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RESUMO

Lagartos teit eclodem no verdo e enfrentam o desafio de crescer e armazenar substratos em
um curto periodo de tempo, antes do inicio do periodo de jejum e depressdo metabdlica
(=80%) a temperaturas amenas durante o inverno (=17 °C). No despertar, 0 aumento do
metabolismo e a reperfusdo de 6rgdos favoreceriam a ocorréncia de estresse oxidativo. Na
primeira parte do presente estudo investigou-se 0s ajustes que compatibilizam as demandas
em teils neonatos, especialmente na pré-hibernagéo, por meio da gravacdo do comportamento
em video e da andlise da massa dos corpos gordurosos abdominais e do nivel plasmético de
corticosterona (CORT) durante o primeiro ciclo anual. No inicio do outono a massa corpdrea
dos teils foi 27 g e o comprimento rostro-cloacal 9,3 cm e aumentaram 40% e 20%,
respectivamente, ao longo do outono, enquanto que as taxas diminuiram progressivamente até
atingirem o valor zero no inicio do inverno. Na primavera, a massa corpérea dos teius
aumentou 80% em relacdo ao despertar e dobrou em relacédo ao final do verdo; o comprimento
acumulou um aumento de 27% em relacdo ao final do verdo. A massa relativa dos corpos
gordurosos foi 3,7% no inicio do outono e diminuiu nos meses subsequentes; no despertar,
este estoque acumulou uma perda de 63% da sua massa. No inicio do outono 74% dos teils
estavam ativos por 4,7 h e permaneceram 2 h assoalhando diariamente; ao longo do outono o
namero de animais ativos e o0 tempo em atividade diminuiram até que todos se tornaram
inativos. Na primavera 83% dos teils estavam ativos por 7 h e permaneceram 4 h
assoalhando. Um padrdo sazonal similar foi observado na atividade locomotora e na
alimentacdo. No outono, a alimentacdo cessou antes da atividade diaria e os teils tornaram-se
afagicos algumas semanas antes da entrada em hibernacdo. Os maiores niveis de CORT foram
observados no inicio do outono, reduzindo progressivamente até valores 75 e 86% menores na
dorméncia e despertar, respectivamente; na primavera os niveis de CORT foram 32%
menores em comparagao com o inicio do outono. Este padrdo sugere um papel da CORT nos
ajustes que promovem a ingestdo de alimento e a deposicdo de substratos energéticos no
outono. A reducdo da atividade geral no final do outono contribuiria para a economia
energética e manutencdo da massa corporea, apesar da reducdo da ingestdo de alimento. O
curso temporal das alteracGes fisiologicas e comportamentais em neonatos reforca a ideia de
gue a dorméncia sazonal nos teils é o resultado da expressdo de um ritmo enddgeno. Na
segunda parte do estudo foi investigada a hipotese de que ocorreriam ajustes das defesas
antioxidantes durante a hibernacdo, em antecipacdo ao despertar. Foram analisados

marcadores de estresse oxidativo e antioxidantes em varios orgédos de teius em diferentes fases
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do primeiro ciclo anual. A CS, um indicador do potencial oxidante, ndo variou no figado e foi
menor no rim e no pulmao na hibernagéo. As enzimas antioxidantes revelaram (1) um efeito
abrangente de reducdo das taxas na hibernacdo e despertar; por exemplo, GR e CAT foram
menores em todos orgaos analisados e a GST tendeu a diminuir no figado e no rim, embora
constante no coragdo e no pulmdo. A G6PDH no figado e no rim néo variou. (2) No figado, a
GST, a Se-GPX e o teor de TBARS foram maiores na atividade de outono em relagdo a
primavera e a Se-GPX permaneceu elevada na hibernacgéo. (3) No figado, a SOD foi maior na
hibernacéo e despertar em relacdo ao outono e a Mn-SOD seguiu este padrdo. Em contraste,
no rim, coragdo e pulméo a SOD foi menor na hibernagdo e as taxas se recuperaram no
coracao e pulmao no despertar. A Mn-SOD seguiu este padrdo no pulmao. A concentracédo e o
estado redox da glutationa ndo variaram no figado, rim e coracdo; no pulméo o teor de Eg-
GSH e GSH foi menor na hibernacdo, com tendéncia a recuperacdo no despertar. O teor de
PC no rim foi maior na hibernacdo e diminuiu no despertar. No figado, as alteragdes no jejum
se assemelham as sazonais, como sugerem a inibicdo da CAT e GR e aumento da Se-GPX. Os
efeitos do jejum na primavera no rim diferem dos efeitos sazonais, como sugerem a reducéo
do teor de Eq-GSH e GSH e o aumento da razdo GSSG:GSH, a reducdo da G6PDH e o
aumento de PC. No conjunto, houve um efeito predominante de reducdo das taxas enzimaticas
na hibernagdo e no despertar, exceto pelas taxas aumentadas da SOD e Se-GPX no figado e
pela recuperacdo da SOD no coragéo e da GR, SOD e Mn-SOD no pulméo no despertar. As
elevadas taxas das enzimas antioxidantes no teill em comparacdo a outros ectotermos e a
auséncia de evidéncias de estresse oxidativo no despertar sugerem que a atividade enzimatica

remanescente € suficiente para prevenir danos aos tecidos face as flutua¢fes do metabolismo.

Palavras-chave: antecipacdo, hibernacdo, dorméncia sazonal, sazonalidade, lagarto teid,

Tupinambis merianae, corticosterona, lipidios, estresse oxidativo, antioxidantes.
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ABSTRACT

The tegu lizards hatch during the summer, when they face the challenge of growing and
storing substrates during a short time before going into fasting and metabolic depression
(=80% at 17 °C) during winter. The reactivation of metabolism and of blood perfusion during
arousal could favor the occurrence of oxidative stress in the tissues. The first part of his study
investigated adjustments which potentially conciliate energy demands in neonatal tegus,
particularly during pre-hibernation, by video recording of animal behavior and by measuring
the mass of fat bodies and levels of plasma corticosterone (CORT) during the annual cycle. In
the early autumn the body mass of the tegu was 27 g and the rostro-cloacal length was 9.3 cm,
which increased 40% and 20%, respectively, while the rates decreased progressively until
reach zero in winter. In spring activity body mass increased 80% in relation to values during
arousal and duplicated in relation to late summer. The fat bodies mass relative to body mass
was 3.7% in early autumn, and decreased during the subsequent months accumulating a mass
loss of 63% during arousal. In early autumn, 74% of the tegus were active for 4.7 h and they
basked for 2 h daily; during the autumn the number of animals and the time spent in activity
decreased until they become totally inactive. In spring 83% of the tegus were active for 7 h
and they basked for 4 h daily. Similar seasonal pattern was observed in the locomotory and
feeding activities. In the autumn, feeding was interrupted prior to the interruption of daily
activity and the tegus were aphagic a few weeks before the entry into hibernation. The CORT
level was the highest in early autumn and reduced progressively to 75% and 86% during
winter and arousal in early spring, respectively; later during spring the levels were 32% lower
than the autumn levels. These changes suggest a role of CORT in the adjustments which
promote food intake and substrate storage during the autumn. Despite a reduced food intake,
the widespread decrease of daily activities in late autumn would contribute to energy saving
and body mass maintenance. The time course of physiological and behavioral changes in
neonates reinforces the idea of an endogenous rhythm underlying seasonal dormancy in the
tegu. The second part of this study investigated the hypothesis of adjustments in antioxidant
system preparatory to the moment of arousal by the analysis of markers of oxidative stress
and of antioxidants in several organs of neonatal tegus, during different phases of the annual
cycle and during starvation in the spring. The Vmax of CS, an indicator of the oxidative
potential, did not vary in the liver and was smaller in the kidney and lung of dormant tegus.
The antioxidant enzymes revealed (1) a widespread effect of lowering rates during dormancy

and arousal; for instance, GR and CAT were lower in all organs examined and GST had a



Xiv

tendency to be lower in the liver and in the kidney tissues, although it was constant in the
heart and in the lung. (2) In the liver, GST and Se-GPX, and the levels of TBARs were higher
in the autumn than in the spring activity. (3) In the liver, SOD was higher during dormancy
and arousal in relation to the autumn, and Mn-SOD followed this pattern. Contrastingly, SOD
in the kidney, heart and lung was lower during dormancy, and rates recovered in the heart and
lung during arousal before food intake. The Mn-SOD followed this pattern in the lung. The
glutathione concentration and the redox balance did not change in the liver, kidney and heart;
in the lung, the levels of Eq-GSH and GSH were lower and had a tendency to increase during
arousal. Importantly, carbonyl proteins were increased in the kidney during dormancy and
recovered during arousal. The effects of starvation during spring differed of those of fasting
during winter in the kidney, as shown by the lower Eq-GSH levels and increased GSSG:GSH
ratio, the lower G6PDH, and the increased carbonyl proteins. In the liver, changes during
starvation followed seasonal patterns, as shown by increased Se-GPX, and decreased CAT
and GR, together indicating a consistent effect exerted by interruption of food intake. The
high rates of antioxidant enzymes in neonatal tegus compared with other ectotherms, and the
absence of evidence of oxidative stress at arousal suggest that remaining enzyme activities are
sufficient to prevent tissue damage that could be caused by the metabolic fluctuations during

the annual cycle in the tegu.

Keywords: hibernation, seasonality, tegu lizard, Tupinambis merianae, corticosterone,

glucocorticoids, oxidative stress, antioxidants, anticipation, fat stores



Introdugéo Geral | 2

1.1.  Introducéo Geral

A dorméncia sazonal ¢ um fendbmeno de ampla ocorréncia nos animais e considerado
um dos exemplos mais fascinantes de flexibilidade fenotipica. A dorméncia sazonal é
caracterizada por jejum e uma acentuada depressdo das taxas de consumo de Op,
acompanhada de diminuigdo ou interrupcéo de diversos processos fisioldgicos, e um exemplo
classico deste fenébmeno é a hibernacdo (CAREY; ANDREWS; MARTIN, 2003; GUPPY;
WITHERS, 1999; HELDMAIER; ORTMANN; ELVERT, 2004). A sobrevivéncia durante os
meses de jejum e hipometabolismo depende de ajustes metabdlicos antecipatérios, que
favorecem o armazenamento de substratos energéticos e promovem uma reducéo coordenada
e gradual das taxas de producdo e consumo de energia no animal, o que prolonga o tempo de
sobrevivéncia com base nos estoques de nutrientes. Uma vez gque a oferta de O, no ambiente
ndo é um fator limitante para a maioria dos hibernantes, lipidio é o principal substrato
armazenado e posteriormente utilizado como fonte de energia, resultando em variagoes
sazonais marcantes da adiposidade nos hibernantes. Durante o estado hipometabdlico a
ventilacdo € interrompida por fases de apneia que podem durar até 20 min, juntamente com
uma reducdo do fluxo sanguineo em alguns 6rgdos, e estes ajustes provavelmente resultam em
hipéxia nos tecidos (ANDRADE; ABE, 1999; CAREY; ANDREWS; MARTIN, 2003;
KUDEJ; VATNER, 2003). No despertar, a reativacdo do metabolismo e o rapido aumento das
taxas de consumo de O, juntamente com a reperfusdo de 6rgdos hipoperfundidos, criam
condicdes gque favorecem a ocorréncia de estresse oxidativo (HERMES-LIMA; ZENTENO-
SAVIN, 2002).

O primeiro ciclo anual de um hibernante é potencialmente desafiador, devido a
limitacdo de tempo para crescimento e armazenamento de lipidios antes que a disponibilidade
de alimento se torne reduzida no inverno. No caso de animais que armazenam energia no
orgdo adiposo, um tamanho corpéreo minimo é necessario para acomodar o0 aumento da
adiposidade. Portanto, a aquisicdo de energia nos neonatos destina-se, num primeiro
momento, aos processos relacionados com o crescimento e, posteriormente, em algum
momento do outono deve haver uma mudanga na estratégia de alocagdo de energia de modo a
inibir o consumo com crescimento e priorizar 0 armazenamento na forma de estoques
lipidicos. Paralelamente, o sistema de protecdo antioxidante deve exibir ajustes que previnem
um aumento excessivo de danos a macromoléculas em face da elevada intensidade metabdlica

desta fase. Diante destas demandas energéticas conflitantes no primeiro ciclo anual de animais
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que exibem hibernacdo, uma multiplicidade de ajustes fisiologicos e comportamentais deve
ocorrer de modo a viabilizar a alocagdo de recursos coordenada no tempo e compativel com a

sobrevivéncia dos jovens até que a alimentacdo seja retomada na primavera.

Um modelo geral para a sequéncia temporal dos eventos que ddo suporte ao
armazenamento de lipidios em mamiferos hibernantes foi proposto por Dark (2005). De
acordo com o modelo, uma diminui¢cdo da taxa metabolica aproximadamente na metade do
verdo, antes da diminuicdo da ingestdo de alimento, possibilitaria um aumento acelerado da
deposicdo de lipidios no outono; posteriormente, no final do verdo ou inicio do outono,
ocorreria a reducdo gradual da ingestdo de alimento, porém o ajuste metabolico permitiria que
a massa corpdrea continuasse aumentando até atingir o maximo no fim do outono. No
entanto, a relacdo temporal entre os ajustes fisiolégicos e comportamentais que antecedem a
hibernacdo é variavel entre espécies de mamiferos (GIROUD et al., 2014; SHERIFF et al.,
2013) e possivelmente nos demais grupos de vertebrados. Estas variacOes reversiveis da
adiposidade sdo controladas por mecanismos enddgenos que geram, por vias ainda pouco
compreendidas, um aumento do apetite, da ingestdo de alimento e de fatores lipogénicos na
fase de armazenamento de lipidios; e posteriormente, possibilitam o estabelecimento de um
estado de anorexia voluntaria e inatividade associado com o a reducdo progressiva da
adiposidade ao longo da dorméncia sazonal (MROSOVSKY; POWLEY, 1977; SCHWARTZ,
HAMPTON; ANDREWS, 2015). Evidéncias indicam que em hibernantes os hormonios
glicocorticoides (GCs) atuariam promovendo a deposicdo de lipidios durante os meses que
antecedem a hibernacdo (BOSWELL; WOODS; KENAGY, 1994; DALLMAN et al., 1993;
DARK, 2005). Este importante componente do fendmeno de hibernacdo é pouco estudado,
particularmente em animais jovens, nos quais a demanda de energia associada ao
armazenamento de substratos precisa ser compatibilizada com as demandas do crescimento e

manutencdo do organismao.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo gerados continuamente por uma variedade
de processos celulares e o estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo desses radicais
excede a taxa de eliminacéo pelo sistema de protecdo antioxidante (SIES, 1986). As variagoes
da taxa metabdlica e do grau de oxigenagdo dos tecidos criam condigdes que propiciam um
aumento da producéo de ROS durante o ciclo anual de hibernantes. Storey (1996) propds que
animais que vivenciam amplas flutuacdes da taxa de producdo de ROS podem exibir um
dentre trés diferentes padrdes de ajuste do sistema de prote¢do antioxidante: (1) manutencao

de niveis de antioxidantes constitutivamente altos de modo que o organismo esteja apto a lidar
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com o aumento de ROS a qualquer instante (2) aumento das defesas antioxidantes em
resposta ao hipometabolismo, de modo que as defesas estejam prontas em antecipacdo ao
aumento da producdo de ROS no despertar e/ou (3) maior resisténcia ao acimulo de
moléculas danificadas durante o despertar e énfase nos mecanismos de reparacdo e
eliminacdo. Evidéncias a favor da tltima alternativa sdo raras e a ‘escolha’ entre as duas
primeiras parece ser determinada pela frequéncia com que a espécie vivencia 0 estresse na
natureza (STOREY, 1996). Dentre os animais que apresentam dorméncia sazonal, o segundo
padrdo € mais frequente que o primeiro (BUZADZIC et al., 1990; EDDY; MCNALLY;
STOREY, 2005; PAGE et al., 2010); no entanto, os resultados sdo altamente espécie- e
tecido-especificos e ainda ndo possibilitam um entendimento mais amplo dos fatores que

determinam a ‘escolha’ do ajuste do sistema de protecdo antioxidante na dorméncia sazonal.

Diversas evidéncias sugerem um nivel elevado de producdo de ROS nas fases
iniciais do desenvolvimento ontogenético, o que estaria associado a elevada taxa metabodlica
nesta fase (METCALFE; ALONSO-ALVAREZ, 2010). Estudos que investiguem um possivel
papel de ajustes do sistema antioxidante em animais juvenis sdo raros (BAKER,;
COSTANZO; LEE, 2007). Em hibernantes, a ocorréncia de jejum e depressdo metabdlica
durante esta fase do ciclo de vida possivelmente impde condi¢Ges limitantes para a
sobrevivéncia dos neonatos. No primeiro ciclo anual pode-se supor que os niveis de producao
de ROS seriam elevados, especialmente no outono em decorréncia da atividade metabodlica
aumentada, face as multiplas demandas do desenvolvimento, crescimento e preparacdo para

0s meses de hibernacéo.

Lagartos teitl Tupinambis merianae, comuns no sudeste brasileiro, exibem dorméncia
sazonal no outono e inverno, quando a temperatura média e a umidade relativa do ar sdo mais
baixas. O ciclo anual dos eventos inclui uma fase de preparacdo para a hibernacao,
caracterizada por uma reducdo gradual da atividade e pelo acimulo de lipidios, seguindo-se
uma fase em que a taxas de consumo de O, diminuem progressivamente até valores 70-80%
menores em relacdo aos valores de repouso na atividade (MILSOM et al., 2012; SOUZA et
al., 2004). Estudos prévios com teils recém-eclodidos sugerem que o nivel de adiposidade no
final do outono influencia 0 momento do inicio, a duracdo e a magnitude da depressao
metabdlica, bem como as chances de sobrevivéncia dos neonatos (SOUZA et al., 2004).
Adicionalmente, os autores observaram que o grau de inibicdo metabdlica no primeiro ciclo
anual é maior em animais de menor massa corpOrea, com menor capacidade de

armazenamento de substratos, provavelmente diminuindo a taxa de mobilizagio dos estoques
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lipidicos e ampliando as chances de sobrevivéncia dos pequenos neonatos durante o jejum
prolongado e o despertar. Em contraste com a hibernacdo em pequenos mamiferos, que ocorre
em baixas temperaturas ambientais (por exemplo, 2-3°C) e € interrompida por mdaltiplos
episédios de despertar, a hibernacdo nos teils ocorre em temperaturas amenas (~17°C) e
aparentemente é um estado continuo, que se estende ao longo de varios meses. Embora ainda
ndo se conhega a causa evolutiva dos episodios de despertar, vérias hipdteses tém sido
propostas para explicar o seu significado funcional. Por exemplo, a hibernacdo confere
resisténcia a isquemia seguida de reperfusdo em intestino de mamiferos hibernantes, que seria
induzida por um aumento moderado da geracdo de ROS durante os multiplos episddios de
despertar (KURTZ et al., 2006). A inexisténcia de ciclos de torpor-despertar (MILSOM et al.,
2008) e o estado de dorméncia a uma temperatura corpérea elevada no teit levanta a questao
sobre como e quando ocorreria a regulacao do sistema antioxidante nesses animais, de modo a

garantir a viabilidade do organismo ao final dos meses de jejum e hipometabolismo.

Com base no exposto, um dos objetivos do presente estudo foi investigar as
alteracdes no padrdo de atividades didrias que compatibilizam as demandas de crescimento e
de armazenamento de lipidios durante o primeiro ciclo anual de teitds. Com base no modelo
proposto por Dark (2005), as taxas de crescimento e de ganho de massa e a atividade diéria
foram analisados em diferentes fases do ciclo anual de maneira a testar a hipotese de que o
ganho de massa corpoérea na segunda metade do outono seria potencializado por uma reducao
da atividade diaria, antes que a ingestdo de alimento diminua, acompanhando a inibicdo do
metabolismo caracteristica desta fase (SOUZA et al., 2004). Assim, na segunda metade do
outono a energia utilizada para o crescimento dos neonatos seria realocada para a formacao de
estoques lipidicos, permitindo que os animais alcancem rapidamente os niveis de adiposidade
adequados a sobrevivéncia durante o prolongado jejum na dorméncia de inverno.
Adicionalmente, os niveis de GCs estariam aumentados no outono, em associacdo com as
elevadas taxas de deposicdo de lipidios. O segundo objetivo do trabalho foi investigar a
ocorréncia de estresse oxidativo e de ajustes no sistema de protecdo antioxidante no primeiro
ciclo anual de teils. As atividades de enzimas antioxidantes, os niveis de glutationa e de
marcadores de danos a macromoléculas foram analisados no figado, rim, coracdo e pulmao de
teits recém-eclodidos em diferentes fases do ciclo anual. Esta analise teve como hipdtese o
aumento do potencial do sistema de protecdo antioxidante durante a dorméncia em teius
jovens, assegurando a integridade celular e prevenindo o excessivo aumento do nivel de

moléculas danificadas no momento do despertar. Devido aos efeitos pré-oxidantes do jejum
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(SORENSEN et al., 2006), analisou-se também a hipétese de que a interrupcdo da
alimentacdo durante a dorméncia sazonal seria um componente importante da resposta de
ajuste sazonal. Ao analisar o sistema de protecdo antioxidante e marcadores de dano oxidativo
nestes Orgdos dos teils, pretendemos tracar provaveis relacdes entre as alteracdes observadas
e peculiaridades funcionais dos 6rgdos no contexto da dorméncia sazonal, sem o efeito
abrangente da reducdo da temperatura corpérea que acompanha a dorméncia sazonal na

maioria dos estudos com mamiferos hibernantes.
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1.2. Revisao de Literatura

1.2.1. Dorméncia sazonal e regulacédo da massa corporea

A habilidade de deprimir a taxa metabdlica de repouso € de ampla ocorréncia nos
animais e pode estar associada a dorméncia sazonal, como nos casos de estivacdo e
hibernacéo, ou dissociada da dorméncia sazonal, como no torpor diario, sono e anidrobiose,
extensamente revisados na literatura (CAREY; ANDREWS; MARTIN, 2003; GUPPY;
WITHERS, 1999; STOREY; STOREY, 2004). A estivacdo possibilita que muitos animais,
incluindo anuros, peixes e caramujos, sobrevivam a fases de calor e escassez de agua. Ja a
hibernacdo geralmente esta associada aos efeitos combinados de temperaturas reduzidas e
escassez de alimento no inverno. Beija-flores e alguns pequenos mamiferos apresentam torpor
diario, um estado de hipometabolismo semelhante a hibernacdo, mas com apenas algumas
horas de duracdo, que esta associado a fase do dia na qual a disponibilidade de alimento é
reduzida. Tartarugas sobrevivem longos periodos em anoxia, sem acesso ao ar atmosférico,
embaixo da camada de gelo que se forma nos lagos durante o inverno. Seja em condicdes
anoxicas ou na presenca de oxigénio, a depressdao metabdlica estende o tempo de
sobrevivéncia dos organismos ao reduzir a demanda de energia e a velocidade de utilizacdo
das reservas de substratos. Na maioria dos casos, a taxa metabdlica € reduzida para 5-40% da
taxa metabdlica de repouso, mas alguns organismos como esporos e cistos sofrem depressado
metabolica ainda maior e, em muitos casos, a taxa metabolica simplesmente ndo pode ser
detectada, uma condi¢do denominada criptobiose. Deste modo, a reducdo da velocidade dos
processos metabdlicos representa uma extensdo do tempo biolégico e, em alguns casos, a
supressdao completa e reversivel do metabolismo induz um estado ‘ametabolico’, cujo
significado seria o ‘escape’ reversivel do tempo (CAREY; ANDREWS; MARTIN, 2003;
HOCHACHKA; GUPPY, 1987).

A depressdo metabodlica € um dos aspectos mais importantes do fendmeno de
dorméncia sazonal. A terminologia usada na literatura que trata deste fendmeno varia em
funcdo do critério adotado pelo autor, o que a torna redundante e confusa; neste trabalho, o
termo ‘hibernagdo’ foi empregado para designar a dorméncia que ocorre durante 0s meses de
inverno € o termo ‘estivagdo’ foi empregado para nomear a dorméncia durante os meses de

verdo (DARK, 2005; MILSOM et al., 2012; STOREY; STOREY, 2012). A dorméncia
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sazonal € caracterizada pela presenca de dois componentes principais, 0 jejum e a depressao
metabdlica, acompanhados de uma diminuicdo ou interrup¢do de diversos processos
fisiolégicos (revisdo em HOCHACHKA; GUPPY, 1987). Ao permanecer em jejum o animal
obtém economia energética significativa associada com a inibi¢do dos processos de digestéo e
absorcéo de nutrientes, além do custo envolvido com a manutencdo dos 6rgdos que participam
desses processos. Paralelamente & inibicdo da taxa dos processos que produzem e consomem
energia nas células, ha uma inibicdo da locomoc¢édo e uma diminuicdo das frequéncias cardiaca
e respiratoria, da filtracdo glomerular e da atividade elétrica cerebral. No conjunto, estes
ajustem promovem uma reducdo das taxas de consumo de O, na hibernagdo que pode
alcancar 95% em esquilos terricolas e 80% em lagartos teit (CAREY; ANDREWS;
MARTIN, 2003; SOUZA et al., 2004). Esses ajustes resultam em extensdo do tempo de
sobrevivéncia com base nos estogques de nutrientes acumulados na fase de preparacdo para a

dorméncia.

Diversos animais desenvolveram a habilidade de ‘prever’ fases em que as condigdes
ambientais tornam-se desfavoraveis, ou étimas, para determinadas fungdes, por meio de um
sistema temporizador interno e da percepcdo de sinais ambientais ciclicos, tais como
fotoperiodo, temperatura e umidade. Alguns ritmos anuais persistem mesmo na auséncia
destas pistas ambientais, com um periodo aproximado de 365 dias. Estes ritmos enddgenos
sdo denominados ritmos circanuais e sdo ajustados aos ciclos ambientais através de agentes
sincronizadores (FARNER, 1985). Uma das primeiras comprovacfes da existéncia de ritmo
circanual foi obtida em estudos sobre o ritmo de hibernacdo em esquilos (PENGELLEY;
FISHER, 1963). Esses pesquisadores mantiveram os esquilos isolados durante trés anos, em
condicBes constantes de fotoperiodo, temperatura e disponibilidade de alimento. Mesmo
nessas condicdes, 0s animais apresentaram variagdes ciclicas de massa corporea, de consumo
de alimento e de hibernacdo, com um periodo aproximado de 12 meses. Esses experimentos
desmistificaram a ideia de que o animal entra em hibernacdo em decorréncia da
indisponibilidade de alimento e das baixas temperaturas ambientais, como uma reagéo direta e

passiva a esses fatores ambientais.

A hibernacdo em mamiferos consiste de uma sequéncia de fases de torpor, com
duracdo entre uma a trés semanas, intercalada por episodios de despertar, com duracdo de
menos de 24h, quando os animais acordam, elevam a temperatura corporea e restabelecem
todas as funces fisioldgicas. Este padrdo de hibernacdo pode ainda ser dividido em quatro

fases: entrada em torpor, manutencdo do torpor, despertar e eutermia. Estas quatro fases se
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repetem ao longo dos meses de hibernacdo, até o momento em que o animal retoma a
eutermia e ndo mais ingressa em torpor. Este padréo de hibernacdo consome substancialmente
mais energia quando comparado a dorméncia sazonal continua, apresentada por ursos e certas
espéecies de anfibios e répteis. Na marmota, 72% da energia consumida durante toda a
hibernacdo é gasta no momento do despertar (17%) e durante os periodos de eutermia (57%)
(HELDMAIER; ORTMANN; ELVERT, 2004). A importancia fisioldgica dos episodios de
eutermia ainda ndo € conhecida e a resposta para esta questdo permanece como um dos
grandes desafios para os estudiosos do fendmeno de hibernacdo (VAN BREUKELEN;
MARTIN, 2015). Especula-se que os episodios de despertar tenham um papel no
reconhecimento de patdgenos e iniciacdo de resposta imune, além de reposi¢do de mMRNAS e
proteinas degradados durante o hipometabolismo (PRENDERGAST et al.,, 2002; VAN
BREUKELEN; MARTIN, 2015). Aléem disso, tem sido proposto que o0s episodios de
despertar possam estar relacionados com um prolongamento do ritmo circadiano, ou ainda
com mudancas na concentracdo de metabdlitos, seja a deplecdo de fatores criticos para
manutencdo do torpor ou acUimulo de fatores inibitorios do torpor (VAN BREUKELEN;
MARTIN, 2015). Nos mamiferos, a entrada em hibernacédo é caracterizada pela reducdo em
unissono das frequéncias cardiaca e ventilatoria e da taxa metabdlica que, associadas a ajustes
hipotalamicos, contribuem para uma acentuada reducdo da temperatura corpérea. Durante as
fases de torpor, a temperatura corpdrea destes animais é regulada num novo patamar que se
situa 2 a 3 °C acima da temperatura do abrigo, e pode chegar a valores tdo baixos quanto 0 °C,
de modo que a contribuicdo do efeito termodinamico para a reducdo do metabolismo parece
ser predominante (HELDMAIER; ORTMANN; ELVERT, 2004; STOREY; STOREY, 2004).
Em contraste com hibernantes classicos, outros animais apresentam depressdo metabdlica de
magnitude semelhante a temperaturas corpoOreas relativamente altas (HELDMAIER,;
ORTMANN; ELVERT, 2004). Os lagartos teid Tupinambis merianae, da América do Sul,
apresentam dorméncia sazonal nos meses de inverno tropical a temperaturas amenas, por
volta de 17 — 20 °C (SOUZA et al., 2004). Os Iémures Cheirogaleus mudius, da ilha de
Madagastar, hibernam no interior dos ocos das arvores por até 7 meses, apesar de
temperaturas ambientais que podem alcangar até 30 °C durante o dia (DAUSMANN et al.,
2005). Nestes primatas parece haver uma maior contribuicdo de mecanismos intrinsecos e
menor influéncia do efeito termodindmico de reducdo da temperatura corpdrea para a inibicéo
metabolica do que o observado em pequenos roedores. Os mecanismos intrinsecos podem

consistir em expressdo génica diferencial ou alteracfes pds-traducdo de proteinas enzimas que
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contribuem para a inibicdo das taxas de consumo e producdo de energia nas células
(STOREY; STOREY, 2004).

O ciclo anual de um hibernante adulto tipico, como o esquilo terricola e o lagarto
teil, pode ser dividido em trés fases: (1) uma fase de aumento da massa corpdrea devido ao
armazenamento de substratos, geralmente iniciada na primavera ou no verdo apos o final da
atividade reprodutiva; (2) uma fase de perda de massa corpérea, que comeca no final do verdo
ou inicio do outono e é caracterizada pela imergéncia do animal em tocas e inicio da
hibernacéo; (3) e a fase reprodutiva na primavera (DARK, 2005). Na maioria dos casos de
hibernacdo e estivacdo a oferta de oxigénio (O,) no ambiente ndo é um fator limitante ao
metabolismo e os lipidios sdo o principal substrato armazenado, de modo que estes animais
apresentam amplas variacdes da adiposidade ao longo do ano. Esquilos, por exemplo, dobram
sua massa corpdrea e triplicam a massa do tecido adiposo branco durante a fase que antecede
a dorméncia (CAREY; ANDREWS; MARTIN, 2003; DARK, 2005). Lagartos teiu jovens,
em crescimento, armazenam cerca de 3% da massa corporea na forma de lipidios em corpos
gordurosos abdominais, além do deposito subcutaneo na cauda (SOUZA et al., 2004), e a
guantidade de gordura armazenada possivelmente é ainda maior nos animais adultos, dado
que possuem um maior volume corpéreo relativamente a massa. Em ambos exemplos citados,
0 armazenamento de grande quantidade de lipidios na fase que antecede a dorméncia sazonal
€ um evento rigorosamente controlado, através de uma série de ajustes da fisiologia e do
comportamento que ainda ndo sdo completamente compreendidos e parecem variar de acordo

com os diferentes compromissos envolvidos na histdria de vida das espécies.

Antes do primeiro inverno, animais hibernantes neonatos precisam ndo somente
acumular reservas energéticas em quantidade suficiente para sobreviver aos meses de jejum e
depressdao metabdlica, mas também sustentar o processo de crescimento e desenvolvimento
ontogenético. O processo de crescimento estrutural € um dos maiores desafios no inicio da
vida do individuo e pode ter consequéncias importantes para o valor adaptativo do adulto
(DMITRIEW, 2011). No caso de animais que armazenam energia na forma de lipidios no
Orgdo adiposo, um tamanho corpéreo minimo € necessario para acomodar o aumento da
adiposidade. Portanto, em algum momento do outono deve haver uma mudanca na estratégia
de alocacdo de energia de modo a inibir 0o consumo com crescimento e priorizar 0
armazenamento na forma de estoques lipidicos. Uma evidéncia indireta deste compromisso é
a correlacdo negativa entre taxa de crescimento e a quantidade de reservas energéticas na
cobra Vipera berus (FORSMAN; LINDELL, 1991). Deste modo, os hibernantes precisam
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otimizar a alocacdo diferencial de energia e tempo para 0s processos de crescimento,
armazenamento de lipidios, bem como manutencéo do organismo durante 0s meses de verdo e
outono, de modo a atingir um tamanho e composi¢do corporeos adequados até 0 momento do

inicio da hibernacéo.

O tamanho corpdreo no inicio da hibernacdo € um importante determinante da
probabilidade de sobrevivéncia a hibernacdo e a massa corpdrea necessaria para sobreviver a
hibernacdo depende de fatores como a temperatura no hibernaculo, duracdo da fase de
hibernacdo e, para algumas espécies, a disponibilidade de alimento no momento da
emergéncia da hibernacdo (PILASTRO; GOMIERO; MARIN, 1994). Em mamiferos, 0s
fatores que influenciam mais fortemente a massa corpérea no inicio da hibernagdo parecem
ser a massa corporea no momento do nascimento, a taxa de crescimento e a duracdo da fase
ativa (ALLAINE; GRAZIANI; COULON, 1998; WOODS; ARMITAGE, 2003). Em
roedores da espécie Glis glis, a massa corpdrea dos filhotes correlaciona-se positivamente
com a massa corpérea da mée e negativamente com o tamanho da ninhada; no inicio da
hibernacéo, os filhotes que nasceram mais tarde na estacdo ativa pesam menos que aqueles
gue nasceram mais cedo (PILASTRO; GOMIERO; MARIN, 1994). Além disso, 0 momento
do nascimento dos filhotes parece estar relacionado com a condigdo corporal das fémeas;
fémeas com condicdo corporal ruim postergam a gravidez e a lactacdo ocorre quando a
disponibilidade de alimento no ambiente é méaxima, enquanto que fémeas com boa condicéao
corporal se reproduzem antes e perdem peso durante a lactacdo, porém elas e seus filhotes tém
mais tempo para desfrutar de condicBes ambientais favoraveis antes da hibernacéo.
Evidéncias sugerem que esquilos hibernantes apresentam taxas de desenvolvimento mais
elevadas em comparacdo com espécies ndo hibernantes, o que teria uma importancia
adaptativa ja que estes animais precisam crescer rapido e armazenar uma gquantidade
adequada de gordura em um intervalo de tempo muito restrito de modo a sobreviver ao
periodo de inatividade e jejum (CLARK, 1970). Fatores ambientais tais como a qualidade e a
disponibilidade do alimento também afetam o crescimento de hibernantes jovens, no entanto,
fatores internos como um ritmo endogeno, parecem ser de grande influéncia na definicdo do
momento da interrupcdo da ingestdo de alimento e do crescimento. Filhotes de marmota
interrompem o crescimento cerca de duas semanas antes da hibernacdo mesmo na presenca de
alimento fornecido artificialmente, sugerindo a existéncia de um controle enddgeno
(WOODS; ARMITAGE, 2003).

Um modelo dos eventos que favorecem o acumulo de lipidios em hibernantes adultos
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foi proposto por Dark (2005) segundo o qual as alteracBes de taxa metabdlica (TM), ingestdo
de alimentos e massa corpdrea sdo ligeiramente dessincronizadas no ciclo anual (DARK,
2005). Na primavera e no inicio do verdo a ingestdo de alimento e a TM séo intensas e uma
diminuicdo da TM aproximadamente na metade do verdo, antes da diminuicdo da ingestdo de
alimentos, possibilita um aumento acelerado da deposicdo de lipidios. No final do verdo ou
inicio do outono ocorre reducdo da ingestdo alimentar, antes que a massa corpérea atinja o
méaximo, geralmente observado no fim do outono. Na primavera, quando 0s animais
despertam, a TM eleva-se antes que a ingestdo de alimentos seja restabelecida e ocorre
diminuicdo da massa corporea mesmo apds o inicio da alimentagdo (Fig. 1.1). Embora
ingestdo alimentar, TM e massa corpdrea sejam supostamente controladas por um
temporizador enddgeno, o controle da massa corpdrea parece ser a fungédo critica e 0s outros
dois processos, subservientes (DARK, 2005). Uma notavel semelhanca foi observada na
sequéncia temporal destes eventos em pequenos mamiferos e em lagartos teid, ressaltando a
importancia da fase de antecipacdo e de mecanismos reguladores dos niveis de adiposidade na
preparacdo para a hibernacdo (SOUZA et al., 2004). A anélise sistematica das variacdes
sazonais da ingestdo de alimento, gasto energético e adiposidade em diferentes espécies e
contextos pode fornecer importantes informacdes sobre as semelhancas ou divergéncias deste
modelo proposto na literatura, possibilitando o estabelecimento de relagdes com aspectos da
ecologia e historia de vida dos animais. Em particular, os eventos que d&do suporte a formacéao
de estoques energéticos sdo pouco compreendidos em animais jovens, nos quais esta demanda

precisa ser compatibilizada com a demanda do crescimento e desenvolvimento ontogenético.

=—=Body mass

Food intake

Increasing ——

= =Metabolic rate

Summer Autumn Winter Spring

Figura 1.1 — Esquema geral simplificado do ciclo anual da massa corpdrea, ingestdo de alimento e
metabolismo em um roedor hibernante de laboratério. A, inicio da hibernacéo; B, final da hibernagao.
Fonte: Florant e Healy (2011).
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A ideia de que as alteracBes da massa corporea em animais hibernantes sdo produto
de uma mudanga programada do nivel ideal de adiposidade n&o é recente. H& mais de 35 anos
foi proposto que as variacbes anuais da massa corpdrea em animais hibernantes eram o
resultado de um mecanismo que estabeleceria um ponto de regulacdo diferente (‘sliding set-
point”) para cada momento do ciclo anual, provavelmente regulado pelo hipotdlamo
(MROSOVSKY; POWLEY, 1977). LesOes cerebrais que produzem obesidade em ratos de
laboratério também aumentam a massa corpérea em hibernantes, mas o ciclo anual de
deposicdo de gordura persiste (BARNES; MROSOVSKY, 1974). Esquilos terricolas
submetidos a remocao cirdrgica de porcdes substanciais do tecido adiposo na fase de ganho
ou perda de massa recuperam a massa corporea até niveis apropriados para 0 momento do
ciclo anual dois meses depois (DARK; FORGER; ZUCKER, 1984). Em contraste, ap0s trés
meses, ratos ndo recuperam o tecido adiposo removido cirurgicamente e manifestam somente
recuperacdo parcial apds seis meses (FAUST; JOHNSON; HIRSCH, 1979 apud DARK;
FORGER; ZUCKER, 1984). Em conjunto, estes estudos evidenciam que os ciclos anuais de
deposicdo e mobilizacdo de lipidios em animais que apresentam dorméncia sazonal sdo
rigidamente controlados e defendidos, provavelmente por um mecanismo central que se
utiliza de um sinal proveniente do 6rgdo adiposo que informa a quantidade total de reservas e,
desta forma, possibilita o ajuste da adiposidade do animal ao momento de seu ciclo anual de
atividades. Estudos recentes fornecem informagdes acerca dos mecanismos que geram este
‘ponto de regulacdo’ e que controlam o balanco energético em hibernantes, porém o
mecanismo neural enddgeno que aumenta e posteriormente reduz o apetite em hibernantes
ainda ndo foi elucidado (FLORANT; HEALY, 2011). O conhecimento nesta &rea com
animais hibernantes ndo acompanhou o ritmo do avan¢o com animais de laboratério, muito
em funcdo da dificuldade em se estudar animais de genoma e transcriptoma desconhecidos,
sobretudo quando se trata de ectotermos. Por outro lado, diversos estudos nas Gltimas décadas
mostraram que a regulacdo periférica dos mecanismos lipogénicos e lipoliticos em adipécitos
é o resultado do balancgo entre fatores que promovem o armazenamento de lipidios (insulina,
enzimas lipogénicas) e aqueles que promovem a sua liberagdo (catecolaminas, enzimas
lipoliticas) (revisdo em DARK, 2005). Além destes fatores, os glicocorticoides (GCs) sdo
horménios importantes na regulacdo do fluxo de energia nos adipocitos (PECKETT,;
WRIGHT; RIDDELL, 2011). Embora sejam mais prontamente lembrados como horménios
que promovem mobilizacdo de energia em situacdes de emergéncia, tem sido proposto que
niveis basais aumentados de GCs atuariam sinergicamente com a insulina, promovendo a

deposicédo de lipidios durante os meses que antecedem a hibernacdo (BOSWELL; WOOQODS;
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KENAGY, 1994; DALLMAN et al., 1993; DARK, 2005). Além disso, ha fortes evidéncias
de que sinais enddcrinos provenientes do tecido adiposo branco, como a leptina, estdo
envolvidos na regulacdo do metabolismo energético também em hibernantes e esta é uma area
de pesquisa de grande efervescéncia nos ultimos anos (revisdo em FLORANT; HEALY,
2011).

A leptina é um horménio peptidico de 16kDa, sintetizado principalmente nos
adipdcitos e, em roedores de laboratorio, a sua concentracdo plasmatica é positivamente
relacionada a quantidade de lipidios depositados no tecido adiposo branco (ZHANG et al.,
1994). Embora esteja envolvida na regulacdo de diversos processos, como reproducéo,
termogénese e resposta imune, sua fungdo mais proeminente em roedores de laboratdrio é a
regulacao da ingestdo de alimento e do gasto energético e, no geral, niveis elevados de leptina
resultam em diminuicdo da ingestdo de alimentar, aumento do gasto energético e diminuicdo
adiposidade (AHIMA; FLIER, 2000); assim, em roedores de laboratério este horménio
atuaria de modo a ‘defender’ o nivel de adiposidade do animal em um patamar relativamente

estavel através, principalmente, da sua atuacdo em nucleos hipotalamicos.

Embora a quantidade de estudos ainda seja reduzida, diferentes tipos de ajustes no
modo de secrecdo e atuagdo da leptina tém sido observados em animais que apresentam
variacOes sazonais da adiposidade, o que tem estimulado a formulacdo de hip6teses sobre a
sua funcéo ancestral (COPELAND et al., 2011; HUKSHORN; SARIS, 2004; SCHRADIN et
al.,, 2014). A concentracdo plasmatica de leptina exibe uma correlagdo positiva com o
aumento da massa adiposa e tamanho do adip6cito em marmotas (FLORANT et al., 2004). A
resisténcia aos efeitos da leptina pode ser consequéncia de deficiéncias no transporte do
horménio, na expressdo dos receptores ou na sinalizacéo intracelular, permitindo que animais
sazonais se esquivem do efeito anorexigénico da leptina e alcancem a adiposidade necessaria
para sobreviver a dorméncia. Em contraste, em morcegos e em lagartos hibernantes observou-
se uma diminuicdo da secrecdo de leptina na fase de aumento da massa adiposa, indicando
que o sinal anorexigénico da leptina encontra-se ausente na fase de aumento da adiposidade
(KRONFELD-SCHOR et al., 2000; PAOLUCCI; ROCCO; VARRICCHIO, 2001;
SPANOVICH; NIEWIAROWSKI; LONDRAVILLE, 2006). A existéncia de um mecanismo
de dissociacdo destes eventos permitiria a manutencao da ingestao de alimentos e diminuigéo

da taxa metabolica, favorecendo o acimulo de lipidios.

A auséncia de uma relacdo positiva entre os niveis de adiposidade e de leptina

também foi observada em animais ndo hibernantes, como o roedor africano Rhabdomys
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pumilio (SCHRADIN et al., 2014), levando a formulacdo de hipdteses para explicar o modo
de atuacdo da leptina nos animais em que este tipo de regulacdo ocorre. De acordo com a
‘hipdtese ecologica’ proposta por Schradin et al. (2014), em um contexto com estacdes com
baixa disponibilidade de alimento, no qual o armazenamento de lipidios é importante para a
sobrevivéncia do animal, os niveis de leptina podem estar dissociados da quantidade de tecido
adiposo. Segundo o autor, espécies que vivem em ambientes com flutuagbes sazonais da
disponibilidade de alimento teriam baixos niveis de leptina quando a disponibilidade de
alimento for alta, mesmo que o nivel de adiposidade do animal ja esteja elevado,
possibilitando o armazenamento adicional de lipidios e aumentando as chances de
sobrevivéncia na estacdo com baixa disponibilidade de alimento; em contraste, os niveis de
leptina seriam altos na estacdo com baixa disponibilidade de alimento, de modo a inibir o
comportamento de busca de alimento. Portanto, sugere-se que a leptina ndo seria uma
molécula anti-obesidade, mas sim um importante sinal nos ciclos alimentagdo-jejum, e que o
seu papel principal seria evitar a morte por inanicdo (HUKSHORN; SARIS, 2004). Ao longo
da evolucdo, adaptacdes ao jejum foram favorecidas na medida em que aumentam a taxa de
sobrevivéncia dos animais que habitam ambientes sujeitos a variacdo da disponibilidade de
alimentos. H& evidéncias mostrando que camundongos e peixes submetidos a jejum
apresentam diminuicdo da concentracdo de leptina plasmatica; nos dois casos, a diminuicdo
dos niveis deste hormdnio ocorre sem uma diminuicdo correspondente da adiposidade,
indicando uma dissociacdo entre as duas variaveis (AHIMA; FLIER, 2000; JOHNSON;
JOHNSON; LONDRAVILLE, 2000).

Os mecanismos envolvidos no controle da saciedade e na manutencdo do estado de
anorexia voluntaria em hibernantes ainda ndo sdo conhecidos e tém sido alvo de muitos
estudos recentes (FLORANT; HEALY, 2011). Parte das dificuldades enfrentadas resulta da
diversidade de estratégias de histéria de vida empregadas pelos animais. Por exemplo,
algumas espécies se mantém completamente afagicas durante toda a estacdo de hibernacédo e
consomem somente as reservas energéticas endogenas; outras espécies utilizam as fases de
eutermia para ingerir alimento estocado no interior do hibernaculo (FLORANT; HEALY,
2011). Em esquilos terricolas, a analise do transcriptoma hipotalamico durante a atividade de
outono mostrou que diversos genes associados com o comportamento alimentar e obesidade
sdo hiper-regulados no final do outono, quando os animais encontram-se hipofagicos, em
comparagdo com animais hiperfagicos no inicio do outono, dentre eles o gene que codifica 0
receptor de leptina (SCHWARTZ; HAMPTON; ANDREWS, 2015). Adicionalmente,
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observou-se um aumento da concentracdo plasmaética de leptina na fase hipofagica e o
conjunto das evidéncias levou os autores a sugerir um papel da leptina como um sinal de
saciedade, que promoveria interrupcdo da ingestdo de alimento no final do outono.
Adicionalmente, evidéncias indicam a atuacdo de outros horménios na regulacdo sazonal da
massa corpérea e do comportamento alimentar, como grelina e GCs, além de nutrientes como
acidos graxos livres (FLORANT; HEALY, 2011).

1.2.2. Papel dos glicocorticoides na dorméncia sazonal

Glicocorticoides (GC) sdo horménios esteroides produzidos no cortex da glandula
supra-renal (SHERWOOD; KLANDORF; YANCEY, 2005). A sintese e a liberacdo de GC
sdo estimuladas pelo hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), cuja liberacéo é estimulada pelo
hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e pela arginina vasopressina (AVP), peptideos
produzidos no nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo. Este eixo hipotdlamo-hip6fise-
adrenal (eixo HPA) é ativado pelo estresse (fisico ou psicoldgico) através de projecdes de
varias outras regides cerebrais para o PVN. O eixo HPA de vertebrados é um sistema
fisiol6gico com estrutura e fungdo muito conservados, o que é atribuido ao papel central que
este sistema desempenha, mediando a resposta adaptativa dos organismos as alteracGes
ambientais previsiveis e imprevisiveis (DENVER, 2009). O principal GC em humanos e
peixes é o cortisol, enquanto em ratos, camundongos, aves, répteis e anfibios é a
corticosterona (CORT). Os GCs, juntamente com as catecolaminas, estdo envolvidos na
resposta a situacOes de estresse em todos os vertebrados, no entanto, exceto por alguns efeitos
comportamentais rapidos, os GCs demoram minutos a horas para exercerem seus efeitos
fisioldgicos através de regulacdo da transcricdo de genes, enquanto as catecolaminas atuam de
forma mais imediata (SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). Os principais efeitos
metabolicos de GCs s@o o aumento das taxas de catabolismo de proteinas e lipidios e da
gliconeogénese hepatica e inibicdo da captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, o que
resulta em um aumento da concentragdo plasmética de glicose. GCs também atuam no
cérebro aumentando o apetite, o comportamento de busca por alimento e a atividade
locomotora, assim, regulando comportamentos que controlam o gasto e a aquisicdo de

energia.
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Eventos ou condicGes que ameagam a sobrevivéncia do animal podem ocorrer de
maneira previsivel (como o inverno) ou imprevisivel (como um predador) e os animais
respondem a estes dois tipos de desafio com ajustes distintos do comportamento e da
fisiologia. Segundo McEwen e Wingfield (2003) o conceito de alostase enfatiza 0 processo
através do qual a fisiologia dos organismos é ajustada em face de mudangas ambientais. Estes
autores sugeriram que as catecolaminas e os GCs seriam importantes mediadores da alostase,
ao atuarem regulando processos comportamentais e fisioldgicos de acordo com trés estados
fisiolégicos, denominados ‘A’, ‘B’ e ‘C’, conforme a Figura 1.2 abaixo (revisdo em
LANDYS; RAMENOFSKY; WINGFIELD, 2006).

Allostasis
level Bes(C

. Homeostasis |
level C
Homeostasis
.D level B B

Homeostasis
.D level A A

Environmental or life-history demands

Allostasis
level Al

allostatic state

Level of primary mediator,
Ne)s Endojoisiyg

Figura 1.2 — Estados fisiologicos e niveis de mediadores primarios (catecolaminas, citocinas e GCs)
frente a diferentes demandas da historia de vida. Fonte: Landys, Ramenofsky e Wingfield (2006).

De acordo com este modelo, o estado fisiologico ‘A’ é caracterizado pelo animal em
repouso e na auséncia de estressores, no qual a acdo destes hormbnios mantém os sistemas
internos em nivel basal de modo a sustentar as exigéncias béasicas da vida. A secrecdo
constitutiva de GCs no estado ‘A’ ¢é importante para fungdes basicas como balancgo
hidromineral e fornecimento de glicose para as células. O estado fisiolégico ‘B’ é
caracterizado por uma carga alostatica associada com mudancas previsiveis no ambiente ou
fases da histdria de vida (migrac&o, hibernacéo, reproducgéo) nas quais os sistemas fisiologicos
operam em um patamar aumentado e uma concentracdo aumentada de GCs teria a fungédo de
mediar os ajustes fisiologicos necessarios. Uma vez que tais demandas podem ser antecipadas
ou 0S animais possuem em seu repertério a capacidade de apresentar ajustes, elas ndo

representam estimulos nocivos. Sobreposto ao estado fisiolégico B, estaria o estado ‘C’, o
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qual é deflagrado por eventos imprevisiveis tais como um encontro com um predador,
infeccbes e instabilidade social; nestas situagfes, a carga alostatica excede a habilidade
imediata dos animais de lidar com estes desafios e as respostas hormonais mediariam 0s
ajustes necessarios a sobrevivéncia. Nestas circunstancias, ocorre aumento da concentracao de
GCs de niveis basais até niveis méximos dentro de minutos ap6s uma ameaca (SAPOLSKY;
ROMERO; MUNCK, 2000). No estado ‘C’, alguns dos efeitos metabdlicos de GCs incluem
um aumento da gliconeogénese hepatica, inibicdo da captacdo de glicose por tecidos
periféricos, causando mobilizacdo da energia e seu direcionamento para os muasculos, além de
mudancas fisioldgicas e comportamentais como a inibicdo da reproducdo dado que os
recursos sao predominantemente usados para a manutencdo e sobrevivéncia (ROMERO;
DICKENS; CYR, 2009; SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). Estes ajustes
comportamentais e fisiologicos a estimulos nocivos sdo altamente conservados entre 0s
vertebrados e tem sido estudados extensivamente ao longo dos ultimos anos (revisdo em
SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000). Por outro lado, embora existam diversas
evidéncias da acdo de GCs nos estados fisioldgicos ‘A’ e ‘B’, esta area tem sido pouco
explorada e o conhecimento ainda é repleto de lacunas. Os efeitos distintos dos GCs podem
resultar da concentragdo do hormonio e de sua ligacéo a diferentes populagdes de receptores.
Evidéncias sugerem a existéncia de pelo menos trés tipos de receptores de GCs: receptores de
baixa afinidade (GR), receptores de alta afinidade (MR) e um receptor ndo-genémico
associado a membrana (MGR); aparentemente, MR satura em concentracdes baixas de GCs,
enguanto niveis mais altos sdo necessarios para ocupar GR (LANDYS; RAMENOFSKY;
WINGFIELD, 2006).

Embora sejam mais prontamente lembrados como hormdénios que promovem
mobilizacdo de energia em situacdes de emergéncia, sabe-se que GCs desempenham funcgdes
anabdlicas em mamiferos (DALLMAN et al., 1993; ROMERO, 2002). Estudos sobre a
variacdo sazonal dos niveis plasmaticos de GCs em hibernantes (estado fisioldgico ‘B’)
sugerem que niveis basais aumentados destes hormoénios atuariam sinergicamente com a
insulina, promovendo a deposicdo de lipidios durante os meses que antecedem a hibernacgéo
(BOSWELL; WOODS; KENAGY, 1994; DALLMAN et al., 1993; DARK, 2005). Porém,
padrdes conflitantes foram observados e ndo se pode descartar a hipotese de que a perturbacéao
gerada pela manipulacdo do animal tenha influenciado alguns resultados (ARMITAGE, 1991,
BOONSTRA et al.,, 2001; BOSWELL; WOODS; KENAGY, 1994; ROMERO; REED,

2005). Por este motivo, serdo citados a seguir apenas estudos nos quais a coleta do sangue foi
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realizada no intervalo de 3 min a partir do momento da captura do animal. Na cobra
Thamnophis sirtalis parietalis a concentragdo basal de CORT é maior no verdo, juntamente
com o maior indice de condicéo corporal, e ambos diminuem no outono antes da entrada em
hibernacdo (MOORE et al., 2000). No esquilo do género Tamias niveis aumentados de GCs
foram observados nos meses que antecedem a hibernacdo (KENAGY; PLACE, 2000;
PLACE; KENAGY, 2000), do mesmo modo que em esquilos terricolas (NUNES et al., 2006)
e no pequeno morcego marrom (REEDER et al., 2004). A variacdo sazonal dos niveis de GCs
em esquilos aparentemente consiste em um ritmo circanual, gerado por um temporizador
enddgeno (NUNES et al., 2006). No conjunto, estes dados fortemente sugerem um papel de
GCs na fase de armazenamento de reservas energéticas que antecede a hibernacdo, muito

embora a natureza fisiologica desta relacdo ndo seja conhecida.

Um dos provaveis mecanismos através dos quais os GCs favoreceriam o aumento da
adiposidade seria 0 aumento da ingestdo de alimento. Em ratos selvagens, a adrenalectomia
diminui a ingestdo alimentar e este efeito pode ser revertido com a administragdo de baixas
doses de CORT (CASTONGUAY, 1991). Em ratos que ndo expressam o gene da leptina, a
adrenalectomia causa reducdo da ingestdo de alimento até um nivel inferior ao observado nos
ratos selvagens e reverte o fenétipo obeso, em parte devido a uma recuperagdo da expressdo
de genes relacionados com o controle do apetite no hipotalamo (MAKIMURA et al., 2000).
Adicionalmente, a adrenalectomia aumenta a sensibilidade a leptina e a insulina em ratos
selvagens (CHAVEZ et al., 1997; ZAKRZEWSKA et al., 1997). A interacdo de GCs com a
insulina € complexa e, de uma forma geral, enquanto GCs aumentam a motivacdo para a
alimentacdo, a insulina modula a escolha do alimento para uma maior preferéncia por
alimentos gordurosos (DALLMAN et al., 2007; LA FLEUR, 2006; LA FLEUR et al., 2004).

Devido a multiplicidade de funcdes que os GCs exercem no organismo, niveis
aumentados destes horménios na fase que antecede a hibernacdo podem desencadear
diferentes efeitos, além do aumento da ingestdo alimentar e da taxa de deposigéo de lipidios.
Por exemplo, os GCs modulam o comportamento termorregulatério em répteis, de modo que
niveis aumentados de CORT aumentam a procura por fontes de calor (PREEST; CREE, 2008)
ou por locais de resfriamento (BELLIURE; CLOBERT, 2004), dependendo da espécie. Por
outro lado, a concentracdo plasméatica de CORT aumenta em repteis cuja temperatura
corporea encontra-se elevada (TELEMECO; ADDIS, 2014; WOODLEY et al., 2003), ou
baixa (DUPOUE et al., 2013). No conjunto, esses dados sugerem uma relacio bidirecional

entre 0s GCs e a temperatura corporea em répteis. Adicionalmente, varios estudos tém
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mostrado uma correlagdo positiva entre os niveis de GCs e a intensidade da atividade
locomotora em diversos vertebrados (BELLIURE; CLOBERT, 2004; revisdo em LANDYS;
RAMENOFSKY; WINGFIELD, 2006). Frente as evidéncias da literatura, € provavel que a
CORT desempenhe uma funcdo abrangente na coordenacdo dos ajustes comportamentais e

fisioldgicos no ciclo diério e anual dos vertebrados.

Em muitos vertebrados os niveis basais de GCs exibem um padréo diario de varia¢éo
e as maiores concentracdes sdo observadas pouco antes do inicio da fase ativa (revisdo em
DICKMEIS; WEGER; WEGER, 2013). Uma maior concentracdo de GCs nos momentos do
ciclo diario que antecedem o inicio da atividade seria importante ao preparar 0 organismo
para 0 aumento da demanda de energia e para o enfrentamento de estressores. O mesmo
argumento tem sido usado para justificar as variagdes sazonais deste horménio (ROMERO,
2002; LANDYS; RAMENOFSKY; WINGFIELD, 2006). Sugere-se que GCs sejam
importantes mediadores de ajustes fisiolégicos em fases do ciclo anual caracterizadas por uma
elevada demanda energética e/ou por uma probabilidade elevada de exposicao a estressores,
como durante a fase reprodutiva, a migracdo e pré-hibernacdo. Esta justificativa é coerente
com a ‘hipotese preparatoria’ e também com a ‘hipdtese metabodlica’, propostas por Romero
(2002), para explicar a fungdo adaptativa das variagdes sazonais de GCs em diversos
contextos. A ‘hipdtese preparatdria’ propde que niveis aumentados de GCs ocorreriam na fase
do ano com maior probabilidade de ocorréncia de situagdes adversas, desencadeando ajustes
regulatérios das respostas cardiovascular, imune, cognitiva e metabdlica ao estresse. De
acordo com a ‘hipétese metabdlica’, dada a funcdo de GCs na mobilizagdo de energia,
principalmente em situacGes de ameaga, 0s niveis de GCs seriam maiores em fases de maior
demanda energética. Por fim, a ‘hipdtese comportamental’ propde que as variagdes anuais dos
niveis de GCs resultariam de diferentes necessidades de expressar (ou ndo expressar)
comportamentos mediados por GCs em diferentes momentos do ciclo anual. Segundo Romero
(2002), as trés hipdteses acima provavelmente contribuem para as variagdes sazonais do nivel
de GCs em diferentes espécies e contextos (migracdo, reproducdo, hibernacdo), mas a

contribuicéo relativa de cada uma delas deve ser diferente em diferentes espécies.

De acordo com as hipoteses acima, concentraces sazonalmente aumentadas de GCs
supostamente foram favorecidas evolutivamente por conferirem uma vantagem ao animal em
determinadas fases. No entanto, nos vertebrados, concentragdes cronicamente aumentadas de
GCs (associadas ao estado fisioldgico C, seja devido a estresse cronico, administracdo

farmacologica ou na sindrome de Cushing), estdo associadas a um aumento da
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susceptibilidade a patologias e reducdo do valor adaptativo em populacGes naturais
(COSTANTINI; MARASCO; M@LLER, 2011). Diversas evidéncias sugerem que a etiologia
que associa 0s niveis cronicamente aumentados de GCs ao aumento da susceptibilidade a
diversas patologias seria 0 aumento do estresse oxidativo (MCINTOSH; SAPOLSKY, 1996;
SATO et al., 2010; YOU et al., 2009). Embora a natureza da interacéo entre GCs e a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) ainda ndo seja completamente compreendida, estas
evidéncias sugerem que GCs podem afetar a geracdo de ROS bem como o sistema
antioxidante. Por exemplo, no rato, o estresse induzido por imobilizacdo induz um aumento
da geracdo de ROS e diminui a producdo de antioxidantes, o que pode ser atenuado pela
administragdo de glutationa (LIU; WANG; MORI, 1994). Em cultura de células de neurdnios
do hipocampo, uma regido com elevada concentracdo de receptores para GCs, niveis
fisiolégicos de GCs aumentam a concentracdo de ROS e potencializam a toxicidade de uma
droga que induz a formagéo de ROS (MCINTOSH; SAPOLSKY, 1996). De acordo com a
meta-andlise de Costantini, Marasco e Mgller (2011), embora existam evidéncias contra e a
favor do efeito pré-oxidante de GCs, as evidéncias a favor significativamente mais fortes e

sugerem uma relacdo entre o estrese fisioldgico e o estresse oxidativo.

1.2.3. Sazonalidade, espécies reativas de oxigénio e defesas antioxidantes

1.2.3.1. Espécies reativas de oxigénio e defesas antioxidantes

Um dos grandes acontecimentos na historia da vida na terra foi o surgimento da
capacidade de usar o0 O, no processo de geracdo de energia (revisdio em STAMATI;
MUDERA; CHEEMA, 2011). No entanto, este acontecimento veio acompanhado da
desvantagem da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a qual impde um custo
elevado para o organismo, dado que ROS podem danificar macromoléculas e ameacar a
viabilidade celular. Neste cenario, acredita-se que defesas antioxidantes tenham aparecido
antes do aumento da concentracdo de O, na atmosfera e, posteriormente, estas foram mantidas
e aprimoradas pela selecdo natural em decorréncia da vantagem seletiva que conferiram aos
organismos (STAMATI; MUDERA; CHEEMA, 2011). Mais que isso, 0S organismos se
adaptaram e evoluiram para utilizar estas moléculas ‘nocivas’ em seu beneficio como
moduladores quimicos de um grande numero de processos vitais relacionados com o

metabolismo energético, respostas ao estresse, apoptose, inflamacéo e detecgédo de O, (reviséo
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em SENA; CHANDEL, 2012). ROS sdo gerados continuamente por uma variedade de
processos celulares e o estresse oxidativo ocorre quando a taxa de producdo desses radicais
excede a taxa de eliminacdo pelo sistema de protecdo antioxidante (SIES, 1986); implicito
nesta definicdo estd que o estresse oxidativo é uma variavel continua que nunca é zero. O
compromisso entre 0s custos e 0s beneficios da geracdo aerdbica de energia e da geracdo de
ROS é um tdpico interessante que permeia diversas &reas da biologia (ISAKSSON;
SHELDON; ULLER, 2011; MONAGHAN; COSTANTINI, 2014; PAMPLONA;
COSTANTINI, 2011).

O termo ‘espécie reativa’ (RS) ou ‘radical livre’, é usado para nomear qualquer
atomo ou molécula com um elétron ndo pareado na camada eletrbnica mais externa. O
oxigénio diatdbmico (O,) € um radical livre com dois elétrons de spins paralelos ndo pareados
e, em concentracdo elevada, ¢ toxico. O termo ‘espécie reativa de oxigénio’ (ROS) ¢é
geralmente usado para se referir a uma molécula, radical ou ndo-radical, que contém oxigénio,
capaz de iniciar uma reacdo deletéria. Os oxidantes derivados do Oxido nitrico (NO) sdo
chamados ‘espécies reativas de nitrogénio’ (RONS). Adicionalmente, a oxidacdo de
carboidratos e lipidios (particularmente acidos graxos poli-insaturados, PUFA) origina um
novo tipo de radical denominado ‘espécie reativa de carbono’ (RCS). RCS tém uma meia vida
da ordem de minutos e horas, muito maior em comparacdo com ROS e RONS os quais tém
uma meia vida da ordem de microssegundos e nanosegundos. Além disso, RCS sdo moléculas
ndo carregadas, que podem migrar através das membranas e do citoplasma e causar danos em
locais distantes do local de sua origem. Dadas estas caracteristicas, RCS podem ser mais
destrutivos que ROS e RONS (PAMPLONA; COSTANTINI, 2011).

Em condicdes fisiologicas normais, o metabolismo mitocondrial é a principal fonte
de ROS na maioria das células (BICKLER; BUCK, 2007; KOWALTOWSKI et al., 2009).
No processo de respiracdo mitocondrial o O, é totalmente reduzido a H,O, porém, uma fracéo
do O, que chega a mitocondria é reduzida parcialmente formando o radical superdxido (Oz'),
principalmente nos complexos | e Il da cadeia transportadora de elétrons (revisdo em
KOWALTOWSKI et al., 2009). Cerca de 0,1-2% do O, consumido nas mitocondrias é
constantemente convertido a O;», dependendo do tecido e concentragdo de substratos, € a
maior parte do ROS intracelular é derivado do O+ (TAHARA; NAVARETE;
KOWALTOWSKI, 2009). O O, sofre dismutagdo ndo enzimatica a uma taxa significativa
no pH fisioldgico, mas a reacdo é consideravelmente acelerada pela agdo das enzimas

superoxido dismutases (SODs). Nesta reacéo é formado peroxido de hidrogénio (H,0,), uma
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molécula menos reativa, mas permeavel as membranas, a qual pode se difundir dentro da
célula com maior facilidade e causar danos longe do local em que foi produzida. O H,0, é
removido por enzimas antioxidantes presentes no citosol, como a catalase (CAT) e glutationa
peroxidases (GPXs). No entanto, o H,O, ndo eliminado pode oxidar ferro Il a ferro Il e dar
origem ao radical hidroxila (HO¢) (reacdo de Fenton). O ferro Ill é reduzido novamente a
ferro Il pelo O,, facilitando a continua formacdo de HO- pela rea¢do de Fenton. O conjunto
da reacdo de Fenton mais a reducdo do ferro 111 mediada pelo superoxido é conhecido como
reacdo de Haber—Weiss (HABER; WEISS, 1934). Ndo ha nenhum controle ou defesa contra
as reacoes causadas pelo HOe. Estes processos quimicos justificam, em termos evolutivos, a
necessidade de manter ions metalicos no interior da estrutura das proteinas, o que pode ser
considerado uma defesa antioxidante (HERMES-LIMA, 2004). Além do metabolismo
mitocondrial, outras fontes de ROS nas células incluem a degradacdo de acidos graxos nos
peroxissomos (p-oxidagédo), a atividade da xantina oxidase e NADPH oxidases, o sistema
citocromo P450, as ciclooxigenases e as lipooxigenases (COVARRUBIAS et al., 2008).

A taxa de producdo de ROS correlaciona-se com o potencial da membrana
mitocondrial interna, o qual tende aumentar com a oxidacdo de nutrientes e diminuir com a
formagéo de ATP e com o grau de desacoplamento mitocondrial (reviséo em MURPHY,
2009). O gradiente de protons regula a taxa de fluxo reverso de elétrons na cadeia respiratoria,
local da geracdo de ROS, deste modo, o desacoplamento entre a fosforilagdo oxidativa do
ADP e a passagem de protons do espaco intermembrana para o interior da mitocdndria
aumenta a taxa de respiracdo e inibe a liberacdo de ROS (BICKLER; BUCK, 2007;
KOWALTOWSKI et al., 2009). Quanto mais reduzida estiver a cadeia transportadora de
elétrons, maior a tendéncia de ocorrer redugdo monoeletronica do O, a O, (BARJA, 2007).
Assume-se geralmente que uma taxa metabdlica elevada resulta em uma maior taxa de
producdo de ROS, o que de fato pode ser verdadeiro em um contexto de taxa de oxidacao de
substratos e potencial de membrana mitocondrial também elevados. No entanto, esta
correlagdo nédo é observada quando a taxa metabdlica elevada é resultado de desacoplamento
mitocondrial; nesta condi¢do, uma menor liberagdo de ROS seria esperada (revisdo em
WELKER et al., 2013). Pelos mesmos motivos, uma taxa metabdlica inibida pode ndo ser um

indicador inequivoco de uma menor taxa de producdo de ROS.

Adicionalmente, a producdo mitocondrial de ROS é induzida em resposta ao estresse
e sugere-se que estas moléculas atuariam como um ‘alarme’, que notificaria a célula sobre

mudangas no ambiente extracelular. De acordo com o modelo proposto por Sena e Chandel
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(2012), este ‘sistema de alarme’ estaria baseado na proporcionalidade entre a quantidade de
ROS produzida e a gravidade do estressor; um estressor incompativel com a viabilidade
celular induziria a producdo de grande quantidade de ROS, que causaria dano celular
indiscriminado seguido de morte celular, enquanto um estressor de intensidade moderada
induziria a producdo de uma menor quantidade de ROS, que atuariam promovendo ajustes da
fisiologia celular que favoreceriam a sobrevivéncia da célula. Na condicdo basal, ou seja, na
auséncia de estresse celular, existe um ‘tonus’ de produgdo de ROS cuja importancia

funcional, se existente, ainda ndo é bem conhecida.

Um repertério muito diverso de mecanismos de defesa contra os danos causados por
RS evoluiu nos animais, contudo, as defesas antioxidantes basicas sdo altamente conservadas
entre os organismos. Antioxidantes podem ser definidos como qualquer mecanismo, estrutura
e/ou substancia que previne, retarda, remove ou protege contra uma reacdo oxidativa nao
enzimatica a uma molécula. O sistema antioxidante pode ser categorizado em (1)
antioxidantes ndo enzimaticos provenientes da dieta e enddgenos, (2) enzimas antioxidantes,
(3) mecanismos de reparo de danos e (4) susceptibilidade inerente das biomoléculas ao dano
oxidativo. Quando a capacidade deste sistema é superada pela taxa de producdo de RS, ocorre
um grau variavel de prejuizo a funcdo e integridade estrutural de biomoléculas, com
consequéncias potenciais para as células e tecidos (ISAKSSON; SHELDON; ULLER, 2011,
MONAGHAN; COSTANTINI, 2014; PAMPLONA; COSTANTINI, 2011). O sistema
antioxidante envolve uma multiplicidade de genes, vias metabdlicas e familias de moléculas;
um grau variavel de integracdo é observado entre diferentes antioxidantes (PAMPLONA,;
COSTANTINI, 2011). Nesta breve revisdo serdo apresentados aspectos basicos da bioquimica
dos antioxidantes ndo-enzimaticos e enzimaticos, os quais foram analisados na terceira parte

do presente estudo.

Existem antioxidantes ndo enzimaticos hidrofilicos, encontrados nos compartimentos
citosolico, mitocondrial e nuclear, e hidrofobicos, encontrados em lipoproteinas e membranas
(CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU, 1999). Os principais antioxidantes nio enzimaticos
lipofilicos sdo o tocoferol (vitamina E) e os carotenoides, os quais sdo ambos adquiridos pela
dieta; os principais antioxidantes ndo enzimaticos hidrofilicos sdo a glutationa e o ascorbato
(vitamina C), os quais sdo produzidos endogenamente pela maioria dos animais
(PAMPLONA; COSTANTINI, 2011).

A glutationa ¢ um tripeptideo (4cido glutamico-cisteina-glicina) encontrado em

concentragfes milimolares em plantas, animais, fungos e bactérias, sendo o grupo tiol da
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cisteina responsavel pela sua fungdo antioxidante (HERMES-LIMA, 2004). A maioria da
glutationa celular (85-90%) encontra-se no citosol, com o restante em organelas (incluindo
mitocOndria, matriz nuclear e peroxissomos); também esta presente no meio extracelular. A
glutationa € normalmente encontrada na sua forma reduzida, GSH, sendo sua concentracao de
5 a 150 vezes maior do que a concentracdo de sua forma oxidada, GSSG, dependendo da
espécie e tecido considerados. A razdo GSH:GSSG é usada como um indicador do estado
redox das células e situa-se abaixo de 10 sob condicGes fisioldégicas normais. A GSH
desempenha diversas funcdes, tais como a neutralizacdo de RS diretamente, regeneracdo da
vitamina ‘E’ além de atuar como substrato para enzimas antioxidantes como GPX e GST. A
sintese de GSH ocorre constitutivamente em todos os tipos celulares, embora sua sintese
possa aumentar em resposta ao estresse e o0 figado seja 0 maior exportador deste tripeptideo.
A concentracdo celular de GSH diminui drasticamente em resposta a ma nutricdo proteica,
estresse oxidativo, envelhecimento e muitas condicdes patologicas (HERMES-LIMA, 2004;
PAMPLONA; COSTANTINI, 2011).

As enzimas envolvidas na defesa antioxidante atuam de maneira coordenada, de
modo que as enzimas SODs, CAT e GPXs atuam diretamente na eliminacdo de ROS,
enquanto que enzimas secundarias atuam no metabolismo da glutationa. As enzimas da
familia superoxido dismutase catalisam a dismutagdo do O, em O, e H,O,, menos reativo,
prevenindo a formagdo de radicais mais toxicos como o HOe e peroxihidroxila (CHEN et al.,
1998). Estas enzimas ocorrem em virtualmente todos os organismos multicelulares e em
algum grau nos organismos unicelulares. Basicamente, existem trés formas de SOD: duas
contém cobre e zinco na sua estrutura sendo uma delas encontrada no citosol e espaco
intermembranas da mitocondria (CuzZn-SOD) e a outra extracelular, encontrada no sangue
(EC-SOD); uma outra forma de SOD contém manganés na sua estrutura e é encontrada
somente na matriz mitocondrial (Mn-SOD). A atividade da Mn-SOD é cerca de 1 a 10% da
atividade total da SOD nas células (atividade da CuzZn-SOD e da Mn-SOD somadas). A
abundancia destas enzimas e a sua presenca em ambos 0s compartimentos mitocondriais
atestam a importdncia da remogdo adequada do Oy« gerado na mitocOndria
(KOWALTOWSKI et al., 2009). Roedores de laborat6rio geneticamente modificados que ndo
expressam Mn-SOD apresentam diversas complicacfes neuroldgicas, cardiacas e motoras e
sobrevivem apenas poucos dias apos o nascimento (LEBOVITZ et al., 1996; LI et al., 1995).
A atividade das enzimas Mn-SOD e CuZn-SOD é altamente regulada pelo estado redox das

células, de modo que em condi¢Oes de estresse oxidativo € comum observar um aumento da
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atividade de ambas enzimas. Em contraste, diversas condi¢fes genéticas e patoldgicas estdo
associadas a uma menor atividade da SOD e um estado de estresse oxidativo (HERMES-
LIMA, 2004).

Embora menos reativo que o O+, a maior estabilidade e capacidade de se difundir
rapidamente dentro da célula torna o H,O, potencialmente danoso (HERMES-LIMA, 2004).
Outras enzimas atuam na eliminacdo do H,O, produzido pela SOD e por outras reacoes,
incluindo peroxiredoxinas, GPXs e CAT (SENA; CHANDEL, 2012). As peroxiredoxinas sdo
enzimas encontradas em concentracdo elevada nas células e com alta afinidade pelo H,O; que
parecem estar envolvidas na eliminagdo de H,O, quando esta molécula encontra-se em uma
faixa de concentracdo nanomolar, associada com a sinalizagdo celular. As GPXs possuem
constantes cataliticas similares, mas sdo menos abundantes e parecem estar envolvidas na
eliminacdo de concentracGes mais elevadas de H,0,, potencialmente danosas a célula. Ja a
CAT possui uma afinidade ainda menor pelo H,O, e atua em concentragdes ainda mais altas
de H,O, (KOWALTOWSKI et al., 2009). A CAT catalisa a dismuta¢do do H,O, em oxigénio
e agua e esta presente na maioria dos organismos, incluindo vertebrados, invertebrados,
plantas, fungos e bactérias. Esta enzima € encontrada no interior das células, principalmente
nos interior dos peroxissomos, mas pequenas quantidades também sdo encontradas nas
mitocdndrias do coracdo de mamiferos, locais de intensa produgdo de H,O, (HERMES-
LIMA, 2004).

Nas células animais, as proteinas de duas familias de genes ndo relacionadas tém
atividade de glutationa peroxidase: as GPXs dependente de selénio (Se-GPX) e as glutationa
transferases (GST). A expressdo destes genes é variavel entre diferentes espécies e tecidos e,
além disso, o uso de diferentes condi¢cdes de ensaio pode gerar dados mais inclusivos ou
exclusivos quanto as atividades detectadas (ESWORTHY; CHU; DOROSHOW, 1999). Na
literatura, dados de atividade glutationa peroxidase podem se referir a uma Unica proteina ou a
um grupo de proteinas. As Se-GPX s&o enzimas que contém o selénio em seus sitios ativos e
catalisam a reducdo do H,O, e alguns hidroperdxidos organicos, como &cidos graxos
peroxidados e substratos artificiais como o hidroperdxido de cumeno, usando a GSH e
formando GSSG. As GSTs constituem uma familia de enzimas multifuncionais envolvidas na
conjugacdo da GSH com xenobidticos e produtos de peroxidacdo lipidica, porém ndo
degradam o H,0O,. A atividade da classe alfa de GSTs é medida juntamente com a Se-GPX
guando a atividade GPX total € medida usando hidroperdxido de cumeno (GRUNDY;

STOREY, 1998). Orgédos com taxa metabdlica elevada, como figado, pulmao e rim, produzem
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mais H,O, nas mitocondrias e tém atividade elevada da Se-GPX em comparagdo com outros
tecidos; uma excec¢do é o cérebro, o qual tem uma taxa metabolica elevada, mas baixos niveis
de Se-GPX. O figado de mamiferos é particularmente rico em GSTs que representam 5-10%
do total de proteinas citosolicas (HERMES-LIMA, 2004).

A glutationa redutase (GR) reduz uma molécula de GSSG a duas moléculas de GSH,
disponibilizando este substrato para as atividades de Se-GPXs e GSTs. Nesta reacdo, a GR
utiliza nicotinamida-adenina-dinucleotideo em sua forma reduzida (NADPH), transformando-
a em sua forma oxidada (NADP). O NADPH ¢é regenerado pela atividade da glicose-6-
fosfato-desidrogenase (G6PDH). Existem muitas evidéncias de que a G6PDH, uma enzima
limitante de taxa da via das pentoses fosfato, desempenha papel fundamental na modulagéo
das defesas antioxidantes em mamiferos, uma vez que o NADPH gerado na reacdo catalisada
por esta enzima é considerado essencial para a atividade das enzimas antioxidantes
(HERMES-LIMA, 2004).

A andlise de marcadores da capacidade antioxidante é insuficiente para se obter
informacBes acerca da ocorréncia de estresse oxidativo, sendo recomendavel que o estudo
destes marcadores seja sempre associado com a analise de pelo menos um marcador de dano
oxidativo (COSTANTINI; VERHULST, 2009). Apesar da existéncia de um sistema de defesa
antioxidante tdo complexo, mesmo em condicGes basais ainda ocorre algum dano oxidativo as
macromoléculas e a presenca de sistemas de reparo e/ou degradacdo de moléculas danificadas
previne o seu acumulo na célula. (PAMPLONA; COSTANTINI, 2011). Ao contrario da
situacdo do DNA, a maioria dos danos oxidativos a proteinas € irreversivel e a inica maneira
de evitar o acimulo de proteinas danificadas é através da sua degradacdo. Uma concentracao
aumentada de agregados de proteinas carboniladas tem sido associada com diversas doencas
em humanos, como doenca de Alzheimer e diabetes (revisdo em DALLE-DONNE et al.,
2006). As proteinas carboniladas sdo o principal produto do ataque de RS a proteinas cuja
concentragdo é um marcador de estresse oxidativo bem aceito na literatura. Grupos carbonil
podem ser introduzidos em proteinas através da reacdo direta da proteina com ROS ou da
reacdo da proteina com moléculas como aglcares e lipidios que previamente foram
danificados por ROS, formando RCS (DALLE-DONNE et al., 2006).

A peroxidagdo lipidica é considerada a maior causa de dano e morte celular.
Basicamente, a peroxidagdo lipidica é uma reacdo em cadeia, na maioria dos casos catalisada
por metais de transigdo, na qual oxidantes fortes causam a quebra de fosfolipidios que contem
PUFA (HERMES-LIMA, 2004). A peroxidagdo lipidica nas membranas bioldgicas pode ter
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diversos niveis de severidade dependendo da natureza e concentracdo do oxidante, variando
de reducdes da fluidez local até a completa ruptura da integridade da bicamada lipidica. A
iniciacdo da peroxidacéo lipidica envolve a retirada de um atomo de hidrogénio de um grupo
metileno de um PUFA (LH), causado por espécies oxidantes e formando um radical lipidico
centrado no carbono (Le¢), o qual tende a estabilizar por meio de ressonancia eletrénica
formando um dieno conjugado. O proximo passo da via de peroxidacdo é a reacdo do dieno
conjugado com o oxigénio formando o radical peroxila (LOO¢). A propagag¢ao da peroxidagao
lipidica ocorre pela reagdao do LOO® com um grupo metileno em um PUFA néo oxidado para
render um hidroperoxido lipidico (LOOH) e outro radical lipidico centrado no carbono (L¢), o
qual pode reagir com o O, e iniciar uma reacdo em cadeia. A terminacdo da cadeia de
peroxidacdo é causada (1) pela reacdo entre duas espécies lipidicas radicais formando um
produto ndo-radicalar, (2) decomposicdo do LOOH, LO+ ¢ LOOe, ou (3) presenca de
antioxidante lipossoltvel como o alfa-tocoferol (HERMES-LIMA, 2004). O malondialdeido
(MDA) é um dos produtos finais da peroxidacdo lipidica e ele reage com o &cido
tiobarbitarico (TBA) em temperatura alta e pH acido. Embora este ensaio nao seja especifico
para 0 MDA, dado que outros aldeidos formados durante a lipoperoxidacdo também reagem
com o TBA, ele pode ser usado como indicador do grau de peroxidagéo do tecido (HERMES-
LIMA, 2004).

1.2.3.2. Dorméncia sazonal e estresse oxidativo

Os vertebrados, principalmente os mamiferos, no geral sd&o muito sensiveis ao
estresse induzido por flutuacGes de temperatura, oxigénio, salinidade ou disponibilidade de
agua e alimento no seu ambiente, quando comparados com outros organismos como
invertebrados e plantas (VAN BREUKELEN; KRUMSCHNABEL; PODRABSKY, 2010).
As células de vertebrados sdo particularmente sensiveis a flutuagcbes da concentracdo de
oxigeénio, seja de origem exogena ou enddgena, causada por alteracdes do fluxo sanguineo, as
guais acarretam tanto na auséncia quanto na repentina abundancia de O, no interior das
células. No entanto, existem animais que exibem uma resisténcia elevada ao estresse
oxidativo causado por eventos de isquemia seguidos de reperfusdo, como as espécies que
exibem dorméncia sazonal. Em hibernantes, a ventilacdo no estado dormente € interrompida
por fases de apneia que podem durar até 20 min, juntamente com uma reducdo do fluxo

sanguineo em Orgaos como rins, trato gastrointestinal e cértex cerebral, 0 que provavelmente
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resulta em hipoxia nos tecidos (ANDRADE D V; ABE, 1999; CAREY; ANDREWS;
MARTIN, 2003; KUDEJ; VATNER, 2003). No despertar, a reativacdo do metabolismo e o
rapido aumento da tensdo e das taxas de consumo de O,, juntamente com a reperfusdo de
orgdos hipoperfundidos, criam condi¢bes que podem favorecer um aumento das taxas de
producdo de ROS e a ocorréncia de estresse oxidativo (HERMES-LIMA; ZENTENO-
SAVIN, 2002). Esta situacéo é similar a que ocorre, por exemplo, na isquemia do miocérdio e
no transplante de 6rgdos em humanos, quando a hipoxia seguida de reoxigenacdo pode
resultar em danos celulares irreversiveis (LI; JACKSON, 2002). Esquilos terricolas do artico
sofrem hipoxemia sistémica no momento do despertar, quando a elevada demanda metabolica
associada a termogénese e reativacdo do metabolismo ndo é acompanhada pela
disponibilidade de oxigénio (MA et al.,, 2005). No entanto, este quadro de hipdxia,
aparentemente ndo resulta em danos oxidativos no cérebro dos animais, evidenciando a
existéncia de mecanismos que protegem estes animais no momento do despertar. Além destes
fatores, 0 jejum que acompanha todo o periodo de dorméncia, isoladamente é capaz de causar
um efeito pro-oxidante devido aos efeitos somados do esgotamento dos antioxidantes
provenientes da dieta, da reducdo da taxa de producdo de antioxidantes endégenos e de um
aumento da producdo de ROS (DOMENICALI et al., 2001; MORALES et al., 2012;
ROBINSON et al., 1997). A resisténcia de animais hibernantes ao estresse seria mediada, em
parte, por uma maior capacidade antioxidante, a qual amenizaria os danos a macromoléculas
devido ao estresse oxidativo no despertar (BICKLER; BUCK, 2007; CAREY; ANDREWS;
MARTIN, 2003; HERMES-LIMA; ZENTENO-SAVIN, 2002).

A isquemia é caracterizada por uma hipoxia gradual devido a interrupcdo do fluxo
sanguineo para o tecido ou 6rgdo; a interrupcdo do fornecimento de O, é 0 aspecto mais
importante, mas durante a isquemia também ocorre a interrup¢cdo do fornecimento de
substratos e da eliminacdo de produtos toxicos (HERMES-LIMA, 2004). Durante a isquemia,
a cadeia transportadora de elétrons permanece em estado reduzido, uma vez que existe pouco
ou nenhum O, que possa ser convertido a H,O pela citocromo oxidase, e a taxa de producgéo
de ROS é minima. No entanto, a taxa de geracdo mitocondrial de ROS aumenta em certas
espécies de animais durante transi¢Ges entre diferentes condi¢des de disponibilidade de O,
como (1) de normdxia para hipoxia/andxia, (2) de hipoxia/anoxia para normoxia e (3) durante
hiperdxia (reviséo em WELKER et al., 2013). Além disso, pode ocorrer um aumento da
producdo de ROS durante hipoOxia, possivelmente relacionado com o aumento da

concentra¢do de succinato, um metabdlito que fornece elétrons para a cadeia respiratoria,
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aumenta o potencial da membrana mitocondrial interna e causa uma maior taxa de liberacdo
de ROS (MURPHY, 2009). ROS produzidos na mitocondria durante a hipoxia
desempenhariam uma funcdo importante na sinalizacao que dispara os ajustes a hipoxia, como
por exemplo, através da ativacdo da via do fator de transcricdo induzido por hipoxia HIF-1
(revisdo em WELKER et al., 2013). Apos a isquemia/hipoxemia, a reperfusdo torna o O,
disponivel para diversas reagdes. Assim como ocorre em condigdes fisioldgicas normais, uma
das principais fontes de ROS na reperfusdo € a mitocondria. Quanto mais reduzida estiver a
cadeia respiratoria, maior a disponibilidade de elétrons que podem ‘vazar’ e maior a producéo
de superoxido (HERMES-LIMA, 2004). Adicionalmente, parte do aumento da producdo de
ROS na reperfusdo € explicada pela reagdo da xantina oxidase (XO); durante a
isquemia/hipoxemia, a constante degradacdo do ATP, juntamente com a diminuicdo da
capacidade de sua sintese, resulta em acumulo de hipoxantina e na conversdo proteolitica de
xantina desidrogenase (XDH) em XO. Durante a reperfusdo, a XO reduz a hipoxantina
formando xantina e reduz xantina formando &cido Urico e, em ambas reac@es, ha formacdo de
O,* e H,0,. A contribuicdo quantitativa destas reacdes para a formacdo de ROS varia entre
diferentes tecidos (HERMES-LIMA, 2004). Estas reacbes produzem ROS com uma
intensidade que muitas vezes supera a capacidade do sistema antioxidante e, neste momento
de estresse oxidativo, ocorrem danos a componentes celulares importantes, incluindo
peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA, o0s quais podem acarretar em
morte celular (MA et al., 2005). A adi¢do de antioxidantes na solucdo de reperfusdo pode ter
efeito benéfico contra os danos oxidativos na reperfusdo no coracdo, rim e cérebro
(HERMES-LIMA, 2004). Camundongos alterados geneticamente, que expressam SOD em
concentracfes elevadas, ndo apresentam danos significativos ap6s eventos de
isquemia/reperfusdo do miocardio (WANG et al., 1998). Estes estudos evidenciam o papel de
ROS nas lesdes observadas ap6s eventos de isquemia/reperfusdo e a importancia de ajustes do

sistema antioxidante na protecdo contra estas lesdes.

No contexto do fendmeno de dorméncia sazonal, a forma mais direta e
energeticamente viavel de evitar o estresse oxidativo supostamente seria a inibicdo da
producdo de ROS. Medidas diretas da taxa de produgdo de ROS sdo complexas e muito
sujeitas a erros metodoldgicos, de modo que poucos estudos analisaram a producdo de ROS
em animais que exibem dorméncia sazonal. Em um estudo com esquilos terricolas, a
producdo mitocondrial de ROS no figado no musculo esquelético, estimada através da

liberacdo de H,O, é similar em animais ativos no verdo, nos episodios de eutermia na
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hibernagcdo ou em torpor, mas encontra-se inibida por um efeito da reducdo da temperatura
(BROWN et al., 2012). Em contraste, no musculo esquelético de sapos estivantes a producdo
mitocondrial de ROS com diferentes substratos e a liberacdo de ROS por molécula de
oxigénio consumida mostraram uma inibicdo de 88 e 94% respectivamente, indicando uma
inibicdo intrinseca da produgdo de ROS na estivacgdo, independente da inibi¢do da respiracdo
mitocondrial (REILLY et al., 2013). Este efeito sazonal aparentemente varia entre os tecidos,
uma vez que o fluxo respiratério e a producdo de ROS no masculo cardiaco néo se alteraram
durante a estivacdo em relacdo ao patamar de atividade. Estes autores sugerem que, na
estivacdo, algum grau de desacoplamento mitocondrial induzido por &cidos graxos, 0s quais
constituem o substrato energético preferencial na dorméncia sazonal aerdbia, poderia
contribuir para a inibicdo da producdo de ROS nesta fase (REILLY et al., 2013). Deste modo,
0 conhecimento sobre a producao de ROS no estado hipometabdlico é escasso e divergente;
adicionalmente, os ajustes que ocorrem durante a transicdo entre diferentes intensidades

metabdlicas sdo praticamente desconhecidos, dada a dificuldade em se realizar tais medidas.

Um aumento da resisténcia a eventos de isquemia seguidos de reperfusdo tem sido
descrito em diversas espécies como um aspecto importante do fenotipo hibernante (Lindell et
al., 2005; Kurtz et al., 2006; Dave et al., 2006; Stenzel-Poore et al., 2003). Em esquilos
terricolas, os rins de animais em torpor sdo mais tolerantes a 72h de armazenamento em
hipotermia em comparacdo com os rins de esquilos eutérmicos e do rato, conforme indicado
pela taxa de sobrevivéncia dos animais apds o transplante do 6rgdo (GREEN, 2000). O
‘fenotipo hibernante’ confere maior resisténcia a isquemia seguida de reperfusdo ao figado de
esquilos terricolas em comparacdo com o0 rato ou com esquilos ativos durante o verdo
(LINDELL et al., 2005). Estes resultados sugerem que na mesma espécie ha uma mudanca
fisioldgica sazonal entre um fendtipo menos resistente (verdo-atividade) para um fendtipo
mais resistente (inverno-hibernacdo). Além disso, a maior resisténcia a isquemia seguida de
reperfusdo foi observada ndo somente no figado de animais em torpor, mas também nos
episédios de despertar, sugerindo um mecanismo dependente de pre-condicionamento
associado com a preparacdo para a hibernacdo, o qual é independente da hipotermia e
hipometabolismo. Marmotas nas quais um infarto do miocardio foi induzido por oclusdo
coronariana seguida de reperfusdo exibem uma notavel resisténcia a danos ap6s a reperfusédo
durante o inverno, mas nao no verdo (YAN et al., 2015). O que dispara a prote¢éo cardiaca no
inverno ndo € conhecido, mas 0s autores sugerem gue 0 mecanismo estaria relacionado a

fatores que ativam outros componentes da adaptacdo do 6rgdo a hibernacdo, por exemplo, a



Reviséo de Literatura | 32

manutencdo do fluxo sanguineo no miocardio, envolvendo vasodilatagdo dependente do 6xido
nitrico (KUDEJ; VATNER, 2003). Apesar destes dados sugerirem uma elevada resisténcia ao
estresse oxidativo em hibernantes, evidéncias de estresse foram encontradas no intestino
(CAREY; FRANK; SEIFERT, 2000) e no tecido adiposo marrom (ORR et al., 2009) de
esquilos durante o torpor e no despertar, respectivamente. No entanto, na grande maioria dos
estudos com animais que apresentam dorméncia sazonal, nenhum sinal de estresse oxidativo é
observado apos a reativacdo do metabolismo, indicando a existéncia de ajustes das defesas
antioxidantes compativeis com os desafios inerentes ao fendmeno de dorméncia sazonal
(HERMES-LIMA; ZENTENO-SAVIN, 2002; RAMOS-VASCONCELOS; HERMES-LIMA,
2003).

A dorméncia sazonal no primeiro ano de vida tem sérias implicacdes do ponto de
vista do estresse oxidativo, uma vez que varias evidéncias sugerem um nivel elevado de
estresse oxidativo nas fases iniciais do desenvolvimento ontogenético, o que estaria associado
a elevada taxa metabdlica nesta fase (revisdo em METCALFE; ALONSO-ALVAREZ, 2010).
Evidéncias com aves indicam que o risco de estresse oxidativo constitui um dos limitantes da
taxa de crescimento, o que pode contribuir para explicar porque a maioria dos animais nao
cresce a uma velocidade correspondente a taxa méaxima possivel (DMITRIEW, 2011).
Sugere-se que a prevencdo do estresse oxidativo seria uma importante pressdo seletiva
atuando nos fenGtipos dos organismos ao longo das suas vidas e de seus descendentes,
gerando diversos trade-offs na histéria de vida dos organismos (METCALFE; ALONSO-
ALVAREZ, 2010).

Storey (1996) prop6s que animais que vivenciam amplas flutuacGes da taxa de
producdo de ROS podem exibir um dentre trés diferentes padrbes de ajuste do sistema de
protecdo antioxidante: (1) manutencdo de niveis de antioxidantes constitutivamente altos, de
modo que o organismo esteja apto a lidar com o aumento de ROS a qualquer instante; (2)
aumento das defesas antioxidantes em resposta ao hipometabolismo, de modo que as defesas
estejam prontas em antecipacdo ao aumento da producdo de ROS no despertar; e/ou (3) maior
resisténcia ao acumulo de moléculas danificadas durante o despertar e énfase nos mecanismos
de reparacdo e eliminacdo. Evidéncias a favor da ultima alternativa sdo raras e a ‘escolha’
entre as duas primeiras parece ser determinada pela frequéncia com que a especie vivencia o
estresse na natureza (STOREY, 1996). De acordo com esta teoria, animais que convivem
rotineiramente com situagdes de ampla variagdo da disponibilidade e/ou do consumo de

oxigénio possuiriam defesas antioxidantes constitutivamente mais altas, em relacdo a animais
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que raramente vivenciam estas situacdes. Este é o caso da tartaruga de agua doce Trachemys
scripta, que, além hibernar em condi¢des andxicas, realiza mergulhos prolongados na fase
ativa, quando ajustes circulatorios podem causar hipoxia severa em alguns 0Orgaos
(WILLMORE; STOREY, 1997). Esta tartaruga apresenta concentracdo elevada de algumas
enzimas antioxidantes e de glutationa em varios 6rgdos e um nivel reduzido de peroxidacao

lipidica ap0s a reoxigenagdo pds-anoxia.

Outros animais que vivenciam e resistem a grandes flutuagdes no consumo de
oxigénio apresentam aumento das defesas antioxidantes em resposta ao hipometabolismo, de
modo que as defesas estejam prontas em antecipacdo ao aumento da producdo de ROS no
momento do despertar. Este padrdo de ajuste parece contraditorio, dado que a depressdo
metabolica é associada com uma inibicdo geral da sintese proteica, porém tem sido observado
em varios animais e foi interpretado como uma ‘preparagdo para o estresse oxidativo’
(HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 1998). Um dos estudos que suportam esta teoria foi
realizado com cobras Thamnophis sirtalis parietalis, as quais sdo altamente tolerantes ao
congelamento e anéxia (HERMES-LIMA; ZENTENO-SAVIN, 2002). Em normoxia, a
concentracdo de antioxidantes no musculo esquelético, figado e pulméo destas cobras situa-se
em um patamar semelhante ao de outros ectotermos. No entanto, quando submetidas a andxia,
ocorre um aumento da atividade da SOD no musculo esquelético e figado e da concentracao
de GSH no figado. Uma vez que em condicdo de andxia ndo ha geracdo de ROS, o aumento
de antioxidantes é considerado um ajuste antecipatdrio que prepara as cobras para 0 momento

da re-oxigenacao.

Dentre os animais que apresentam dorméncia sazonal, ajustes das defesas
antioxidantes em ‘preparagdo para o estresse oxidativo’ Sd0 mais frequentes que a
manutencdo de niveis constitutivamente altos de antioxidantes. No peixe pulmonado
Protopterus dolloi houve um aumento da atividade de varias enzimas antioxidantes no
cérebro e em menor extensdo no coracao, apos 60 dias de estivacdo (PAGE et al., 2010). Estes
ajustes ndo estdo associados com 0 jejum, uma vez que nao ocorreram em um grupo de peixes
pulmonados submetidos a restricdo de alimento. No esquilo terricola Citellus citellus houve
aumento da concentragdo de SOD, GPX e de ascorbato no tecido adiposo marrom, de GPX no
figado e ascorbato no plasma durante a hibernacdo (BUZADZIC et al., 1990). O aumento das
defesas antioxidantes no tecido adiposo marrom seria especialmente importante no momento
do despertar, devido a intensa atividade metabdlica e a termogénese. Outros estudos tém

mostrado aumento de antioxidantes em varios 6rgdos durante o torpor em esquilos, inclusive
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no tecido adiposo branco (NI; STOREY, 2010; ROUBLE; TESSIER; STOREY, 2014), e no
coracdo de morcegos (EDDY; MCNALLY; STOREY, 2005). Estas evidéncias suportam a
ideia de que um aumento das defesas antioxidantes é um dos componentes do fenotipo
hibernante. No entanto, os resultados sdo altamente espécie- e tecido-especificos e ainda ndo
possibilitam um entendimento mais amplo dos fatores que determinam a ‘escolha’ do ajuste
do sistema de protecdo antioxidante na dorméncia sazonal. Por exemplo, uma inibicdo da
atividade de enzimas antioxidantes foi observada em diversos 6rgdos de sapos em estivacdo
(GRUNDY; STOREY, 1998), no figado de esquilos em torpor (BUZADZIC et al., 1990) e no
intestino de lagartos teill (WELKER, 2009). No intestino de lagartos teil, apesar da inibi¢do
da atividade de enzimas (GST, GPX e CAT), os marcadores de danos oxidativos a
macromoléculas sugerem que o sistema antioxidante permanece eficiente e previne o estresse

oxidativo durante a hibernacédo e o despertar.

Grande parte da economia energética durante o estado hipometabdlico envolve
depressdo acentuada das taxas de sintese proteica e transcri¢do génica (CAREY; ANDREWS;
MARTIN, 2003). Desse modo, é razoavel supor que somente proteinas de extrema relevancia
para a manutencdo do organismo teriam a sua expressao e sintese aumentadas durante a
dorméncia. A tese principal que da suporte a hipdtese de ‘preparagdo para o estresse
oxidativo’ tem sido que mudancas profundas da perfusdo e da atividade metabdlica nos
tecidos na transicéo para o estado hipometabdlico criariam condigdes hipoxicas que poderiam
aumentar a producdo mitocondrial de ROS. Considerando que a expressdo de diversos genes
relacionados com a funcdo antioxidante é estimulada por ROS e que a hipdxia aumenta a
producdo de ROS, a expressao de antioxidantes enddgenos pode ser ativada por um aumento
da producdo de ROS na transicdo para o estado hipometabolico (HERMES-LIMA; STOREY;
STOREY, 1998; STOREY; STOREY, 2012; WELKER et al., 2013). Deste modo, 0s genes
antioxidantes seriam ativados na transicdo para o hipometabolismo, antes da depressdo
metabdlica profunda e da depressdo das taxas de transcricdo e traducdo, assim, as defesas
estariam prontas no momento do despertar (CAREY; ANDREWS; MARTIN, 2003;
STOREY; STOREY, 2012). Além disso, a manutencdo de uma capacidade antioxidante
elevada durante a dorméncia poderia ser vantajoso, na medida em que contribui para a
preservacdo das macromoléculas de danos causados por ROS, aumentando assim a sua meia-
vida (GIRAUD-BILLOUD et al., 2013).
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IV. Consideracdes finais

O presente estudo com teilis neonatos contribui para o conhecimento sobre os ajustes
que compatibilizam as demandas do crescimento e do armazenamento de lipidios e sobre 0s
ajustes que compatibilizam a capacidade do sistema de protecdo antioxidante com as
flutuacGes da taxa de producdo de ROS ao longo do primeiro ciclo anual de um animal
hibernante. Seja na forma do armazenamento de substratos no outono, seja na forma do
aumento seletivo da atividade de enzimas antioxidantes durante a dorméncia de inverno e o
despertar, a antecipacdo de ajustes fisioldgicos se destaca no presente estudo como
componente central do fendmeno de dorméncia sazonal. Estes ajustes antecipatorios e as
alteracOes espontaneas do comportamento em animais neonatos corroboram as evidéncias de
que o padrdo sazonal de atividades dos teils é o resultado da expressdao de um ritmo

enddgeno.

Na segunda parte do estudo, os resultados refutaram a hipotese de que haveria uma
diminuicdo da taxa de crescimento antes da diminuicdo da taxa de ganho de massa corpérea
nos teils durante o outono. Essa hipdtese baseou-se na premissa de que nesta fase haveria
uma maior énfase na alocacdo de energia para 0 armazenamento de lipidios em detrimento do
crescimento dos animais. Ao contréario, estas duas taxas diminuiram paralelamente a partir da
segunda metade do outono, acompanhando a reducdo progressiva da atividade geral e da
alimentacdo, 0 que no conjunto resultou na estabilizacdo da massa corpdrea nas semanas
finais do outono. Além disso, a sequéncia temporal dos ajustes em teils neonatos difere do
modelo proposto na literatura para mamiferos adultos, segundo o qual o ganho de massa
corporea na segunda metade do outono seria potencializado por uma reducdo da atividade
diéria, antes da reducdo da alimentacdo (revisdo em DARK, 2005; FLORANT; HEALY,
2011). Em contraste com este modelo, a taxa de ganho de massa corpérea e a atividade geral
diminuiram simultaneamente em teils neonatos, supostamente acompanhando a inibigdo
gradual das taxas do metabolismo aerobio que ocorrem no outono (SOUZA et al., 2004). Os
elevados niveis plasmaticos de CORT, juntamente com a intensa alimentacéo e o alto grau de
adiposidade, constituem evidéncias fortes do papel de GCs nos ajustes que promovem a
ingestdo de alimento e a deposicdo de substratos energéticos nos teils. Destaca-se, ainda, o
estado voluntario de anorexia dos teiis no fim do outono, a despeito de possuirem uma
reduzida massa corpérea e um curto periodo de tempo disponivel para crescimento e

armazenamento de substratos até o inverno. Esta observacdo reforca a interpretacdo de que
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um temporizador endogeno estaria envolvido no controle da sazonalidade nos teils e constitui
um estimulo para futuros estudos sobre os mecanismos que promovem as alteracbes do
apetite, do gasto energético e da capacidade de absorcdo e processamento de nutrientes em

teils neonatos.

Na terceira parte do estudo, os resultados mostraram um efeito predominante de
queda da atividade de varias enzimas antioxidantes durante a hibernacdo. Estes resultados
refutam a hipdtese de um aumento abrangente da capacidade antioxidante nos tecidos do teil
durante a hibernagdo, como preparagédo para 0 momento de despertar, com excec¢do da elevada
taxa de atividade da SOD no figado de animais durante a hibernacdo e o despertar. No
entanto, destaca-se no conjunto dos dados a recuperacdo das taxas da SOD e da GR no
coracdo e no pulmdo de animais em jejum durante o despertar, enquanto que nos demais
tecidos um aumento de atividade enzimaética foi detectado somente apds a retomada da
alimentacdo. Estes resultados sugerem que a preparacdo do sistema de protecdo antioxidante
para o despertar em O0rgdos vitais, cuja funcdo é exigida mais rapidamente, ocorre por meio de
ajustes seletivos. A auséncia de evidéncias de estresse oxidativo nos tecidos em geral indica
que o aumento da producdo de ROS causado pela reativagdo do metabolismo e retomada da
alimentacdo ndo excede a capacidade de remocao desses metabdlitos. Por outro lado, a
concentracdo elevada de TBARS e da enzima GST no figado de animais em atividade de
outono sugere uma importante relacdo entre o aumento dos niveis de adiposidade e a
producdo de ROS no contexto da sazonalidade, um tema de grande interesse cientifico e ainda

inexplorado.

Face as evidéncias da literatura, o presente estudo foi conduzido sob a premissa de
que os niveis de produgdo de ROS seriam ajustados durante o primeiro ciclo anual dos teius
em fungdo da atividade metabolica aumentada no outono, face as mdaltiplas demandas do
desenvolvimento, crescimento e preparacdo para os meses de hibernacéo, ou da reativacdo do
metabolismo durante o despertar. No inicio do outono, o nivel de proteinas carboniladas no
pulméo dos teils € 80% maior do que nas demais fases do ano e exibe uma correlacdo
positiva com as taxas de crescimento (P=0,0381, R=0,899) e com o0 ganho de massa corporea
dos animais (P=0,0124, R=0,952, Fig. 4.1).
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Figura 4.1 — Correlacdo entre a concentracdo de proteinas carboniladas no pulmdo a taxa de
variacdo de massa corpérea (A) e a taxa de variacdo de comprimento rostro-cloacal (B) na

fase de atividade de inicio de outono.

Estes resultados constituem forte evidéncia de que a elevada taxa metabolica massa-especifica
nesta fase de intenso crescimento e deposicdo de lipidios estaria associada a um aumento da
ventilacdo e um maior nivel de estresse oxidativo no pulmdo dos teils. Desse modo, 0
estresse oxidativo e os ajustes da protecdo antioxidante neste tecido seriam marcadores
importantes do compromisso entre o crescimento, o armazenamento de lipidios e a

manutencdo da integridade de macromoléculas em lagartos teiu jovens.
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