo sítio de ligação (Weber et al. 

1976). 

Após a descoberta da forte interação entre os fosfatos orgânicos e a Hb, muitos 

estudos realizados com intuito de caracterizar e compreender os mecanismos de adaptação à 

hipóxia nos peixes incluíram a quantificação dos NTPs, tanto em espécies tropicais quanto 

naquelas de regiões temperadas (Monteiro et al. 1987; Val et al. 1990; Val et al. 1992; 

Alemeida-Val et al. 1993; Val et al. 1994). Na Amazônia, o tambaqui (Colossoma 

macropomum) tem servido como modelo para investigação das adaptações à hipóxia desde a 

década de 1980. Essa espécie de characiforme apresenta um amplo conjunto de adaptações 

aos diversos desafios impostos pelo ecossistema aquático da região. Entre os ajustes clássicos 

apresentados pelo tambaqui quando exposto à hipóxia severa está a realização da respiração 
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na superfície aquática, a qual é melhor executada nessa espécie por conta da projeção labial, 

que possibilita a captaçao da água superficial da coluna d’água mais rica em O2 para a região 

branquial. Além disso, essa espécie é capaz de aumentar a frequência dos batimentos 

operculares para garantir máxima eficiência na tomada de O2 durante os períodos de estresse  

(Sundin et al. 2000; Fagundes 2012). 

No tambaqui já foi comprovado o efeito da hipóxia sobre a concentração dos fosfatos 

orgânicos, com redução mais acentuada do GTP que de ATP (Val 1986; Marcon e Val 1996). 

Val et al. (1998) relatam que os níveis de fosfatos orgânicos nos eritrócitos foi mantido sob 

níveis similares àqueles observados para indivíduos do grupo controle quando o acesso à 

lâmina d’água foi mantido. Porém, quando comparados aos indivíduos que não puderam 

realizar a RSA (Respiração na Superfície Aquática, Kramer e McClure 1982), notou-se que os 

níveis dos fosfatos foram consideravelmente menores. A interpretação proposta pelos autores 

apoia-se no fato de o tambaqui conseguir tomar ar da camada superficial da água quando a 

RSA é possibilitada, o que é esperado em ambiente natural, pois isso permite ao animal 

manter uma melhor captação de oxigênio, possibilitando regular o metabolismo e atenuar os 

efeitos da hipóxia. 

Recentemente, outra espécie de Characiforme amazônico (Prochilodus nigricans, 

curimatã) foi investigada por Val et al. (2015) com o intuito de elucidar as adaptações 

moleculares em resposta à hipóxia envolvendo o controle eritrocitário dos níveis de ATP e 

GTP. Eles registraram variações significativas nas concentrações dos fosfatos durante a 

transição da normóxia para hipóxia e vice-versa. Na situação inicial, os níveis de GTP foram 

quatro vezes mais altos do que os de ATP nos eritrócitos; em contrapartida, sob condição de 

hipóxia os autores notaram redução de um quarto na concentração de GTP após três horas de 

exposição, enquanto o ATP não teve seus níveis afetados. De acordo com os autores, as 

diferenças evidenciadas entre a quantidade de ambos os fosfatos, com o GTP sendo regulado 

intensamente sob hipóxia severa, podem estar relacionadas ao motivo desse último ser um 

regulador da afinidade da Hb com o O2 mais potente que o ATP. 

A redução da concentração dos fosfatos orgânicos eritrocitários em peixes submetidos 

à hipóxia é uma característica bem documentada como exposto acima. Fatores como estágio 

do ciclo de vida, interação com cátions divalentes, além da influência de variáveis ambientais, 

como mudanças do pH, aumento de temperatura, quantidade de oxigênio dissolvido, presença 

de sulfeto de hidrogênio, nitritos, alumínio na água, bem como características 

comportamentais como migração, longos períodos de privação de alimento, ocorrência de 

respiração aérea obrigatória ou acessória, podem influenciar na quantidade de NTPs (revisado 
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por Val 2000). Contudo, os mecanismos propriamente ditos, que levam à queda das 

concentrações dos fosfatos orgânicos nos eritrócitos ainda precisam ser elucidados. 

 Uma possibilidade não explorada até o momento que pode estar relacionada à drástica 

redução da concentração intraeritrocitária especificamente de GTP é o consumo dessa 

molécula durante a etapa de tradução gênica para a síntese de proteínas. Embora, durante a 

hipóxia ocorra considerável supressão metabólica, muitas proteínas são criticamente 

requeridas, tornando sua síntese um fenômeno importante para garantir melhor resistência ao 

estresse imposto pela baixa disponibilidade de oxigênio dissolvido na água (Lewis et al. 2007; 

Richards 2009). 

1.1 O papel dos eIFs na formação da maquinaria de tradução proteica em vertebrados 

 

A síntese de um polipeptídeo envolve diversos passos, incluindo grande número de 

elementos e alto nível de complexidade. A decodificação da informação presente na molécula 

de DNA começa com a transcrição, por meio da qual são produzidos os RNAs, destacando-se 

que quase 95% é RNAt e RNAr (RNAs funcionais) e os restantes 5% são RNAm, os quais 

podem ser traduzidos e originar proteínas (Griffiths et al. 2008). A etapa seguinte consiste na 

tradução da informação do RNAm em um produto funcional. Nesse momento ocorre a 

participação de vários elementos denominados, em conjunto, fatores eucarióticos de início da 

tradução abreviados como eIFs (do inglês: Eukaryotic Initiation Factor). Como o próprio 

nome sugere, tais componentes atuam em conjunto para formar a complexa maquinaria que 

permitirá a iniciação da tradução do RNAm como descrito a seguir (Marintchev e Wagner 

2004). As principais etapas mencionadas estão esquematicamente representadas na figura 2. 

Inicialmente é formado o complexo ternário, constituído pelo metionil-tRNA iniciador 

(Met-tRNAi) e pelo GTP complexado ao eIF2. A seguir ocorre a ligação do complexo ternário 

à subunidade ribossomal 40S, a qual é promovida pelo eIF1, eIF1A, eIF5 e o complexo eIF3, 

resultando na formação da subunidade 43S ou complexo de pré-iniciação. Um segundo 

conjunto, chamado eIF4F (composto por eIF-4A helicase, eIF4E, eIF4G e PABP – proteína 

de ligação à cauda poli A), se liga ao cap, uma sequência de nucleotídeos presente na ponta 5’ 

de praticamente todos os RNAm eucarióticos. Ao mesmo tempo que a PABP associa-se à 

cauda poli A do RNAm, eIF4G promove a ligação entre eIF4E e PABP. Nessa fase já estão 

ligados à subunidade ribossomal 40S o complexo de pré-iniciação (43S) e o RNAm ligado ao 

complexo eIF4F, sendo o passo seguinte executado pelo eIF4A helicase, o qual percorre a 

sequência de bases do RNAm para remover estruturas secundárias que possam ter sido 

formadas e que dificultariam o encontro do códon AUG (metionina) para ter início a tradução 
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efetivamente (Lee et al. 2002; Griffiths et al. 2008; Kenneth e Rocha 2008; Hinnebusch e 

Lorsch 2012). 

Uma vez removidas as estruturas secundárias, o complexo 43S percorre a fita de 

RNAm até encontrar o códon iniciador AUG. Sendo reconhecido o AUG, o complexo 43S 

fica retido e eIF2-GTP é hidrolisado à eIF2-GDP pela ação da GTP-ase eIF5B. Nesse 

momento ocorre a liberação de todos os eIFs a partir da saída de eIF2 enquanto eIF-5B 

catalisa a ligação da subunidade ribossomal maior 60S formando o complexo de iniciação 80S 

contendo o Met-tRNAi pareado ao códon AUG no sítio P tendo início a etapa de elongação da 

síntese proteica (Lee et al. 2002; Hinnebusch e Lorsch 2012). 

O GTP complexado a proteínas (proteínas G) exerce uma série de papéis cruciais na 

regulação do crescimento e diferenciação celular e é um componente decisivo na síntese de 

proteínas, participando na via de sinalização do início da tradução e no transporte proteico 

(Lee et al. 2002) e, também, como fonte de energia na fase de alongamento do processo de 

tradução do RNAm, onde duas moléculas de GTP são hidrolisadas a cada resíduo de 

aminoácido corretamente adicionado ao polipeptídeo nascente (Nelson e Cox 2009). 

Baseado nisso, é possível supor que os níveis de GTP nos diversos tipos celulares 

tenha seus níveis regulados a partir do controle da síntese proteica, pois a redução desse 

trifosfato nos eritrócitos do tambaqui pode ser o resultado de uma elevada taxa de transcrição 

nos primeiros minutos de exposição à hipóxia severa, como resultado da produção de 

proteínas ligadas aos ajustes fisiológicos em resposta a tal estresse (Fagundes 2012; Ilan et al. 

2017). É importante salientar que tal possibilidade só é viável em exposição aguda à hipóxia, 

pois longo tempo sob baixa disponibilidade de oxigênio provoca uma redução geral da taxa 

metabólica e, inevitavelmente, todos os processos que demandam muita energia são 

suprimidos (Hochachka 1996; Blais et al. 2004; Lewis et al. 2007). 
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Figura 2. Representação simplificada da formação da maquinaria de tradução do RNAm 

envolvendo os eIFs, subunidades ribossomais 40S e 60S e Met-tRNAi
Met. 4G=eIF4G, 

4E=eIF4E, 4A=eIF4A, PABP=Proteína de ligação à cauda poli A, 1A=eIF1A, eIF3= 

complexo formado por dez eIFs nomeados de eIF3A a eIF3J. Fonte da imagem: López-Lastra 

et al. (2005). 

 

1.2 Regulação da tradução de proteínas envolvendo eIF2α e GTP em hipóxia 

Quando o suprimento de oxigênio aos tecidos é insuficiente, ocorre redução drástica 

da fosforilação oxidativa resultando, por sua vez, na diminuição do conteúdo de ATP 

disponível nas células (Richards 2009). Como durante a síntese proteica há considerável gasto 

energético, em hipóxia os organismos não conseguem manter esse processo nos níveis em que 

a captação de oxigênio atende às demandas metabólicas. Embora ocorra uma queda súbita nos 

níveis de transcritos de RNAm mesmo após um curto período de exposição à hipóxia severa, 
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existe um amplo conjunto de genes que têm sua expressão estimulada pela baixa oferta de 

oxigênio (Nikinmaa e Rees 2005; Van den Beucken et al. 2006). 

Van den Beucken et al. (2006), buscando compreender como se dá a supressão da 

produção de proteínas em células humanas cancerosas sob hipóxia severa, observaram que 

pode haver forte inibição da etapa de tradução do RNAm a partir da fosforilação de eIF2α, 

sendo necessário para tanto a ativação de uma proteína em resposta ao estresse do retículo 

endoplasmático, a PERK (Endoplasmic reticulum resident kinase). Embora tal efeito não seja 

duradouro ele permite que a síntese de proteínas permaneça reduzida até iniciar o segundo 

mecanismo de inibição (Blais et al. 2004; Van den Beucken et al. 2006).  

Em hipóxia severa, a fosforilação de eIF2α (uma subunidade de eIF2) na posição da 

serina 51 bloqueia a formação do complexo ternário devido à inibição da atividade de eIF2B, 

que é responsável por promover a transição de eIF2-GDP para eIF2-GTP. Esse fenômeno é 

intensificado devido à maior quantidade de eIF2α do que eIF2B nas células, sendo assim, 

mesmo um pequeno aumento da fosforilação de eIF2α é suficiente para baixar drasticamente 

a iniciação da tradução (Van den Beucken et al. 2006). A segunda etapa responsável por 

manter a supressão da síntese de proteínas é garantida pela ação de mTOR (mammalian target 

of rapamycin – mTOR), um elemento capaz de fosforilar tanto direta quanto indiretamente 

alguns dos fatores eucarióticos de iniciação da tradução como eIF4E, eIF4A e eIF4G que, por 

sua vez, participam do recrutamento das subunidades ribossomais para o RNAm (revisado por 

Hay e Sonenberg 2004).  

A compreensão dos mecanismos moleculares relacionados com a regulação da 

expressão gênica somados ao avanço das técnicas da biologia molecular, possibilitaram 

investigações que envolvem tanto a informação presente no genoma quanto a função de seus 

produtos, as proteínas e enzimas. Desde o início da última década, os pesquisadores usaram 

ferramentas de sequenciamento e amplificação de DNA para realizar abordagens sobre 

expressão gênica diferencial, relacionando-as às mudanças ambientais a que os organismos 

estão sujeitos (Fagundes 2012; Baptista et al. 2016; Prado-Lima e Val 2016). 

A fosforilação de eIF2α mostrou recentemente estar envolvida com a regulação da 

expressão dos genes das subunidades da hemoglobina (Ilan et al. 2017). O aumento do 

conteúdo de hemoglobina no sangue já foi evidenciado em muitas espécies de peixes 

submetidas à hipóxia (Val et al. 1990; Affonso et al. 2002; Val et al. 2015). A síntese de Hb 

só é possível por meio da produção das subunidades globina α e β que, quando unidas 

compõem o tetrâmero 2α2β. Ilan e colaboradores (2017) descobriram que a fosforilação do 

eIF2α intercede no processo de splicing (remoção dos íntrons do pré-RNAm) do RNAm da 
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globina humana. O mecanismo reside na dependência da formação do spliceossoma pelo 

eIF2α fosforilado na serina 51. Isso ficou evidente quando os autores testaram um eIF2α 

mutante não fosforilável que não permitiu o splicing do pré-RNAm da β-globina. Em hipóxia, 

a fosforilação do eIF2α é a primeira via de inibição da síntese de proteínas relacionada à etapa 

de iniciação (Koritzinsky et al. 2006); todavia, a descoberta feita por Ilan et al. (2017) revela 

que mesmo impedido de participar da formação do complexo ternário por estar fosforilado, 

eIF2α atua no processamento do RNAm de um gene cujo produto final sempre é requerido de 

modo intenso quando o transporte de oxigênio precisa ser melhorado. 

A análise quantitativa do RNA polissômico usando RT-PCR (Reação de 

Polimerização em Cadeia em Tempo Real), indica que a eficiência da tradução de genes 

individuais é dinâmica, estando susceptível a profundas mudanças durante momentos de 

hipóxia devido à fosforilação e subsequente desfosforilação de eIF2α (Koritzinsky et al. 

2006). Nesse trabalho, no qual foram investigados os mecanismos de controle de tradução sob 

hipóxia, Koritzinsky e colaboradores (2006) sugerem que a hipóxia aguda ou prolongada 

regula a tradução do RNAm por meio de vias distintas, influenciando de forma decisiva sobre 

a expressão de muitos genes. Os genes ligados ao metabolismo aeróbico tendem a sofrer 

diminuição da expressão, enquanto os genes envolvidos nas vias anaeróbicas sofrem 

regulação positiva (Nikinmaa e Rees 2005). 

1.3 Expressão de genes ligados às respostas à hipóxia 

Um número considerável de processos fisiológicos é alterado em peixes expostos à 

hipóxia. Nosso interesse sobre as interações do oxigênio com a fisiologia dos organismos já 

constitui um campo de pesquisa consolidado, especialmente no que se refere aos ajustes na 

expressão gênica quando a concentração do gás é escassa, pois esta área da biologia recebeu 

bastante atenção após a descoberta do fator induzido por hipóxia (HIF – do inglês Hypoxia 

Inducible Factor) (Hochachka 1986; Nikinmaa e Rees 2005; Kenneth e Rocha 2008). 

A descoberta do fator induzido por hipóxia (HIF) se deu enquanto eram realizados 

estudos da expressão do gene da eritropoietina (EPO) em mamíferos (Nikinmaa e Rees 2005; 

Kenneth e Rocha 2008). Os estudos posteriores à descoberta revelaram que além de induzir a 

expressão de EPO em hipóxia, o HIF também é transcrito nos mais diversos tipos celulares e 

atua estimulando a transcrição de uma variedade de genes envolvidos no metabolismo, 

angiogênese, eritropoiese, função imune, produção de enzimas gicolíticas e no crescimento 

(Bashan et al. 1992; Pugh et al. 2002; Bracken et al. 2003; Hardy et al. 2012; Baptista et al. 

2016). 
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Os genes que têm a transcrição regulada pelo HIF durante eventos de baixa 

disponibilidade de oxigênio sofrem esse efeito devido ao aumento da concentração da 

subunidade HIF-1α do HIF. A produção de HIF-1α é constante nos organismos, todavia essa 

proteína é rapidamente degradada. Tal processo é mediado por um domínio de degradação 

dependente de oxigênio (ODD), onde resíduos conservados de prolina e asparagina 

específicos do HIF-1α são modificados covalentemente por meio da ação de hidroxilases, 

sendo por isso reconhecidos pela proteína von-Hippel-Lindau (pVHL) ubiquitinizadas e 

degradadas pela via proteossômica (Bracken et al. 2003; Nikinmaa e Rees 2005; Baptista et 

al. 2016). 

Contudo, em condições de hipóxia a hidroxilação dos resíduos de prolina e asparagina 

não ocorre, uma vez que o efeito só é conseguido na presença constante de oxigênio. Assim, a 

degradação de HIF-1α não é realizada e a proteína se acumula no núcleo celular. Por fim, os 

genes que possuem uma região regulatória denominada elemento de resposta à hipóxia 

(ERH), a qual permite a especificidade da ligação com o HIF-1α serão regulados 

positivamente (Bracken et al. 2003; Nikinmaa e Rees 2005; Baptista et al. 2016). 

Muitos desses genes estão relacionados com a montagem de um escopo metabólico 

direcionado às adaptações à hipóxia. Embora, de acordo com Koritzinsky et al. (2006), ocorra 

diminuição da taxa de tradução proteica como resultado da fosforilação de eIF2 na sua 

subunidade α, é possível que isso constitua um mecanismo de reprogramação da síntese 

proteica, de modo a priorizar a tradução dos transcritos de RNAm dos genes que estão 

sofrendo regulação positiva pelo HIF nos primeiros minutos de hipóxia, desencadeado a partir 

da sinalização do baixo suprimento de O2 no interior da célula (Hochachka 1996; Van den 

Beucken et al. 2006). 

2. Justificativa 

O tambaqui é uma espécie nativa da Amazônia e amplamente estudada. Trata-se de 

um organismo com grande capacidade de resistir às variações ambientais comuns na região, 

como oscilações da temperatura e baixas concentrações de oxigênio dissolvido. Quando 

exposto à hipóxia severa o tambaqui regula a quantidade dos seus dois principais fosfatos 

orgânicos, o GTP e o ATP. O GTP é o fosfato presente em maior quantidade nos eritrócitos 

do tambaqui e sua concentração é regulada muito mais intensamente e em curto espaço de 

tempo se comparada ao que ocorre com os demais fosfatos orgânicos (Val 2000). 
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O GTP presente nos eritrócitos do tambaqui atua como um potente modulador 

negativo da afinidade da hemoglobina com o oxigênio; portanto, sua diminuição em hipóxia 

está ligada à otimização da capacidade de transporte de oxigênio pelas hemoglobinas, um 

ajuste crítico para sobrevivência em hipóxia (Val 2000). Embora esse fenômeno seja uma 

característica comum para inúmeras espécies de peixes, o mecanismo por trás da súbita 

redução da quantidade de GTP nos eritrócitos até o momento não foi esclarecido. Para 

construir a proposta deste estudo buscamos compreender qual processo celular é dependente 

do consumo de moléculas de GTP e ao mesmo tempo afetado sob a situação de hipóxia. Por 

conseguinte, chegamos a estreita relação existente entre a tradução do RNAm e o consumo de 

GTP durante a síntese de proteínas (Antoun et al. 2003). Baseado nisso, decidimos investigar 

a taxa de expressão de genes requeridos na etapa de iniciação da síntese proteica, os eIFs, pois 

a hipóxia traz consigo a necessidade de uma emergencial reorganização metabólica que, por 

sua vez, demanda inúmeras proteínas envolvidas nas vias fisiológicas que têm seu ritmo 

acelerado quando a oferta de oxigênio é limitada. Portanto, o nível de expressão dos eIFs pode 

ser indicativo da regulação da síntese proteica, podendo evidenciar uma correlação entre 

aumento repentino da produção de proteínas específicas e queda acentuada nos níveis 

eritrocitários de GTP. 

Dessa maneira será possível compreender de que forma o baixo suprimento de 

oxigênio sinaliza às células a necessidade de ajustes na síntese de proteínas, um processo de 

elevado custo energético e que é finamente controlado durante momentos de hipóxia. 

Adicionalmente, poderemos esclarecer qual a relação entre o controle da síntese proteica e os 

níveis intraeritrocitários de GTP. Portanto, esta investigação pode fornecer valiosas 

informações a respeito das adaptações moleculares da espécie Colossoma macropomum 

diante das exigências ambientais a que está sujeita, envolvendo as características funcionais 

da hemoglobina, bem como da regulação da produção de proteínas em diferentes momentos 

sob hipóxia. 
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3.1 Objetivo geral 

Determinar de que forma se dá o controle dos níveis eritrocitários de trifosfato de 

guanosina (GTP) na espécie Colossoma macropomum em hipóxia por meio do estudo da 

expressão de genes ligados à tradução proteica. 

3.2 Objetivos específicos 

 Verificar a dinâmica da concentração dos fosfatos orgânicos eritrocitários ATP e GTP 

em diferentes tempos de exposição à hipóxia; 

 Avaliar o perfil da expressão de dois Fatores Eucarióticos de Iniciação da Tradução 

(eIF2α e eIF3A) em normóxia, hipóxia e recuperação da hipóxia em juvenis de C. 

macropomum;  

 Realizar análise comparativa relacionando o padrão de expressão dos genes eIF2α e 

eIF3A às concentrações de GTP em juvenis de C. macropomum em normóxia, hipóxia 

e recuperação da hipóxia. 

 Determinar, a partir dos resultados obtidos, se há relação direta entre controle da taxa 

de tradução do RNAm e a redução dos níveis do fosfato orgânico GTP nos eritrócitos 

de C. macropomum em  hipóxia. 
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Abstract* 

A espécie Colossoma macropomum, por exemplo, quando exposta à hipóxia reduz 

drasticamente a concentração do seu principal fosfato eritrocitário, o GTP. Essa estratégia 

visa diminuir a influência que o GTP exerce sobre a hemoglobina, pois ele afeta 

negativamente a afinidade da proteína com o oxigênio. No estudo que conduzimos usamos a 

PCR em tempo real para determinar a expressão relativa de dois genes (eIF2α e eIF3A) 

essenciais para a formação da maquinaria de tradução do RNAm, com o intuito de verificar 

uma correlação entre intensidade da síntese de proteínas e redução da concentração de GTP 

nos eritrócitos de tambaqui exposto a diferentes tempos de hipóxia (30, 140, 200 e 260 

minutos) abaixo de 1.0 mgO2/L. Usamos como indicadores de que os exemplares de C. 

macropomum estavam em hipóxia os altos níveis de glicose e lactato determinados em 

amostras do plasma. Notável aumento da expressão relativa dos eIFs foi observada em quase 

todos os tempos de hipóxia testados, sendo a única exceção o gene eIF2α para os animais 

expostos a apenas 30 minutos de hipóxia. A queda expressiva nas concentrações de GTP só 

foi verificada a partir do grupo da hipóxia severa (140 min); porém, como não sofreu mais 

alteração nos grupos seguintes, fica evidente que a diminuição da [GTP] se deu no espaço de 

tempo entre os grupos 30 min e 140 min de hipóxia. Durante a síntese de proteínas o GTP é 

consumido na etapa de tradução após associar-se ao eIF2α e sofrer hidrólise pela GTPase 

eIF5B. Existe gasto de GTP também na fase elongação, pois à medida que um novo 

aminoácido é adicionado ao polipeptídeo crescente, duas moléculas GTP são convertidas a 

GDP. Consideramos o aumento da expressão relativa dos genes eIF2α e eIF3A simultâneo à 

redução de GTP nos eritrócitos um indício de que durante a síntese de compostos necessários 

à reestruturação metabólica imposta pela exposição à hipóxia, ocorre um aumento da síntese 

proteica. Devido ao alto custo energético da síntese de proteínas, esse mecanismo precisa ser 

transitório. Caso nossa proposta esteja correta, os benefícios imediatos ao tambaqui seriam a 

reorganização do escopo metabólico de forma mais rápida e diminuição da modulação 

negativa do GTP sobre a afinidade da Hb com o O2. 

 

Palavras-chave: eIF2α, eritrócitos, GTP, hipóxia, oxigênio, síntese proteica 

*Resumo adaptado de acordo com as normas da revista. 



19 
 

1. Introdução 

Os peixes são organismos dependentes do metabolismo aeróbico para manutenção e 

controle da homeostase. Apesar disso muitas espécies têm de suportar momentos em que a 

oferta de oxigênio é bastante limitada (Val et al. 1990; Almeida-Val e Farias 1996; Val 1996; 

Scott et al. 2016). Por isso, adaptações voltadas a um melhor desempenho sob tal condição 

está presente nos peixes em diferentes regiões do planeta (Weber 2013; Urbina e Glover 

2012; Val et al. 2015). Os ecossistemas aquáticos da Amazônia são marcados por eventos de 

hipóxia. Nos rios e lagos da região, o oxigênio dissolvido pode variar tanto sazonalmente 

quanto no curto espaço de um dia, podendo atingir níveis inferiores a 1.0 mgO2/L, fenômeno 

esse que tem um efeito crítico sobre a sobrevivência dos mais variados organismos aquáticos 

(Kramer et al. 1978; Val et al. 1990). Um importante conjunto de adaptações à hipóxia já é 

conhecido nas espécies amazônicas, como por exemplo, a busca por águas normóxicas, 

elevação da taxa de ventilação branquial, respiração na superfície aquática (ASR), liberação 

de células vermelhas na circulação a partir da contração esplênica, atenuação da taxa 

metabólica, desenvolvimento de projeção no lábio, ativação dos mecanismos de geração de 

ATP por vias independentes do oxigênio, redução da concentração dos fosfatos orgânicos 

eritrocitários, entre outros (revisado por Val e Almeida-Val 1995). 

A última dentre as estratégias listadas acima tem sido observada em inúmeras espécies 

desde a década de 1970, incluindo peixes de diferentes grupos taxonômicos (revisado por Val 

2000). O benefício advindo da redução da quantidade de fosfatos orgânicos nos eritrócitos 

está relacionado ao efeito modulador negativo que estes exercem sobre a afinidade das Hb 

com o O2 (Weber 2013). Essa proteína, cuja importância para garantia do suprimento 

adequado de oxigênio aos tecidos é indiscutível, é formada por quatro cadeias polipeptídicas 

(2α e 2β) com um grupo heme no interior de cada uma (Jensen et al. 1998). Os fosfatos 

orgânicos agem diminuindo a afinidade da Hb com o O2, uma vez que se ligam à cavidade 

existente entre as quatro unidades do tetrâmero estabilizando-a no estado tenso (T), uma 

condição em que a Hb apresenta menor afinidade de ligação com o oxigênio (Weber et al. 

1976). Em hipóxia há necessidade emergencial de otimizar a tomada de oxigênio, exigindo 

que a afinidade Hb-O2 aumente significativamente, condição essa estabelecida, a priori, pela 

rápida diminuição da concentração dos fosfatos orgânicos no interior dos eritrócitos (Val et al. 

1990; Val et al. 1995; Affonso et al. 2002). Porém, apenas isso não é suficiente para garantir a 

sobrevivência do organismo ao longo da hipóxia, uma vez que é preciso haver uma 

reestruturação metabólica de modo a possibilitar a condição ideal para enfrentar o estresse 
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hipóxico. Essa reorganização metabólica envolve a regulação da expressão gênica, bem como 

síntese de proteínas (Gracey e Somero 2001; Nikinmaa e Rees 2005). 

A principal fonte de moléculas de ATP é a fosforilação oxidativa, um processo no qual 

a participação do oxigênio como aceptor de elétrons é indispensável, logo, todos os processos 

celulares com demandas energéticas tendem a ter o ritmo diminuído para se estabelecer um 

equilíbrio entre a oferta e o consumo de ATP quando há suprimento limitado de O2 (Boutilier 

2001). A síntese de proteínas envolve significativo custo energético para as células e por esse 

motivo sua regulação em hipóxia tem prioridade para garantir a sobrevivência (Storey e 

Storey 2004). Como consequência da diminuição do ritmo de produção de novas proteínas 

muitos genes têm igualmente sua taxa de expressão afetada; entretanto, a hipoxemia no 

organismo ocasiona a elevação da intensidade de algumas vias metabólicas importantes para 

as respostas fisiológicas à hipóxia como, gliconeogênese, glicólise, angiogênese e 

hematopoiese (Almeida-Val et al. 1994; Kumar et al. 2010). Por conseguinte, os genes 

codificadores das diversas proteínas presentes nessas vias podem sofrer regulação positiva nas 

primeiras horas de exposição à hipóxia, aumentando significativamente seus níveis de RNAm. 

A disponibilização de RNAm compreende apenas a primeira etapa da síntese proteica, o passo 

seguinte consiste na tradução dos transcritos após remoção dos íntrons. Nessa fase é 

necessário a participação de um conjunto de elementos denominados fatores eucarióticos de 

início da tradução, os eIFs. Os eIFs atuam recrutando RNAt, RNAm e subunidades 

ribossomais, além de realizar o escaneamento do RNAm em busca do códon iniciador AUG e 

desempenhar papel enzimático crucial ao hidrolisar GTP a GDP, passo efetuado pela ação da 

GTPase eIF5B. Após a completa montagem da maquinaria de tradução e associação das 

subunidades ribossomais ao RNAm e ao RNAti
Met (RNA transportador contendo o anticódon 

da metionina, o primeiro aminoácido a ser adicionado à futura proteína em praticamente todos 

os vertebrados) tem início a etapa de elongação, oportunidade na qual são consumidas duas 

moléculas de GTP a cada novo aminoácido adicionado a cadeia polipeptídica crescente 

(Trachsel 1991; Dever e Green 2012). 

Devido ao papel crucial na iniciação da tradução, alguns eIFs estão envolvidos em 

mecanismos de controle da intensidade da síntese proteica. O complexo eIF2, por exemplo, 

pode ter sua subunidade eIF2α fosforilada e isso acarreta o bloqueio da transição eIF2-GDP 

para eIF2-GTP catalisada pelo eIF2B. Esse passo é requerido para a formação do complexo 

ternário, um conjunto formado pelo RNAti
Met ligado ao eIF2-GTP e que facilita a ligação a 

subunidade ribossomal 40S (Koritzinsky et al. 2006). O resultado da fosforilação de eIF2α é 

uma rápida inibição da iniciação da tradução, influenciando por isso na expressão de 
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inúmeros genes logo nos primeiros minutos de hipóxia (Koritzinsky et al. 2006). Todavia, a 

inibição ocasionada por essa via é transitória e é possível que esteja muito mais ligada ao 

rearranjo do escopo metabólico, no sentido de priorizar a síntese de proteínas dos genes 

relacionados com as adaptações à hipóxia, do que com o bloqueio da tradução proteica por 

várias horas simplesmente (Koumenis et al. 2002; Koritzinsky et al. 2006; Ilan et al. 2017). 

Compreendida a dependência entre tradução do RNAm e a disponibilidade de 

trifosfato de guanosina (GTP), estabelecemos como objetivo principal neste estudo, 

determinar se o controle da etapa de iniciação da tradução proteica está diretamente ligado a 

acentuada queda das concentrações de GTP nos eritrócitos de peixes. Usamos como modelo a 

espécie Colossoma macropomum, um characiforme bastante resistente aos inúmeros desafios 

ambientais da região amazônica como baixa concentração de oxigênio dissolvido [OD], altas 

temperaturas e mudanças no pH da água (Aride et al. 2004; Prado-Lima e Val 2016; Wood et 

al. 2017). Nossa estratégia consistiu no uso da PCR em tempo real para determinar a 

quantidade de transcritos de RNAm dos genes eIF2α e eIF3A, bem como quantificar a 

concentração intraeritrocitária de GTP em espécimes de C. macropomum submetidos à 

normóxia, hipóxia em quatro tempos de exposição e recuperação da hipóxia. Os dois genes 

utilizados foram escolhidos como indicadores da taxa de tradução para a síntese proteica, bem 

como pela característica associação entre eIF2α e GTP e por eIF3A fazer parte do maior 

complexo dentre todos os eIFs, o eIF3.  

2. Material e métodos 

2.1 Aquisição e aclimatação dos espécimes de Colossoma macropomum 

Os exemplares de tambaqui destinados aos experimentos foram obtidos na piscicultura 

Fazenda Santo Antônio (02º44'802'S, 059º28'836''W, Amazonas, Brasil) e transferidos para o 

Laboratório de Ecofisiologia e Evolução Molecular (LEEM) do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia (INPA), Manaus, Amazonas. Os peixes foram colocados em tanques 

de polietileno com volume de água de 2500 litros equipado com sistema de aeração 

automático, aparato de filtragem da água com passagem através de luz ultravioleta para 

controle de parasitas. Foi obedecido o fotoperíodo natural da região amazônica (12 horas dia e 

12 horas noite) e a alimentação se deu por meio de fornecimento de ração comercial (36% de 

proteína bruta) até a saciedade aparente. Todos os procedimentos de manejo dos animais ao 

longo do desenvolvimento deste trabalho foram avaliados e aprovados pela Comissão de Ética 

em Pesquisa no Uso de Animais do INPA – CEUA/INPA (número do protocolo: 052/2015). 
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2.2 Experimento 

Quatorze exemplares de Colossoma macropomum foram divididos em dois grupos e 

colocados em duas caixas com volume de 70 litros. A alimentação foi suspensa 24 horas antes 

do início do período de aclimatação de 72 horas, ao longo do qual foram monitorados pH, 

temperatura, oxigênio dissolvido, além de efetuada troca de 25% da água a cada 12 horas. 

Após a aclimatação foram coletados dois peixes, sendo um de cada caixa. A seguir, na caixa 

experimental, foi iniciada a injeção de nitrogênio gasoso para diminuir a concentração de 

oxigênio até o nível de 2.0 mgO2/L, a partir desse ponto a injeção de nitrogênio foi 

interrompida e o consumo pela respiração dos peixes causou a diminuição da [OD] até 

hipóxia severa. No momento em que a [OD] pré-estabelecida era atingida procedia-se a 

coleta, retirando-se primeiro um indivíduo da caixa experimental e, a seguir, um da caixa 

controle (tabela 1). Esse experimento foi repetido oito vezes (n=8) até que todos os grupos 

tanto da hipóxia quanto da normóxia estivessem formados (massa 93.1±1.0g; comprimento 

padrão 16.0±0.13cm). 

 

Tabela 1: Esquema de condução das coletas na caixa experimental e na caixa controle. 
 

Caixa experimental 

 

Caixa controle 

Coleta [OD] 

mgO2/L 

Grupos Grupos [OD] 

mgO2/L 

Coleta 

1 7.0 Hipóxia 0 minuto* Controle 0 minuto 7.0 1 

2 1.0 Hipóxia 30 min Controle 30 min 7.0 2 

3 0.5 Hipóxia 140 min Controle 140 min 7.0 3 

4 0.5 Hipóxia 200 min Controle 200 min 7.0 4 

5 0.5 Hipóxia 260 min Controle 260 min 7.0 5 

6 7.0 Recuperação 240 min Controle rec. 240 min 7.0 6 

7 7.0 Recuperação 480 min Controle rec. 480 min 7.0 7 

*Grupo adotado como controle nas análises de expressão gênica  e lactato plasmático.  

 

2.3 Parâmetros hematológicos, glicose e lactato plasmáticos 

Para coleta das amostras de sangue foi realizada punção da veia caudal, com o auxílio 

de seringas heparinizadas. Os parâmetros hematológicos e plasmáticos avaliados foram: 

hematócrito (Ht), hemoglobina (Hb), número de eritrócitos circulantes (RBC) e a partir dos 

valores obtidos nessas análises foram determinadas as constantes corpusculares Hemoglobina 

Corpuscular Média (HCM), Volume Corpuscular Médio (VCM) e Concentração de 

Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). O plasma foi obtido por meio de centrifugação do 
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sangue durante 5 minutos a 3000 rpm, que foi utilizado para quantificação de glicose e 

lactato. 

Para determinação do Ht, amostras de sangue foram transferidas para tubos de 

microhematócrito e centrifugadas por 10 minutos a 12000 rpm com posterior leitura do 

porcentual (%) de sedimentação feita com o uso de uma escala padronizada (Navarro e 

Pachaly 1994). A concentração de hemoglobina (mg/L) foi mensurada utilizando-se 10μl de 

sangue diluído em dois ml do reagente de Drabkin, segundo especificações descritas por 

Kampen e Zijlstra (1964). O número de eritrócitos no sangue (106/mm3) foi estimado por 

meio da diluição de 10 μl de sangue em 2 ml de solução formol citrato (Na3C6H5O7 38g, 

CH2O 20 ml, água destilada 1L qsp) seguido da contagem das células em câmera de 

Neubauer, em microscópio óptico usando aumento de 40x (Navarro e Pachaly 1994). As 

constantes corpusculares VCM (µm3), HCM (pg) e CHCM (%) foram obtidas a partir dos 

valores correspondentes ao número de eritrócitos circulantes, ao hematócrito e à concentração 

de hemoglobina, aplicando-se as fórmulas estabelecidas por Brown (1993) para cada medida. 

A glicose plasmática foi determinada pelo método enzimático-colorimétrico usando o kit 

comercial Glucose Liquicolor (InVitro®, Brasil), seguindo as especificações do fabricante. Os 

níveis de lactato no plasma (mg/dL) foram determinados consoante instruções descritas em 

procedimento técnico do fabricante (Sigma Chemical Co., EUA). 

2.4 Obtenção de extrato sanguíneo e quantificação de fosfatos eritrocitários 

De cada amostra de sangue foram coletados 200 µL e adicionados a 200 µL de ácido 

perclórico 8% para lise das células e liberação dos fosfatos. Na sequência, foi aplicado um 

vórtex de 10 segundos e depois centrifugação durante 10 minutos a 14000 rpm. 200 µL do 

sobrenadante foram retirados e transferidos para um microtubo contendo 23 µL de hidróxido 

de potássio 6M (KOH 6M) (Bartlett 1959) para neutralização, sendo as amostras armazenadas 

em freezer -80oC. Antes de submeter os extratos sanguíneos à técnica LC-MS/MS 

(Cromatografia Líquida de Alta Performance acoplada à Espectrometria de Massas), os 

mesmos foram descongelados e centrifugados mais três vezes (5 min/14000rpm) para máxima 

eliminação de sais e restos proteicos. De cada amostra foi coletado 10 µL e diluído em 990 

µL de solução aquosa de acetato de amônio 2 mM em um vial. As análises foram realizadas 

em modo MRM monitorando-se as transições da razão massa/carga (m/z) características para 

os fosfatos de interesse. As transições monitoradas foram 506.0˃158.8 e 522.2˃158.8 para 

ATP e GTP, respectivamente. As corridas foram conduzidas em fase móvel de acetato de 

amônio 2mM, com vazão de 125 µL/min, coluna cromatográfica Zorbax Eclipse XBD-C18 e 
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tempo de análise por amostra de 6 minutos, de acordo com protocolo desenvolvido e 

implantado no LEEM/INPA. Uma curva padrão foi construída com oito pontos a partir de 

diluições em série de uma solução contendo ATP e GTP a 50 µmol/mL (ATP R2: 0.9989; 

GTP R2: 0.9991), os pontos estabelecidos foram 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 15, 25 e 50 (µmol/mL). 

Três quantificações foram realizadas para cada ponto da curva, bem como para cada amostra 

submetida, de modo que confirmássemos os valores obtidos por meio da repetibilidade.   

2.5 Extração de RNA total e síntese de cDNA 

Para realização das análises de expressão gênica dos eIFs selecionamos o fígado como 

órgão indicador da intensidade da taxa de tradução. O tecido hepático pode fornecer um 

panorama geral do controle da síntese proteica no organismo decorrente do seu amplo 

conjunto de funções com influência sobre a homeostase energética. Dentre estas funções 

temos: principal sítio de síntese, metabolismo, armazenamento e distribuição de proteínas, 

carboidratos e lipídios processados (Bechmann et al. 2012); órgão hematopoiético podendo 

conter reservas de hemoglobina (Xia et al. 2016); principal órgão de síntese das proteínas 

plasmáticas (Miller et al. 1951).     

Foi extraído o RNA de amostras de fígado de tambaqui (n=5) utilizando o método do 

TRIzol® Reagent (InvitrogenTM, Life Technologies, EUA) conforme instruções do fabricante. 

O grau de pureza e a concentração das amostras de RNA total foram verificadas no 

equipamento NanoDrop® 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, EUA). A integridade 

do RNA extraído foi verificada por meio de realização de corrida eletroforética em gel de 

agarose 1%. Previamente à síntese de cDNA foi realizado o tratamento das amostras com o kit 

DNase I (Invitrogen, Life Technologies, EUA) com o objetivo de eliminar fragmentos de 

DNA genômico. De cada amostra foi utilizado 500 ng de RNA para a síntese de cDNA, a qual 

foi realizada de acordo com as instruções presentes no kit Platus Transcriber RNase H-cDNA 

First Strand (Sinapse inc®,Brasil) com posterior checagem da concentração e grau de pureza 

no equipamento usado para o mesmo fim para o RNA, alterando apenas o método para 

cDNA. 

2.6 Confecção e sequência dos primers utilizados 

As sequências necessárias para confecção dos primers foram obtidas a partir do 

transcriptoma do tambaqui publicado por Prado-Lima e Val (2016), sendo que os autores 

cederam gentilmente os contigs dos genes eIF2α e eIF3A, que foram validados por meio da 

ferramenta BLASTn disponível no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) a qual permite a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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verificação do grau de similaridade entre sequências comparadas.  O software PrimerExpress 

3.0 (Thermo Fisher Scientific, EUA) foi usado para desenho dos primers de ambos eIFs 

usados neste trabalho. Para a normalização do perfil de expressão dos genes alvos utilizou-se 

três genes endógenos, o ribossomal 28S (cedido por Silva et al. 2017), tubulina e β-actina, 

esses últimos confecionados por Prado-Lima e Val (2016). Na tabela abaixo estão os 

principais parâmetros  dos primers usados na PCR em tempo real para determinação da 

expressão relativa dos genes de interesse. 

     Tabela 2: Primers usados na PCR em tempo real. 

Gene 

 
Sequência do primer (5’- 3’) Eficiência R2 

EIF2α (F) CTTGTTTGGCTGGTGCAATG 
100.122 0.990 

 (R) CGGCAGATCGAAAGACTTCAC 

EIF3A (F) CGTAACCAACTGACAGCCATG 
101.496 0.989 

 (R) GGTGATGCTCCTCTCGCTCT 

28S (F) CGGGTTCGTTTGCGTTAC 
98.190 0.990 

 (R) AAAGGGTGTCGGGTTCAGAT 

Tubulina (F) GACGTGGTGCCCAAAGATGT 
98.068 0.985 

 (R) TGGATGGTGCGCTTGGT 

β-actina (F) GCTCCCCCTGAGCGTAAATACT 
100.525 0.990 

 (R) TGGACAGGGAGGCCAAGAT 

 

2.7 PCR em tempo real  

A expressão dos genes eIF2α e eIF3A foi analisada por meio da PCR em tempo real 

(RT-PCR) com o equipamento ViiA7 Dx da Life Technologies (Applied Biosystems, EUA). 

Em uma microplaca de 96 poços adicionamos 1.0 μL of cDNA de C. macropomum em 

triplicata para cada amostra de todos os grupos experimentais (n=5). Em seguida, foi 

adicionado aos poços destinados à análise de cada gene 1.0 μL de primer forward e 1.0 μL do 

primer reverse (eIF2α 2.0 pmol, eIF3A 2.2 pmol, 28S 2.5 pmol, Tubulina 2.0 pmol e β-actina 

2.0 pmol), 2.0 μL de água de livre de nucleasse (Ambion, Life Technologies, EUA) e 5 μL 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA) resultando em um volume total de 

10 μL. As reações ocorreram sob as seguintes condições: aquecimento durante 2 minutos a 

50°C, 10 minutos a 95°C; sequência de 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos seguido de 1 

minuto a 60 °C (temperatura de anelamento de todos os primers). As diferenças na expressão 

gênica foram determinadas pelo método 2-ΔΔCt (Pfaffl 2001).  
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2.8 Procedimentos estatísticos 

Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média. Para detecção de 

diferenças entre os tratamentos realizados foi usada uma Anova de dois fatores (Anova Two 

Way), as variáveis preditoras foram concentração de oxigênio dissolvido na água (hipóxia ou 

normóxia) e tempo de exposição à hipóxia. A posteriori foi usado o teste de Tukey adotando-

se 5% como nível de significância para determinação dos tratamentos diferentes 

significaticamente. O programa SigmaStat 3.5® foi usado para realização de todos os testes. 

3. Resultados 

3.1 Parâmetros hematológicos e constantes corpusculares 

A tabela 3 abaixo contém  os dados referentes aos parâmetros hematológicos. Houve 

aumento do hematócrito nos animais dos grupos com 30, 140, 200 e 260 minutos de hipóxia 

em comparação com os respectivos controles. Nesses mesmos grupos o teste estatístico 

detectou diminuição em relação aos animais em normóxia no parâmetro concentração de 

hemoglobina corpuscular média, CHCM. Apenas no grupo exposto à meia hora de hipóxia 

houve pequeno incremento na concentração de hemoglobina, no entanto, o valor quantificado 

difere menos de uma unidade dos demais grupos da hipóxia. Aumento do volume celular, 

indicado pelo VCM, só foi observado nos grupos submetidos a 200 e 260 minutos de 

exposição à hipóxia. 

Tabela 3: Parâmetros hematológicos e constantes corpusculares de espécimes de Colossoma 

macropomum sob normóxia (todos os grupos controle), hipóxia e subsequente recuperação da 

hipóxia. A presença de asterisco indica diferença entre os tratamentos normóxia, hipóxia e 

recuperação da hipóxia (p<0.05). 

Grupos Ht (%) Hb (mg/l) 
RBC 

(x106/mm3) 

VCM 

(µm-3) 
HCM (pg) CHCM (%) 

Hipóxia 0 min 24,4±1,55 10,0±0,55 1,50±0,06 135,9±11,7 57,7±3,69 42,8±3,91 

Controle 0 min 24,0±1,93 10,1±0,33 1,67±0,18 134,9±9,63 56,7±2,51 42,5±2,05 

Hipóxia 30 min 28,9±1,98* 10,8±0,69* 1,90±0,26 137,0±6,41 54,0±1,32 38,7±0,63* 

Controle 30 min 22,5±2,50 9,6  ±0,49 1,67±0,20 129,4±11,3 54,9±6,13 43,4±3,09 

Hipóxia 140 min 28,1±1,08* 10,0±0,84 1,89±0,27 130,2±12,9 54,4±5,98 37,8±1,44* 

Controle 140 min 21,9±1,02 9,3  ±0,36 1,68±0,07 130,6±6,08 56,6±5,24 42,8±1,68 

Hipóxia 200 min 27,3±0,75* 10,1±0,34 1,79±0,13 165,4±12,0* 59,5±5,06 37,4±1,62* 

Controle 200 min 22,7±1,03 10,2±0,44 1,69±0,12 130,1±9,43 57,2±2,05 42,4±1,50 

Hipóxia 260 min 30,0±0,86* 10,1±0,48 1,91±0,04 150,1±6,42* 53,0±2,70 35,9±0,93* 

Controle 260 min 22,0±2,80 9,9  ±0,70 1,71±0,20 115,7±11,1 52,5±5,53 43,5±2,20 

Recuperação 240 min 25,9±1,51 10,6±0,70 1,90±0,26 135,0±15,3 52,9±2,83 42,8±1,85 

Controle rec. 240 min 24,5±2,06 10,3±0,84 1,81±0,17 128,4±13,3 57,7±3,17 43,6±2,31 

Recuperação 480 min 20,2±1,09 9,3  ±0,34 1,70±0,11 116,9±10,0 54,5±2,17 46,5±2,35 

Controle rec. 480 min 21,8±2,68 9,7  ±0,80 1,67±0,34 118,4±6,18 55,8±4,46 46,9±1,64 
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3.2 Glicose e lactato plasmáticos 

A partir dos primeiros grupos de tambaqui expostos à hipóxia já houve expressivo 

aumento da concentração de glicose no plasma (Fig. 1). Os valores permaneceram elevados 

em relação àqueles observados em cada grupo controle, retornando à situação inicial após oito 

horas de recuperação da hipóxia. Para o lactato, houve claro aumento nas concentrações 

quantificadas para os grupos de animais expostos a 140, 200 e 260 minutos de hipóxia severa 

(0.5 mgO2/L) (Fig. 2). Após 240 e 480 minutos de recuperação da hipóxia, os valores do 

lactato plasmático dimiuíram significativamente para concentrações um pouco menores que a 

registrada no grupo controle (C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 Glicose plasmática de exemplares de Colossoma macropomum (n=5) em normóxia e submetidos à 

hipóxia (0, 30, 140, 200 e 260 min; círculos vazados) e recuperação da hipóxia (dois últimos círculos vazados). 

Os dados referentes aos grupos controle estão representados pelos círculos sólidos. O asterisco indica onde 

houve diferença entre um tratamento e seu respectivo controle; p<0.001. 
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Figura 2 Lactato plasmático de exemplares de Colossoma macropomum (n=5) em normóxia e submetidos à 

hipóxia (0, 30, 140, 200 e 260 min; círculos vazados) e recuperação da hipóxia (dois últimos círculos vazados). 

O asterisco indica onde houve diferença entre um tratamento e seu respectivo controle; p<0.001. 

 

3.3 ATP e GTP em eritrócitos de tambaqui 

Houve redução das concentrações de ambos os fosfatos analisados; entretanto, a 

diminuição acentuada só foi observada nos grupos submetidos à hipóxia severa (0.5 mgO2/L) 

para os três tempos testados (140, 200 e 260 min; Fig. 3). A partir do terceiro grupo da 

hipóxia a concentração de ATP exibiu redução de aproximadamente 20%, sendo observado 

um contínuo descréscimo mas de pequena proporção. Após o restabelecimento da normóxia, 

isto é, o início da recuperação, os valores quantificados nos dois tempos não mostraram 

diferença significativa quando comparados com os controles, sendo notado sinal de retorno da 

[ATP] aos níveis pré-hipóxia. A queda na concentração intraeritrocitária de GTP quantificada 

a partir do terceiro grupo da hipóxia (140 min) foi bem maior do que para o ATP. Nos peixes 

submetidos à hipóxia severa (140, 200 e 260 min), os níveis de GTP diminuíram para cerca de 

um terço das concentrações obtidas em normóxia (controles). Essa condição permaneceu 

inalterada mesmo após 240 e 480 minutos de recuperação (Fig. 4). É importante mencionar 

que há seis vezes mais GTP do que ATP nos eritrócitos de tambaqui em normóxia, assim, 

proporcionalmente a queda na [GTP] é muito maior do que a redução na [ATP]. 
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Figura 3 Concentração de ATP nos eritrócitos de Colossoma macropomum (n=5) submetidos à hipóxia (0, 30, 

140, 200 e 260 min; círculos vazados) e recuperação da hipóxia (dois últimos círculos vazados). Os dados 

referentes aos grupos controle estão representados pelos círculos sólidos. O asterisco indica diferença entre um 

tratamento e seu respectivo controle; p<0.05. 

 

 

 

Figura 4 Concentração de GTP nos eritrócitos de Colossoma macropomum (n=5) submetidos à hipóxia (0, 30, 

140, 200 e 260 min; círculos vazados) e recuperação da hipóxia (dois últimos círculos vazados). Os dados 

referentes aos grupos controle estão representados pelos círculos sólidos. O asterisco indica diferença entre um 

tratamento e seu respectivo controle; p<0.05. 
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3.4 Expressão dos genes eIF2α e eIF3A 

Em relação ao controle (C) a expressão do gene eIF2α aumentou 2, 1.90 e 2.35 vezes 

nos exemplares de tambaqui expostos à hipóxia severa nos tempos 140, 200 e 260  minutos, 

respectivamente (Fig. 5). Também registramos incremento de 2 vezes mesmo para o grupo 

com 240 min de recuperação da hipóxia (tempo 500 na fig. 5). Para o gene eIF2α a 

recuperação só mostrou efeito após 480 minutos sob condições normais de OD na água, 

evidenciado pela redução dos transcritos para 1.60 vezes, valor inferior aos observados nos 

grupos da hipóxia severa, mas ainda superior àquele registrado nos peixes do grupo controle e 

também no grupo 30 min de hipóxia. Para o gene eIF3A ocorreu aumento da expressão de 

2.30 vezes a partir do primeiro grupo exposto à hipóxia aumentando para 2.90, 3.45 e 3.50 

nos tempos mais longos de exposição à hipóxia (140, 200 e 260 min)(Fig. 6). Após 240 e 480 

minutos de recuperação da hipóxia, a expressão do gene eIF3A retornou para os níveis 

similares ao do grupo controle. 

  

Figura 5 Expressão relativa do gene eIF2α no fígado de Colossoma macropomum em normóxia (C), hipóxia (H) 

e recuperação da hipóxia (R). O asterisco indica diferença em relação ao grupo controle (p<0.05). Normalização 

realizada a partir dos genes de referência 18S, Tubulina e β-actina. 
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Figura 6 Expressão relativa do gene eIF3A no fígado de Colossoma macropomum em normóxia (C), hipóxia 

(H) e recuperação da hipóxia (R). O asterisco indica diferença em relação ao grupo controle (p<0.001). 

Normalização realizada a partir dos genes de referência 18S, Tubulina e β-actina. 

4. Discussão 

4.1 Parâmetros hematológicos 

Sendo o tecido responsável pela captação e entrega de oxigênio no organismo, o 

sangue mostra-se sensível às variações das concentrações desse gás na água. Logo que os 

sensores presentes nos arcos branquiais do tambaqui detectam a baixa disponibilidade do gás, 

diversas respostas são estimuladas (Saint-Paul 1984; Sundin et al. 2000; Florindo et al. 2006). 

Um exemplo é a liberação de catecolaminas, um hormônio que estimula contrações esplênicas 

no baço ocasionando a liberação de eritrócitos jovens na circulação podendo ocasionar 

aumento do hematócrito em peixes submetidos à hipóxia (Perry et al. 1989; Perry e Gilmour 

1996). No presente estudo notamos aumento do hematócrito e diminuição da CHCM em 

todos os tempos de exposição à hipóxia e, adicionalmente, detectamos incremento no volume 

celular nos peixes expostos a 200 e 260 minutos de hipóxia (Tabela 3). Com a rápida 

liberação de novas células vermelhas na circulação, o que parece ocorrer nos primeiros 

minutos de hipóxia, a produção de hemoglobina não acontece na mesma velocidade, dessa 

forma a redução da CHCM é um sinal claro de que existe uma menor concentração de 

hemoglobina por eritrócito em comparação aos peixes da normóxia. Apesar disso, certamente 

mais células vermelhas conferem importante benefício a troca gasosa. 
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À medida que a disponibilidade de oxigênio torna-se crítica para a sobrevivência dos 

peixes as respostas fisiológicas são importantes. O incremento no número de eritrócitos 

permite maior captação do oxigênio pelas brânquias, pois associado com o aumento dos 

batimentos operculares permite uma melhor tomada de O2. Se a situação de hipóxia continuar, 

ocorre a síntese de hemoglobina nos eritrócitos jovens podendo auxiliar na manutenção do 

suprimento de oxigênio durante várias horas nas espécies mais tolerantes à hipóxia (Nikinmaa 

2001; Affonso et al. 2002; Xia et al. 2016). Alterações nos parâmetros hematológicos são 

clássicas em peixes submetidos à hipóxia e claramente refletem a reorganização metabólica 

em resposta a reduzida [OD] desenhadas para a manutenção da tomada de O2. Isso já foi 

observado em inúmeras espécies amazônicas incluindo o tambaqui (Val et al. 2015; Baptista 

et al. 2016; Silva et al. 2017). 

4.2 Glicose e lactato plasmáticos 

A hipoxemia compromete a etapa mitocondrial do catabolismo dos produtos da 

glicólise, pois a função do oxigênio como aceptor de elétrons na cadeia respiratória encontra-

se fortemente suprimida. Por isso, para manter as funções vitais, as células ativam as vias 

anaeróbicas de produção de ATP como a glicólise e a transferência direta de grupos fosfato a 

partir de intermediários fosforilados como a creatina fosfato (Bessman e Carpenter 1985; 

Churchill et al. 1994). Intensificar a glicólise quando a fosforilação oxidativa fica 

parcialmente comprometida permite aos peixes a continuidade da geração de ATP, embora 

em proporção muito menor quando comparado ao rendimento energético obtido nas 

mitocôndrias. A glicose necessária para produção de ATP via glicólise anaeróbica é obtida a 

partir das reservas de glicogênio do fígado (Knox et al. 1980).  A glicogenólise, processo no 

qual as moléculas de glicogênio são hidrolisadas até glicose, é ativada e com isso o nível 

plasmático de glicose se eleva consideravelmente. Isso foi observado em todos os grupos da 

hipóxia e também nas amostras obtidas dos animais que passaram por 240 minutos de 

recuperação. Nos indivíduos recuperados durante 480 minutos, entretanto, a concentração de 

glicose no plasma foi similar ao nível quantificado nos animais controle, indicando assim, um 

retorno à situação observada antes da hipóxia (Fig. 1). 

Após a glicólise, um dos três destinos possíveis das moléculas de piruvato resultantes 

é a fermentação láctica. A célula toma esse caminho quando o suprimento de oxigênio é 

limitado (Almeida-Val e Farias 1996). Nossos resultados sugerem claramente o uso dessa via, 

pois nos três grupos onde a exposição à hipóxia durou mais tempo (140, 200 e 260 min) e as 

concentrações de oxigênio da água foram as mais baixas (0,5 mgO2/L) os níveis de lactato no 
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plasma praticamente triplicaram (H, Fig. 2). Ambos os grupos de recuperação da hipóxia 

mostraram concentração plasmática de lactato equivalente à quase metade daquelas 

observadas no grupo controle (C) e no grupo exposto a apenas 30 minutos de hipóxia a 1.0 

mgO2/L. Isso sugere que, vencido o momento de estresse, a enzima lactato desidrogenase é 

capaz de converter as moléculas de lactato à piruvato, este último utilizado na respiração 

mitocondrial para geração de ATP (Almeida-Val et al. 1994; Kim et al. 2006). 

4.3 Redução da [GTP] em hipóxia 

Além da ativação das vias anaeróbicas de geração de ATP, outra estratégia que 

permite aumentar a resistência do tambaqui à condição de hipóxia é a regulação dos seus 

fosfatos eritrocitários (Marcon e Val 1996; Val et al. 1998; Val 2000; Affonso et al. 2002). Os 

fosfatos orgânicos são moduladores negativos da afinidade de ligação da hemoglobina com o 

oxigênio. Eles interagem com o tetrâmero estabilizando-o no estado tenso (T), a forma que a 

Hb possui menor afinidade pelo O2 (Benesch e Benesch 1974; Weber 1996). No tambaqui, o 

trifosfato de guanosina (GTP) funciona como o principal fosfato modulador da afinidade da 

Hb com o O2 e, dessa forma, a redução das concentrações de GTP nos eritrócitos tem grande 

importância durante a hipóxia severa. A redução do GTP intraeritrocitário resulta numa maior 

capacidade de tomada de oxigênio em ambientes com baixa disponibildiade do gás; portanto, 

uma menor pressão parcial de oxigênio (PO2) é requerida para saturar 50% das hemoglobinas 

circulantes (Weber e Lykkeboe 1978).  

Entretanto, a redução na concentração intraeritrocitária de fosfatos orgânicos só ocorre 

quando o consumo interno de O2 torna-se estreitamente dependente da disponibilidade do gás 

dissolvido na água, isto é, quando a oferta de O2 é escassa e o organismo precisa criar um 

rápido balanço entre a captação e o consumo, condição em que o organismo atinge seu Pcrit 

(Pörtner e Grieshaber 1993). O Pcrit do tambaqui ocorre a partir da concentração de 2.0 

mgO2/L (Saint-Paul 1984); contudo, essa medida pode sofrer influência da temperatura e do 

acesso ou não à lâmina superior da coluna d’água, pois temperaturas mais altas (acima de 

30°C) prejudicam a solubilidade do oxigênio na água e a respiração na superfície aquática 

(RSA) que possibilita melhor absorção de O2 pelas brânquias do tambaqui (Val et al. 1998). 

No presente estudo, houve redução das concentrações de GTP somente após o início da 

hipóxia severa correspondente ao tempo 140 min; entretanto, com base nos dados obtidos, há 

forte evidência que o decréscimo do GTP nos eritrócitos ocorreu entre os tempos 30 min e 

140 min de hipóxia, pois a partir desse ponto os níveis de GTP nos eritrócitos permaneceu 

estável e não retornou à concentração inicial mesmo após 480 min de recuperação (Fig. 4). O 
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primeiro grupo submetido à hipóxia foi exposto a apenas 30 min a 1.0 mgO2/L, enquanto os 

animais dos grupos com tempo de exposição de 140, 200 e 260 min, experimentaram uma 

condição de hipóxia severa com nível de 0.5 mgO2/L na água, correspondendo, portanto, a 

uma [OD] bem abaixo do Pcrit da espécie. Como em nenhum momento os exemplares de 

tambaqui puderam realizar a RSA, a queda nos níveis de GTP ocorreu como parte do 

conjunto de estratégias para otimizar o máximo possível a utilização do O2 disponível. 

4.4 Expressão relativa dos genes eIF2α e eIF3A  

A principal proposta desse estudo foi investigar se existe uma relação direta entre a 

síntese proteica e a drástica redução da concentração de GTP nos eritrócitos de tambaqui em 

hipóxia. Na etapa de tradução para a síntese de proteínas o GTP tem papel fundamental, ele é 

requerido pelo fator eucariótico de início da tradução 2α para formação do complexo ternário, 

o qual é um componente essencial para a completa e correta formação da maquinaria de 

tradução (Walton e Gill 1975). Como a hipóxia obriga o organismo a promover uma 

desaceleração do metabolismo devido à baixa oferta energética, os estudos levaram a um 

consenso entre os especialistas de que a síntese de proteínas é finamente controlada e 

diminuída (Storey e Storey 2004; Richards 2009). Sendo a síntese proteica o processo celular 

de maior demanda energética é muito importante sua regulação em situações de oferta 

reduzida de oxigênio de modo que se possa manter a homeostase. No entanto, outros 

trabalhos apontam que para uma resposta adequada à hipóxia os animais precisam produzir 

um conjunto de elementos, incluindo proteínas, enzimas e hormônios com papel chave no 

estabelecimento do novo cenário metabólico, este último dependente do grau de hipóxia e do 

tempo de exposição (revisado por Hochachka 1996).  

No presente trabalho usamos a PCR em tempo real para determinar a expressão 

relativa de dois genes que codificam proteínas essenciais da maquinaria de tradução, o eIF2α 

e o eIF3A. Para o primeiro gene, o aumento dos transcritos ocorreu no intervalo entre a 

exposição a 30 min e 140 min de hipóxia; contudo, até nos indivíduos do grupo com quatro 

horas de recuperação os transcritos de RNAm ainda se apresentaram com o dobro do número 

registrado nos animais do grupo controle,  havendo uma leve queda somente no último grupo 

(480 min de recuperação). O gene eIF3A também apresentou aumento da quantidade de 

transcritos de RNAm desde o primeiro tempo de exposição à hipóxia (Fig. 6). Para esse gene, 

no grupo onde houve o menor tempo de exposição à hipóxia (30 min), o número de transcritos 

de RNAm foi 2.30 vezes maior que no grupo controle, nos grupos seguintes a quantidade 

continuou crescente sendo observado os maiores valores (2.90, 3.45 e 3.50 vezes) nos tempos 
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140, 200 e 260 min de hipóxia a 0.5 mgO2/L. Para ambos os tempos de recuperação, os 

transcritos de RNAm de eIF3A retornaram aos níveis pré-hipóxia. O amplo aumento dos 

transcritos para os dois genes registrados em praticamente todos os tempos em que os peixes 

foram submetidos à hipóxia (única exceção foi o tempo 30 min para o gene eIF2α) trazem 

consigo um questionamento que exige respostas, especialmente, se considerarmos a expressão 

relativa dos eIFs como indicadores absolutos de aumento da taxa de tradução proteica. A 

questão é: por que, em hipóxia severa, a tradução proteica no tambaqui eleva-se 

consideravelmente? 

Em princípio, não acreditamos que a tradução proteica tenha se mantido aumentada 

durante todos os tempos de exposição à hipóxia severa, especialmente nos dois tempos mais 

longos. Sugerimos um aumento na síntese de proteínas entre a exposição a 30 min e 140 min 

de hipóxia, já que os peixes coletados após este período apresentavam-se em hipóxia 

acentuada, considerando os níveis de glicose e lactato plasmáticos quantificados (Figs. 1 e 2). 

Soma-se a isso o fato de somente a partir do grupo exposto a 140 min de hipóxia observarmos 

a queda substancial nos níveis de GTP, acompanhada pelo incremento na quantidade de 

RNAm dos genes eIF2α e eIF3A, os quais já mostravam o dobro de transcritos em 

comparação com o controle (C)(Figs. 5 e 6). Com base nesses dados ratificamos a explicação 

de que quando houve o estabelecimento da hipóxia no organismo, o reajuste metabólico teve 

início e no nível genético a expressão de genes cruciais à sobrevivência foi modulada, 

acarretando em seguida, regulação da velocidade da tradução do RNAm. No entanto, ainda 

resta esclarecer por que nos dois maiores tempos de hipóxia (200 e 260 min a 0.5mgO2/L) as 

concentrações de RNAm são bem maiores que as observadas para os dois genes nos peixes 

em normóxia. 

A explicação para esses achados é até certo ponto bastante simples. Para degradar os 

transcritos de RNA as células precisariam dispender uma significativa quantidade de energia, 

contudo, dada a condição da baixa disponibilidade de ATP na célula, certos processos 

precisam ser priorizados como a regulação iônica, para citar um exemplo (Boutilier e St-

Pierre 2000). Estabelecer um equilíbrio entre a produção e o consumo de ATP quando sua 

oferta é limitada constitui um dos primeiros mecanismos adaptativos dos vertebrados à 

hipóxia (Storey e Storey 2004). Sendo assim, não só os transcritos dos eIFs avaliados aqui, 

mas também de centenas de outros genes que podem ter sido regulados positivamente entre os 

tempos 30 e 140 min, não foram degradados e por isso permaneceram nas células do fígado 

mesmo nos exemplares de tambaqui submetidos a 200 e 260 min de hipóxia. 
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Além da supressão do metabolismo aeróbico, característica da hipóxia, também ocorre 

ativação de um importante mecanismo de geração de ATP independente do oxigênio, a 

glicólise anaeróbica. Ton e colaboradores (2003) forneceram evidência favorável a isso em 

estudo com a espécie Danio rerio. Sob baixa disponibilidade de O2, eles registraram aumento 

do nível de RNAm de vários genes ligados à glicólise (fosfoglicerato mutase, fosfoglicerato 

kinase, enolase, aldolase e lactato desidrogenase); em contrapartida, genes com função 

característica no metabolismo aeróbico como succinato desidrogenase, malato desidrogenase 

e citrato sintase, mostraram redução dos seus níveis de RNAm. Em outro estudo com a 

mesma espécie, van der Meer et al. (2005) registraram um declínio geral nos transcritos de 

RNAm dos genes envolvidos no ciclo de Krebs e na cadeia transportadora de elétrons, 

principais vias para produção de ATP quando há disponibilidade adequada de oxigênio. 

O presente trabalho é o primeiro no qual foi investigada a expressão relativa dos 

fatores eucarióticos da tradução (eIFs) em uma espécie amazônica. Entretanto, um estudo 

recente forneceu dados sobre expressão relativa do gene HIF (Hypoxia Inducible Factor) para 

a mesma espécie que utilizamos (Silva et al. 2017). Esse gene, objeto de muitas investigações 

a respeito das respostas à hipóxia no nível genético, tem função reguladora comprovada sobre 

mais de uma centena de genes ligados aos ajustes fisiológicos direcionados à hipóxia 

(Hochachka 1996; Nikinmaa e Rees 2005; Ratcliffe 2017); portanto, é plausível considerar 

que os genes regulados positivamente pelo HIF dependeriam de uma elevação da taxa de 

tradução para a síntese completa das proteínas. Sendo assim, seu efeito também relaciona-se, 

indiretamente, aos eIFs. A respeito dos achados de Silva et al. (2017), os juvenis de tambaqui 

expostos a seis horas de hipóxia severa apresentaram redução da quantidade de transcritos de 

RNAm do gene HIF-1α, sugerindo que tal gene não exerce regulação positiva sobre genes 

voltados às adaptações à hipóxia. Como a ação do HIF sobre a regulação gênica é específica 

para os diferentes grupos de organismos, apresentando também peculiaridades quanto aos 

tipos de tecidos (Soitamo et al. 2001), existe a possibilidade de que no tambaqui o mecanismo 

de adaptação ao desafio da hipóxia não seja desencadeado apenas pelo HIF.  

O próprio eIF2α têm importante papel na adaptação à hipóxia devido sua regulação 

com efeito decisivo sobre a intensidade da tradução de proteínas (Koumenis et al. 2002; 

Koritzinsky et al. 2006). Contudo, evidências recentes mostraram que esse elemento tem 

efeito mais amplo em situação de hipóxia, uma vez que afeta, por exemplo, a síntese de 

unidades da hemoglobina como demonstrado por Ilan et al. (2017). Tais autores descobriram 

que a fosforilação do eIF2α intercede no processo de splicing (remoção dos íntrons do pré-

RNAm) do RNAm da globina humana. O mecanismo reside na dependência da formação do 
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spliceossoma pelo eIF2α fosforilado na serina 51, isso ficou evidente quando eles testaram um 

eIF2α mutante não fosforilável que não permitiu o splicing do pré-RNAm da β-globina. Em 

hipóxia, a fosforilação do eIF2α é a primeira via de inibição da síntese de proteínas 

relacionada à etapa de iniciação (Koritzinsky et al. 2006). Todavia, a descoberta feita por Ilan 

et al. (2017) revela que mesmo impedido de participar da formação do complexo ternário por 

estar fosforilado, eIF2α atua no processamento do RNAm de um gene cujo produto final 

sempre é requerido de modo intenso quando o transporte de oxigênio precisa ser melhorado. 

O gene eIF3A, o qual mostrou aumento superior de RNAm em relação ao eIF2α (Fig. 

6) tem como papel principal a associação à subunidade 40S do ribossomo, fenômeno crucial 

durante a formação da maquinaria de tradução para síntese de proteínas (Marintchev e 

Wagner 2004). Dessa forma, a elevação da expressão relativa do gene eIF3A sugere uma 

intensa atividade no fígado ligada à síntese dos elementos que participam das respostas à 

hipóxia. Uma recente publicação (Beck et al. 2016) forneceu dados do transcriptoma de um 

peixe híbrido resultante do cruzamento das espécies Morone saxatilis e Morone chrysops 

submetido à hipóxia severa por quatro horas. 587 genes foram regulados positivamente no 

fígado, indicando com isso que esse órgão sofre considerável efeito da hipoxemia, e, em 

contrapartida, inicia uma expressiva reorganização do seu metabolismo contribuindo para 

manter a homeostase do organismo como um todo. Isso resultaria em um aumento da 

demanda dos fatores eucarióticos de início da tradução como eIF2α e eIF3A, ocasionando 

incremento na expressão relativa desses genes como observamos no presente estudo. Há 

poucos estudos sobre eIFs aumentando o nível de expressão em situação de hipóxia, 

especialmente para peixes, pois a maioria das pesquisas se concentra nas questões envolvendo 

mamíferos ou no espécie S. cerevisae (Hinnebusch 2014). O trabalho de Li e colaboradores 

(2016) constitui um exemplo desse tipo de abordagem. Esses autores, investigando a 

capacidade regenerativa de células cardíacas de ratos submetidas a um tratamento de hipóxia 

severa, registraram aumento de 50% tanto de transcritos de RNAm quanto da proteína eIF3A. 

Li et al. (2016) explicaram tais dados como resultado do importante papel exercido por 

eIF3A, pois além de participar da tradução proteica ele ainda influencia na regulação do ciclo 

celular. No tecido hepático de tambaqui onde determinamos a expressão,  a quantidade de 

transcritos do gene eIF3A triplicou durante a hipóxia severa.    

Por fim, com base nos dados que obtivemos e naqueles disponíveis na literatura 

concluímos que houve elevação da velocidade da tradução proteica no início da hipóxia 

severa. A regulação positiva de um amplo conjunto de genes comprometidos com o ajuste 

fisiológico frente à hipóxia pode ser o causador da elevação repentina e transitória da síntese 
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de proteínas. Uma evidência clara da reestruturação metabólica que o tambaqui realiza em 

hipóxia, foi a utilização da glicólise anaeróbica confirmada por meio da maior concentração 

plasmática de glicose e lactato nos espécimes submetidos à hipóxia. Esse processo de geração 

de ATP associado a redução do metabolismo aeróbico, possivelmente, é o que garante que a 

diminuiçao das concentrações de ATP não seja tão forte nos eritrócitos. Como esperado, os 

níveis intraeritrocitários de GTP reduziram-se para quase um terço da concentração observada 

em normóxia, diminuição essa que ocorreu na transição entre uma exposição curta (30 min) e 

o primeiro tempo de hipóxia severa (140 min). Simultaneamente houve elevação dos 

transcritos de RNAm dos genes eIF2α e eIF3A. Esse achado compreende um forte indício da 

existência de uma correlação entre o controle da síntese de proteínas no organismo e a 

diminuição da concentração de GTP nos eritrócitos. 
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