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RESUMO

A taxa metabdlica basal € o principal componente no gasto energético total dos seres
humanos e demais animais na maioria das situa¢fes. Devido a isso, em muitas situacoes
desfavoraveis energeticamente, ocorre alteragdes da taxa metabolica, permitindo o
sistema manter a homestasia. Os seres humanos, durante restricdo calorica, reduzem a
taxa metabdlica, situacdo conhecida como adaptacdo metabdlica. Essa adaptacao também
ocorre em muitos animais na natureza, devido a estresses ambientais, dentre eles a falta
de disponibilidade de nutrientes e de &gua, levando-os a depressdo metabélica. E
conhecido que esses animais sofrem maior estresse oxidativo, devido a reducdo e o
aumento abrupto da atividade mitocondrial, decorrente das condi¢des desfavoraveis e
favoraveis, respectivamente. No caso dos seres humanos, a depressdo metabolica advinda
da restricdo calorica dificulta a perda de peso e contribui para a obesidade.O presente
trabalho avaliou: (1) as alteracGes de uma espécie tolerante a hipdxia sobre o nivel de
danos oxidativos; (2) a resisténcia a diminuicdo do provimento sistémico de oxigénio
advindo da desidratagdo em um animal aquatico ao estresse da desidratacdo; (3) o controle
da taxa metabdlica pela disponibilidade de substratos da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial por meio de dados da literatura; (4) uma teoria (manuscrito/artigo
submetido) que relaciona a disponibilidade de nutrientes com a taxa metabdlica e uma
estratégia que utilize tal relacdo para o combate da obesidade e doencas relacionadas

Palavras-chaves: Taxa metabolica, Adaptacdo metabolica, depressdo metabdlica,

estresse oxidativo, atividade mitocondrial.
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ABSTRACT

Basal metabolic rate is the main component in total energy expenditure of humans and
other animals in most situations. Because of this, in many energetically unfavorable
situations occurs changes in metabolic rate, allowing the system to maintain homestasia.
During caloric restriction, humans reduces metabolic rate, a condition known as
metabolic adaptation. This adaptation also occurs in many animals in nature, due to
environmental stresses, including the lack of availability of nutrients and water, causing
them to metabolic depression. It is known that these animals show increased oxidative
stress due to the reduction and the abrupt increase in mitochondrial activity, due to the
unfavorable conditions and favorable, respectively. In the case of human beings, arising
metabolic depression of calorie restriction hinders weight loss and contributes to
obesidade. This study evaluated: (1) changes of a tolerant species to hypoxia on the level
of oxidative damage; (2) resistance to reduced systemic provision of oxygen arising from
dehydration in an aquatic animal to the stress of dehydration; (3) the control metabolic
rate by the availability of substrates of the mitochondrial electron transport chain through
the literature; (4) a theory (manuscript / submitted article) relating to nutrient availability
to the metabolic rate and a strategy that uses such a relationship to combat the obesity and

related diseases

Key-words: Metabolic rate, metabolic adaptation, metabolic depression, oxidative stress,
mitochondrial activity.
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INTRODUCAO GERAL

Metabolismo: Taxa Metabolica de Repouso

Para manter suas fungdes vitais, 0 corpo possui um gasto energético durante o
repouso, a Taxa Metabolica de Repouso (TMR). Ela é um componente que possui a maior
contribui¢do no gasto energético total diario na maioria das situaces (Ravussin, 1986).
A energia necessaria para manter a maioria das funcdes é advinda do metabolismo
aerobico, o qual possibilita um maior aproveitamento da energia fornecida pelos
alimentos, produzindo mais Adenosina Trifosfato (ATP), do que no metabolismo
anaerobico (Ramos et al., 2000). Porém, nesse processo de producdo de energia realizado
pelas mitocondrias por meio de reacdes de oxidacdo-reducdo, o oxigénio, ao ser reduzido

a agua, leva a formacdo de radicais livres (Ramos et al., 2000)
Espécies Reativas de Oxigénio e estresse oxidativo

Os Radicais Livres (RL) sdo denominados por possuirem um ou mais elétrons
desemparelhados com existéncia independente (Ramos et al., 2000). O oxigénio
molecular é considerado uma espécie radicalar por sua caracteristica de receber um atomo
por vez, sendo capaz de gerar outras espécies radicalares e ndo-radicalares com alto
potencial de acdo danosa para o organismo (Gregory e Fridovich, 1973). O oxigénio ao
ser reduzido na célula & agua (H20) possui uma pequena parte que € parcialmente
reduzida, formando o radical superdxido que, ao sofrer dismutacdo espontanea realizada
pela superoxido dismutase, produz o peréxido de hidrogénio (H20.). Este, ao reagir com
ferro (1) ou outros metais, forma o radical hidroxil (Nohl e Hegner, 1978). A producéo
de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO’s) mitocondrial é proveniente da fosforilacédo
oxidativa que ocorre na cadeia respiratoria, no complexo I e 111 (Andreyev, Kushnareva,
Starkov, 2005).

O aumento de ERO’s leva a agressdes celulares, como peroxidacdo dos lipidios
de membrana, danos as proteinas dos tecidos, as enzimas, carboidratos e DNA. Essas
lesbes caracterizam o estresse oxidativo, ou seja, uma condi¢do em que ocorre um
desequilibrio entre as concentracdes de radicais e as defesas antioxidantes (Nohl e
Hegner, 1978; Cini et al.,1994).
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Adaptactes metabolica e Estresse Oxidativo

H& muitos animais que passam por estresses ambientais, como falta de nutrientes,
de 4gua, mudancas bruscas de temperatura, 0s sujeitando ao estresse oxidativo (Hermes-
Lima, 2004). Para sobreviver ao estresse, eles reduzem sua taxa metabdlica (Storey e
Storey, 2010). A depressdao metabolica reduz a demanda de ATP diminuindo algumas
vias, por exemplo a reducdo de sintese de proteina (Guppy et al., 1999). Sabe-se que a
mitocondria possui papel fundamental na producdo de energia, ou seja, de ATP. Quando
ha falta de disponibilidade de nutrientes hd reducdo na atividade mitocondrial e o

contrario também ocorre (Brown, 1992).

Os seres humanos, durante restricdo calorica, também passam por adaptacédo
metabolica, caracterizada pela reducdo na taxa metabolica (Dullo e Jacquet, 1998), a
longo prazo, isso causa resisténcia a perda de peso e facilita o reganho (Guppy, Fuery,
Flanigan, 1994). Entender os fatores metabdlicos que levam a adapta¢des nos humanos a
restricdo de nutrientes, relacionando com processos semelhantes enfrentados por animais
na natureza, pode ajudar a elucidar os mecanismos de tais processos e propor possiveis

solugdes.

OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sdo: (1) Avaliar as alteracdes de uma espécie tolerante
a hipdxia sobre o nivel de danos oxidativos; (2) Analisar a resisténcia a diminuicdo do
provimento sistémico de oxigénio advindo da desidratacdo em um animal aquéatico ao
estresse da desidratacdo; (3) Investigar o controle da taxa metabdlica pela disponibilidade
de substratos da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial através de dados da
literatura; (4) Propor uma teoria (manuscrito/artigo submetido) que relaciona a
disponibilidade de nutrientes com a taxa metabdlica e uma estratégia que utilize tal

relagcdo para o combate da obesidade e doengas relacionadas:

O trabalho esta divido em quatro capitulos, os quais abordar&o os objetivos citados

acima.
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Capl'tu lo 1 - ALTERACOES DE UMA ESPECIE

TOLERANTE A HIPOXIA SOBRE O NIVEL DE DANOS
OXIDATIVOS
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ALTERACOES DE UMA ESPECIE TOLERANTE A HIPOXIA
SOBRE O NiVEL DE DANOS OXIDATIVOS

1. INTRODUCAO

Os seres humanos sdo intolerantes a grandes flutuacdes na disponibilidade de
oxigénio (Zweier, Flaherty e Weisfeldt, 1987). A isquemia gera uma diminui¢do da
disponibilidade de oxigénio, causando hipOxia e andxia nos tecidos. Esta condigdo ocorre
em situacdes como transplante de 6rgdos (Meng et al., 2013; Ge et al., 2013), infarto do
miocardio (Forman et al., 1991), lesdes na mucosa intestinal (Grisham, Hernandez e
Granger, 1986; Ge et al., 2013), nos pulmdes (Kennedy et al., 1989; Muhl et al., 2003) e
pancreas (Sanfey et al., 1985; Elgebalyet al., 2011). Com a reperfuséo e o retorno do
oxigénio, observa-se um aumento na formacao de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s),
que resultam em estresse oxidativo, danos a moléculas e lesdes em tecidos (Gregory e
Fridovich, 1973; Garlick et al., 1987; Maupoil e Rochete, 1988; Zweier et al., 1989). Este
estresse ocorre pelo desbalanco entre as defesas antioxidantes e a producdo de ERO’s, ou
seja, o sistema antioxidante ndo é eficiente o suficiente para que os tecidos resistam a
maior quantidade formada de ERO’s (Nohl e Hegner, 1978; Cini et al., 1994; Phelan e
Lange, 1991).

Existem animais que passam por processo semelhante a isquemia e reperfusdo em
humanos, porém, ao contrario destes, eles sobrevivem e ndo apresentam prejuizos
funcionais (Ramos-Vasconcelos e Hermes-Lima, 2003; Welker et al., 2013). Por
exemplo, tais organismos enfrentam flutuacdes no consumo de oxigénio durante o estado
de estivacdo, hibernacdo, desidratacdo, mergulho e privacdo alimentar (Hermes-Lima e
Storey, 1998; Lushchak et al., 2001; Ferreira, Alencastro, Hermes-Lima, 2003). Para
sobreviverem, eles apresentam adaptacdes metabolicas, por exemplo, reduzindo sua taxa
metabolica e aumentando as enzimas antioxidantes (Hermes-Lima e Storey, 1998;
Michaelidis, 2002; Ultsch, Reese e Stewart, 2004). Peixes com um importante
antioxidante (catalase) suprimido apresentam aumento de GSSG/GSH-eq (indicador de
desbalanco redox) durante a reoxigenacgdo pds-hipdxia, o que indica que tal componente
tem uma importancia em conferir resisténcia ao estresse oxidativo (Welker et al., 2012).

Porém, tal estudo submeteu os animais a hipoxia constante, o que possivelmente nao
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revela o que ocorre na natureza ou durante a isquemia, quando a hipdxia se torna
progressiva. A hipdxia também aumenta a producdo de ERO’s (Duranteau et al., 1998),
0 nivel de danos oxidativos (Mgller et al, 2001; Chen et al., 2005) e das defesas
antioxidantes (Lopes et al., 2013). Porém, tal fendmeno depende do grau de hipdxia, ou
seja, ha niveis de hipdxia que ndo aumentam a producdo de ERO’s (Welker et al., 2013).
A hipoxia progressiva, que se intensifica com o tempo e pode chegar a andxia, € 0 que

mais ocorre durante a isquemia e na natureza.

Para investigar o efeito da hipoxia progressiva e a hipoxia severa sobre o sistema
antioxidante de um organismo, é importante que ele seja tolerante a tal situacdo. Dentre
as espécies conhecidas, a rd Lithobates catesbeianus é de fauna estrangeira, disponivel
em randrios produtores de carne e um vertebrado, conhecida por ser resistente a variacdes
de oxigénio (Winmil, Chen, Hedrick, 2004; Hedrick, Fahlman, Bickler, 2005). Suas
respostas podem servir para comparacdo com humanos e outros animais, 0 que o torna
um modelo adequado a ser estudado. Desta forma, o presente estudo teve o objetivo de
analisar a resisténcia ao efeito da hipoxia progressiva e a hipoxia severa em Lithobates

catesbeianus, avaliando os danos oxidativos.

2. OBJETIVOS

Avaliar a resisténcia de um animal tolerante a andxia, Lithobates catesbeianus, a
reducdo sistémica de oxigénio advinda do estresse da hipdxia progressiva e a hipoxia

severa sobre o balanco redox no nivel de danos oxidativos.

3. MATERIAIS E METODOS

Manutencdo dos animais (ovos)

Foram comprados girinos da fazenda Rander (www.rander.com.br), com cinco dias
de eclodidos, fase escolhida por ainda se alimentarem do vitelo do ovo e ndo possuirem
a necessidade de estarem imersos na &gua, evitando o estresse da troca de ragdo e
mudanca de habitat — agua do aquario que foram mantidos. Eles foram transportados em
sacos plasticos com oxigénio até ao Biotério do Instituo de Biologia da Universidade de

Brasilia-UnB. Foram mantidos em aquarios em temperatura de 24-25 °C, pH 6,
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oxigenacdo controlada por meio de aeracdo, com densidade de 1 U/L, fotoperiodo 12:12.
Anteriormente a transferéncia dos girinos para o aquario, foi usado na dgua anti-cloro e
um saco fechado com pequenos furos com esterco de carneiro curtido, anteriormente
deixado de molho, para retirar excesso de sujeira e urina. O esterco foi usado para
formacgédo de zooplancton (ANEXO A). O saco foi mantido durante uma semana. A
limpeza da agua ocorreu uma vez por semana, ou quando necessario, sifonando a sujeira
do fundo. A &gua, para a reposicao durante a limpeza, era usado anti-cloro uma gota por
litro e mantida um dia antes com esterco de carneiro. Durante a troca, 0 esterco era
retirado e a agua colocada no aquario.

A partir do décimo dia de ecloséo, em dias alternados, eles foram alimentados com
racao 45 % de proteina. Na primeira semana eles foram alimentados com 0,4 g de racéo,
na segunda semana com 0,8g, a cada semana a quantidade de racdo era dobrada,
observando sempre as necessidades, por meio dos excretos na agua. Ao 25° dia de
eclosdo, os girinos apresentaram taxa de mortalidade maior que 80 %, com a exploséo do
intestino, acredita-se que a ragdo oferecida com alto valor proteico, possa ter causado a
morte, devido a alteracdo da qualidade da &gua com compostos nitrogenados (Seixa Filho
et al, 2008).

Aclimatacao

Com a alta mortalidade apresentada durante a criacdo dos ovos, foram comprados

girinos da fazenda Rander (www.rander.com.br), no estagio desejado, com

aproximadamente 65 dias de eclodidos, estagio I-VI (Taylor e Kollros 1946), com peso
entre 5-7g, 0s quais ainda ndo possuem membros posteriores integralmente formados, e
sdo totalmente dependentes da agua (ANEXO B). Eles foram transportados em sacos
plasticos com oxigénio até ao Biotério do Instituo de Biologia da Universidade de
Brasilia-UnB. Eles foram mantidos por uma semana em aquario. Na agua, foi usado anti-
cloro, temperatura de 25+£1°C, pH 6, amonia 0,000 + 0,008, oxigenacdo controlada por
meio de aeracdo, e com densidade de 1U/L, fotoperiodo 12:12. Em dias alternados, 0s
girinos foram alimentados com racdo 55% de proteina. Este projeto foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade de Brasilia .
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Experimento 1

Exposicdo a hipdxia progressiva (exposicao aérea)

Para determinar o tempo maximo de sobrevivéncia de Lithobates castebeianus, a
hipOxia progressiva, 22 girinos foram retirados da agua, pesados e expostos ao ar, sem
hidratacdo com temperatura média de 25°C + 1, a umidade do ar ndo foi monitorada. A
taxa de mortalidade foi verificada por meio da interrupcéo das fungdes vitais (movimento
bucal, presenca ou auséncia de batimento cardiaco, resposta a estimulo externo - toque na

cauda).

Para verificar se 0s animais estavam em hipoxia, apos 3 h de experimento, 4
girinos foram mortos por decapitacdo, as amostras de musculo da cauda foram retirados
e congelados a -80 °C para posterior medicdo da concentracdo de lactato indicador do

grau de hipoxia. O mesmo foi realizado as 6 h e 12 h de experimento (Fig 1).

3h

6h
. N sacrificados= 4 o
N inicial= 22 —> N sacrificados= 4

N total restante= 18
N total restante= 14

Vi
12h 18h
N sacrificados= 4 N sacrificados= 0
N total restante= 10 N total restante = 0

Fig 1. Desenho experimental (Experimento 1).
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Medicao de lactato
Prepracéo do tecido

As amostras de musculo congeladas e pesadas foram homogenizadas em
homogenizador de 3 mL (tubo e pistilo de vidro), estes eram sempre mantidos no gelo. O
homogenato foi preparado com Acido Tricloracético (TCA) 20 %. A concentracao final
do homogenato foi de 1:5. O homogenato era transferido para tubos Eppendorfes,
centrigugado por 6 min a 10.000 xg & 4° C. Com o sobrenadante foi determinado a

concentracdo de lactato.
Medicao de lactato por ensaio enzimatico

A concentragdo de lactato foi determinada, seguindo protocolo de Davidson
(1978), a qual consiste na mensuracdo através da conversdo de lactato a piruvato pela
acdo da lactato desidrogenase (LDH), com o consumo de NAD™, ocorrendo formagéo de
NADH, a qual pode ser estimada espectrofotometricamente, através da variagdo da
absorbancia em 340 nm. O ensaio foi realizado em microplaca, com volume final de
200ul, e as concentracfes do meio reacional: Tampao sulfato de hidrazina 0,4 M, glicina
1M, EDTA 5,4 mM, NaOH 1,02 M, pH 9,0.

Experimento 2

Para determinar o fator predominante na morte dos girinos (hipoxia ou

desidratacdo) do Experimento 1, foram realizados os seguintes experimentos:

Exposicéo a hipoxia progressiva por exposicao aérea

Dez grinos foram retirados da dgua, pesados e expostos ao ar, sem hidratacdo com
temperatura média de 26 °C + 2. Neste teste, a umidade do ar ndo foi monitorada. Nos
tempos de 3, 6 e 12 horas, os animais foram pesados (Fig. 3) para verificar a taxa da perda
de agua e para determinar a taxa de mortalidade. Esta foi verificada através da interrupgéo
das funcbes vitais (movimento bucal, presenca ou auséncia de batimento cardiaco,

resposta a estimulo externo - toque na cauda).
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Exposicdo a hipdxia severa por exposicao a agua quase andxica (em
aquario)

Para eliminar o efeito da dessecacdo presente no experimento acima, a hipdxia
severa também foi avaliada em animais submersos em agua quase anodxica (n= 10), no
qual os girinos foram acondicionados em aquario com capacidade para 5 L, com tampa
com dois pequenos furos (1,2 cm), um para entrada do gas nitrogénio e um para a saida
de gases (ANEXO C), temperatura média de 26 °C + 1. Antes de iniciar, foram
adicionados dois frascos de 62 mL em cada aquario para a coleta de amostras para
verificar concentracdo de oxigénio antes e apds experimento, pelo método de Winkler
(Carpenter, 1965). Os aquarios foram vedados com vaselina solida, por todo o espaco
entre a tampa e o0 aquario. Apos isto, o nitrogénio foi borbulhado durante 2h30min. As
aberturas para a entrada e saida de gas também foram vedadas apds borbulhar o
nitrogénio. Os aquarios foram abertos, um frasco com &gua era tampado e retirado do
aquario, os animais eram imediatamente colocados no aquario e este era novamente
fechado e vedado.

A saturacdo de oxigénio foi de 5% (0,3 mg/L), condizendo com os valores
encontrados na literatura de hipoxia severa (Routley et al, 2002; Fonseca et al, 2013;
Huang et al, 2014).

Experimento 3

Com o tempo de sobrevivéncia determinado no experimento 2, durante exposicao
a hipdxia severa, foi realizado experimento com saturacdo de oxigénio de 5% (0,3 mg/L)

em 60 animais divididos conforme o quadro abaixo:

Tabela 1. CondicBes experimentais as quais girinos Lithobates catesbeianus foram

submetidos.
Grupo Condicdes experimentais
1. Controle Animais mantidos em normdxia (tanque)
2. 15 min de exposicao a hipoxia Animais retirados dos tanques em normoxia e
expostos a agua hipdxia por 15 min.
3. 30 min de exposicdo a hipoxia Animais retirados dos tanques em normoxia e

expostos a agua hipdxia por 30 min.
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4. 1 h de exposi¢do a hipoxia Animais retirados dos tanques em normoxia e
expostos a agua hipoxia por 1h.

5. 3 hde exposicdo a hipoxia Animais retirados dos tanques em normoxia e
expostos a agua hipdxia por 3h.

6. 6 h de exposi¢do a hipdxia Animais retirados dos tanques em normoxia e
expostos a agua hipoxia por 6h.

Cada grupo foi composto por n=10. Apds borbulhar nitrogénio gasoso, 0s
aquarios foram vedados com vaselina sélida, por todo o espaco entre a tampa e o aquario.
Ao final de cada tempo, exemplo 15 min, o aquério era aberto e retirado um animal por
vez, 0 qual era sacrificado por decapitacdo. Amostras de cauda e figado (lavadas em
solucdo salina 0,78%) foram armazenadas em freezer a -80 °C. Depois, as amostras foram
divididas em duas partes e pesadas para analises. Durante todo o procedimento, as
amostras foram mantidas em nitrogénio liquido. A cada animal retirado, o aquério era

novamente vedado.

Medicao de dano oxidativos

Preparacao do tecido

As amostras de figado congeladas e pesadas foram homogenizadas em
homogenizador de 3 mL (tubo e pistilo de vidro), estes eram sempre mantidos no gelo. O
homogenato foi preparado com Acido Tricloracético (TCA) 20 %. A concentragio final
do homogenato foi de 1:10. O homogenato era transferido para tubos Eppendorf e
centrigugado por 6 min a 10.000xg a 4° C. Com o sobrenadante, foi determinada a

concentracdo dos indicativos de danos oxidativos.
Medicéo de glutationa

A concentragdo de glutationa (GSH) foi determinada seguindo protocolo de
Welker (2009) (adaptado de Akerboom e Sies (1981) e Griffith (1980)). O método
consiste na reacdo do grupo sulfidrila de duas moléculas de glutationa reduzida (GSH)
com uma molécula de 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzéico (DTNB), produzindo duas
moléculas 5-tio-2-acido nitrobenzdico (TNB) e uma molécula de gluationa oxidada
(GSSG). TNB absorve luz em 412 nm.



27

Esta reacdo permite medir a concentracdo de sulfidrilas ndo proteicas, como GSH
e sulfidrilas proteicas, pois as proteinas sdo precipitadas (por acido). A concentracdo de
glutationa total € expressa como equivalentes de glutationa (eq-GSH), sendo que 0 GSSG

ja presente na amostra € reduzido a GSH pela presenga de GR e NADPH.

Com os homogenatos preparados, foram separados dois tubos Eppendorf para
GSH e dois tubos Eppendorf para GSSG. Nos tubos para medigdo de eq-GSH, foi
colocado 25 pL de homogenato, 75 puL de Tampéo fosfato 0,5 M (pH 7,0) e 5 pL de
etanol. Para medicdo de GSSG, foram colocados nos tubos 25 pL de homogenato,
75pLde Tampdo fosfato 0,5 M pH 7,0, e 5 pL de 2-vinilpiridina (2-VP). Depois 0s tubos

foram agitados em ‘vortex’ e deixados no escuro por 1 hora.

Em microplacas, foi realizada uma curva padréo de eg-GSH e GSSG, com volume
final de 200 pL, sendo as concentragdes do meio reacional: Tampé&o fosfato 100 mM pH
7,0 EDTA 1 mM; TCA 0,238%; GSH 0 a 1,5 puM; NADPH 0,1 mM; DTNB 0,1 mM e
GR 0,05 a 0,4 U/mL. Para a leitura das amostras, seguiu-se 0S mesmos pPassos,

substituindo a GSH pela amostra.

Medicao de sulfidrilas totais

O método permite determinar a concentracdo de sulfidrilas ndo proteicas, sendo
um indicativo para a concentracdo de GSH. Foi feito o protocolo segundo Beutler, Duron,
Kelly (1963), o qual consiste na reacdo do grupo sulfidrila -SH com uma molécula de
5,5’-ditiobis-2-4cido nitrobenzoéico (DTNB), produzindo duas moléculas 5-tio-2-acido
nitrobenzdico (TNB), o qual absorve luz em 412 nm. Em microplacas, foi realizada a
curva padréo para com GSH, com volume final de 200 pL, sendo as concentragdes do
meio reacional: TCA 2 % (para o branco); GSH 0 a 20 uM; Tampdo fosfato 0,3M (pH
7,0); Tampéo fosfato 100 mM (pH 7,00EDTA 1 mM; e DTNB 0,1 mM.

Medicao de TBARS

Para determinar o grau de peroxidacdo lipidica, foi usado o teste de TBARS,
seguindo protocolo de Buege e Aust (1978), modificado por Welker (2009). A

peroxidacdo lipidica resulta na formacdo de aldeidos, como o malondialdeido (MDA),
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este reage com duas moléculas de acido tiobarbitdrico (TBA), formando um aduto TBA2-
MDA. A leitura ¢ feitaem 532 e 600 nm, onde 600 nm € para evitar diferencas de absorcao
de fundo

Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram feitas no software Graphad Prism 7.0. Usou-se 0
teste de normalidade Shapiro-Wilk, antes de aplicar os teste paramétricos e ndo-
pardmetricos, de ANOVA que foi usado para verificar diferencas existentes entre os
grupos e havendo diferencas significativas, foi utilizado o teste t de Student (p < 0,05).

Os testes sdo apresentados com a média + erro padrao da média.

4. RESULTADOS

No Experimento 1, foi observada uma taxa de 100 % de sobrevivéncia de L.
catesbeinus até 12 h de exposicdo ao ar. Apds 18 h de exposicdo ao ar, todos 0s animais

estavam mortos. Nao foi avaliado em que periodo entre 12-18 h, ocorreram as mortes.

A concentracdo de lactato ndo indicou diferencas entre o grupo controle e o grupo
de 3 h e 6 h de exposicdo ao ar (e a hipoxia), enquanto que com 12 h de exposicao,
observou-se um aumento na concentracdao de lactato, com diferencas significativas em

relacdo ao controle (Fig. 2).
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Figura 2. Concentracdo de lactato em musculo de cauda de girinos expostos expostos ao
ar (hipdxia progressiva) sob a temperatura de 25°C. Cada grupo com n= 4. Grupo com

simbolo (*), apresenta média significativamente diferente do controle (p < 0,05).

Durante o experimento 1, foi observado dessecamento nos girinos. Para avaliar se
o efeito da desidratacdo € maior do que a hipdxia ocasionada pela exposi¢do ao ar, no
experimento 2, os animais foram pesados nos tempos de 3, 6 e 12 h. Com 3 horas de
exposicdo ao estresse, 0s animais apresentavam uma perda de 34,52 % de agua corporal
(Fig. 3) em relacdo ao baseline. Apesar de todos 0s animais ja estarem mortos com 12 h
de experimento , estes foram pesados para verificar a perda de agua, o qual foi de 75,24
%. No segundo experimento, os animais apresentaram 100 % de sobrevivéncia até 6 horas

de exposicdo. Com 12 horas, todos estavam mortos.
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Figura 3. Perda de peso de girinos exposto ao ar (hipoxia progressiva) sob a

temperatura de 26°C, experimento 2

Os animais expostos a hipdxia severa submersa (experimento 2), no aquério, apds
= 1 hora de experimento apresentavam-se menos ativos, com reducdo no numero de
nados e ficavam na parte de cima do aquério, onde havia uma peguena coluna de ar
(ANEXO D). Durante 12h de experimento, 100% dos animais sobreviveram, com 13h de
experimento, 1 animal morreu. Ap6s 18h de exposicdo a dgua quase andxica, 40% dos

girinos estavam mortos.

Os animais no experimento 3 apresentaram 100% de sobrevivéncia durante todo
0 experimento. Durante a hipoOxia, a concentracdo de oxigénio variou, ou seja, ndo foi
mantida constante até o final da retirada do Gltimo animal de cada aquério, nos tempos de
1h,3he6h (Tabelal).



31

Tabela 2. Concentracdo de oxigénio antes e depois do experimento em cada aquério.

Antes experimento Pds-experimento
Controle 5,33mg/L 10,58mg/L
15 min 0,36 mg/L 0,26 mg/L
30 min 0,31mg/L 0,33mg/L
1lh 0,41mg/L 1,14mg/L
3h 0,31mg/L 1,31mg/L
6h 0,36mg/L 1,57mg/L

Assim, como no experimento 2, 0s animais apresentaram o comportamento de
reducdo de nados e permaneciam na parte de cima do aquario. Grupos de animais foram
eutanasiados nos tempos 3 h e 6 h. Eles estavam menos agitados (apaticos) do que em
situacOes de normdxia. Durante a dissecacdo dos animais, foi observado o surgimento de
goticulas de gordura nos figados. A temperatura da &gua dos aquarios de hipoxia foi de
20 °C, exceto o de 6 h, que estava no fim do experimento a 21,5 °C.

Foram medidos danos oxidativos nos animais controle e nos tempos iniciais de

hipdxia, nos quais o grau de hipdxia permaneceu constante.
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Figura 4. Concentracdo de eq-GSH em figado de girinos expostos a &gua com hipoxia

severa (0,3 mg/L). Neste teste de sondagem, foi utilizado n=1.
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Animais em hipoxia de 15 e 30 minutos ndo mostraram alteragdes significativas
na concentracdo de eq-GSH (Fig. 6), bem como GSSG (Fig. 7), sulfidrilas totais (Fig. 8)
e TBARS (Fig. 9).
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Figura 5. Concentracdo de GSSG em figado de girinos expostos a agua com hipdxia
severa (0,3 mg/L). Neste teste de sondagem, foi utilizado n=1.
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Figura 6. Concentracdo de sulfidrilas totais em figado de girinos expostos a &gua com

hipoxia severa (0,3 mg/L). . Cada grupo com n=6. Nao houve diferencas significativas.
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Figura 7. Concentracdo de TBARS em figado de girinos expostos a agua com hipdxia

severa (0,3 mg/L). Cada grupo com n=6. N&o houve diferengas significativas
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A respiragdo cutanea de L. catesbeianus por difuséo € limitada (Clemens, Feder,
1992), o que dificultaria a respiracao durante exposicao aérea, isto tende a gerar hipoxia
. Apesar de ter sido observado um aumento na vascularizacdo na cauda dos girinos
(ANEXO E), o aumento na perfusdo cutanea ndo compensa efetivamente a reducgéo de
oxigénio do ambiente (Clemens, Feder, 1992). Na fase de girino, anfibios sdo conhecidos
por apresentarem a maior parte da respiracdo, 60 %, por meio da respiracdo cutanea,
porém, nesta fase, eles ja apresentavam pulmdes (Burggren, West, 1982). Que pode ter
contribuido para a respiracdo, como observado na Fig. 2, a qual mostrou 0 aumento na
concentracdo de lactato, indicativo de anaerobiose, com 12 h de exposicdo ao ar (a
hipdxia). Além disso, girinos de L. catesbeinus, aumentam a frequéncia respiratoria,
tornando possivel a manutencdo da atividade respiratoria (98 %N2/2 % CO2) (Winmill,
Chen, Hedrick, 2005). Apesar do estudo mostrar aumento no uso do metabolismo
anaerobico com 3h de hipdxia em cérebros isolados de girinos (98 % N2/2 % CO»)
(Winmill, Chen, Hedrick, 2005), no corpo inteiro, a queda na concentracdo de oxigénio
parece ser mais gradual, como observado no indicativo de anaerobiose, com 12 h de
exposicdo. L. catesbeianus é conhecida por sobreviver a andxia a baixas temperaturas
(Wasser et al., 1993). Além disso, a temperatura utilizada nos experimentos 20-26° C,
proporcionou 0 aumento no consumo de oxigénio que aumenta com uma maior
temperatura (Rocha, Branco 1997), contribuindo para a morte dos grinos. Desta forma,
uma maior temperatura contribui para maiores alteraces induzidas pela hipoxia em L.
catesbeinus (Rocha, Branco 1997). Como os animais ndo foram pesados no experimento

1, ndo foi possivel afirmar se o fator de estresse que gerou as mortes foi a desidratacéo.

No experimento 2 (Fig. 4), os girinos apresentaram uma alta perda de agua. Sabe-
se que anfibios sdo susceptiveis a perda de agua devido sua alta permeabilidade cutanea
(Shoemaker, Nagy, 1977). A fim de sanar o problema da desidratacdo, foi realizado o
experimento de hipoxia em ambiente aquatico. Na hipdxia aquéatica, 0s animais
apresentaram comportamento de inércia, com redugdo de nados e ficando na superficie
do aquério, no qual havia uma pequena coluna de ar (necessaria para o borbulhamento de
nitrogénio gasoso). Esse comportamento condiz com o expressado por L.catesbeianus
adultas, as quais suprimem a ventilacdo branquial e aumentam a respiracdo aérea
(pulmdes) (West, Burggren, 1983). Além disso, a reducdo de nados reduz o gasto de

energia, sendo um indicativo da depressdo metabdlica, caracteristico de animais que
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enfrentam flutuagdes no consumo de oxigénio (Storey, 1996). Isso deve ter permitido a
total sobrevivéncia dos animais com 12h de exposicdo (Fig. 5) a hipdxia severa de 0,3
mg/L (Welker et al., 2013).

Considerando 12 h o tempo maximo de resisténcia da espécie L. catesbeianus, a
hipoxia, foi realizado o experimento de hipdxia severa em ambiente aquético por até o
tempo de 6 h. Em células de mamiferos, com 15 min em hipoxia de 1-2 %, ha aumento
na producdo de ERO’s (Hernansanz-Agustin et al., 2014). No presente trabalho, foram
realizadas medicdes de danos oxidativos nos tempos de 15 e 30 minutos de exposicéo a
hipoxia de 5%. Apesarde ndo ter sido observado alteracBes significativas no nivel de
danos oxidativos (Figs. 4-7), ha uma tendéncia de aumento de GSH, sulfirilas e de
TBARS no tempo de 15 minutos, enquanto com 30 minutos ha uma reducéo. Espécies
tolerantes a flutuacBes no consumo de oxigénio, como L. catesbeianus, sdo conhecidas
por reduzirem sua taxa metabolica e aumentarem suas defesas antioxidantes (Hermes-
Lima e Storey, 1998; Welker et al., 2012), tornando-os resistentes ao estresse oxidativo.
Ha espécies que sobrevivem por dias em baixas concentracdes de oxigénio (Ultsch,
Reese, Stewart, 2004). Como ndo se conseguiu manter constante a concentracao de
oxigénio nos aquérios de 1,3 e 6 h no experimento 3, nao foi possivel, tornar o protocolo
reprodutivel, para medicGes nestes tempos.



36

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Akerboom TP, Sies H. Assay of glutathione, glutathione disulfide, and glutathione
mixed disulfides in biological samples. Methods Enzymol. 1981; v. 77, p. 373-
382.

Beutler E, Duron O, Kelly BM Improved method for the determination of blood
glutathione. J Lab Clin Med.1963; 61,882-888.

Buege JA, Aust SD. Microsomal lipid peroxidation. Methods Enzymol. 1978; v.
52, p. 302-310.

Burggren WW, West NH. Changing respiratory importance of gills, lungs and
skin during metamorphosis in the bullfrog Rana catesbeiana. Respiration
physiology. 1982; 47(2), 151-164

Carpenter JH. The accuracy of the Winkler method for dissolved oxygen.
Limnol.; Oceanog.1965; 10: 135-140.

Chen, L., Einbinder, E., Zhang, Q., Hasday, J., Balke, C.W., Scharf, S.M.
Oxidative stress and left ventricular function with chronic intermittent hypoxia in
rats. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2005; 172: 915-920.

Cini M, Fariello RG, Bianchetti A, Moretti A. Studies on lipid peroxidation in the
rat brain. Neuro chemical research. 1994; 19(3): 283-288.

Clemens DT, Feder ME. Dependence of oxygen uptake on ambient PO 2 in
isolated perfused frog skin. Journal of Comparative Physiology B. 1992; 162(7),
646-650.

Davidson DF. Analysis for lactate and pyruvate with the LKB 8600 reaction rate
analyzer.Clinical Chemistry 1978; v. 24, p.512-3.

Duranteau J, Chandel NS, Kulisz A, Shao Z & Schumacker PT. Intracellular
signaling by reactive oxygen species during hypoxia in cardiomyocytes.J Biol
Chem. 1998; 273:11619-11624.

Elgebaly MM, Ogbi S, LI W, Mezzetti EM, Prakash R, Johnson MH, Bruno A,
Fargan B, Ergul A. Neurovascular injury in acute hyperglycemia and diabetes: a
comparative analysis in experimental stroke. Translational stroke research.
2011; 2(3): 391-398.

Ferreira MVR, Alencastro ACR, Hermes-lima M. Role of antioxidante defenses
during estivation and anoxia exposure in the fresh wate rsnail Biomphalaria
tenagophila (Orbigny, 1835). Canadian journal of zoology. 2003; 81(7):1239-
1248

Fonseca EM, Silva GSF, Fernandes M, Giusti H, Noronha-de-Souza CR, Glass
ML, Bicego KC, Gargaglioni LH. The breathing pattern and the ventilatory
response to aquatic and aerial hypoxia and hypercarbia in the frog Pipa carvalhoi.
Comp Biochem and Physiol, Part A. 2012; v.162 p.281-287.



37

Forman MB, Perry JM, Wilson BH, Verani MS, Kaplan PR., Shawl FA,
Friesinger GC. Demostration of Myocardial Reperfusion Injury in Humans:
Results of a Pilot Study Utilizing Acute Coronary Angioplasty whit
Perfluorochemical in Anterior Myocardial Infarction. Journal of the American
College of Cardiology. 1991; 18 (14): 911-918.

Garlick PB, Davies MJ, Hearse DJ ,Slater TF. Direct detection of free radicals in
the reperfused rat heart using electron spin resonanc espectroscopy. Circulation
research. 1987; 61(5):757-760.

Ge M, Chi X, Zhang A, Luo G, Sun G, Xie H, Hei Z. Intestinal NF-E2-related
factor-2 expression and antioxidant activity changes in rats undergoing orthotopic
liver autotransplantation. Oncology letters. 2013; 6(5):1307-1312.

Gregory EM, Fridovich 1. Induction of superoxide dismutase by molecular
oxygen. Journal of bacteriology.1973; 114(2): 543-548.

Griffith OW. Determination of glutathione and glutathione disulfide using
glutathione reductase and 2-vinylpyridine. Anal Biochem. 1980; v. 106, p. 207-
212.

Grisham MB, Hernandez LA, Granger DN. Xanthine oxidase and neutrophil
infiltration in intestinal ischemia. American Journal of Physiology-
Gastrointestinal and Liver Physiology. 1986, 251(4): G567-G574.

Hedrick MS, Fahlman CS, Bickler PE. intracellular calcium and survival of
tadpole forebrain cells in anoxia. Journal of experimental biology. 2005; 208(4):
681-686.

Hermes-lima M, Storey K. Role of antioxidant defenses in the tolerance of severe
dehydration by anurans. The case of the leopard frog Rana pipiens.Molecular and
Cellular Biochemistry. 1998; 189: 79-89.

Hernansanz-Agustin, P., 1zquierdo-Alvarez, A., Sanchez-Gomez, F. J., Ramos, E.,
Villa-Pifia, T., Lamas, S., Bogdanova, A. and Martinez-Ruiz, A. Acute hypoxia
produces a superoxide burst in cells. Free Radic. Biol. Med. 2014; 71C, 146-156..

Huang CY, Lin HC, Lin HC. Effects of hypoxia on ionic regulation, glycogen
utilization and antioxidative ability in the gills and liver of the aquatic air-
breathingfish Trichogaster microlepis. Comp Biochem Physiol, Part A. 2015;
v.179 p.25-34.

Kennedy TP, Rao NV, Hopkins C, Pennington L, Tolley E, Hoidal JR. Role of
reactive oxygen species in reperfusion injury of the rabbit lung. Journal of Clinical
Investigation. 1989; 83(4): 1326.

Lopes, AR, Triibenbach K., Teixeira T, Lopes VM, Pires V, Baptista M., Repolho
T, Calado R, Diniz M, Rosa R. Oxidative stress in deep scattering layers: Heat
shock response and antioxidant enzymes activities of myctophid fishes thriving in


http://www.sciencedirect.com/science/journal/07351097
http://www.sciencedirect.com/science/journal/07351097

38

oxygen minimum zones. Deep Sea Research Part I: Oceanographic Research
Papers. 2013;82:10-16.

Lushchak VI, Lushchak LP, Mota AA, Hermes-Lima M. Oxidative stress and
antioxidant defenses in goldfish Carassius auratus during anoxia and
reoxygenation.Am J Physiol Regulatory Integrative Comp Physiol. 2001,
280:100-107

Maupoil V, Rochette L. Evaluation of free radical and lipid peroxide formation
during global ischemia and reperfusion in isolated perfused rat
heart. Cardiovascular Drugs and Therapy. 1988; 2(5) :615-621.

Meng Z, Cao R, Wang Y, Cao H, Liu T, Yang Z, Wang X. Suppression of renal
TRPMT7 may alleviate kidney injury in the renal transplantation. World Journal of
Urology. 2013: 1-9.

Michaelidis B. Studies on the extra- and intracellular acid-base status and its role
on metabolic depression in the land snail Helix lucorum (L.) during estivation. J
Comp PhysiolB. 2002; 172: 347-354.

Mgller P, Loft S, Lundby C,Olsen N V. Acute hypoxia and hypoxic exercise
induce DNA strand breaks and oxidative DNA damage in humans. The FASEB
Journal. 2001; 15(7)1181-1186.

Mihl D, Furedi R, Cristofari J, Ghosh S, Bogar L, Borsiczki B Z, Gasz B Z, R6th
E, Lantos J. Evaluation of oxidative stress in the thrombolysis of pulmonary
embolism.J. Throm. Thrombolysis. 2006; 22 :221-228.

Nohl H, Hegner D. Do mitochondria produce oxygen radicals in vivo? European
Journal of Biochemistry. 1978; 82( 2): 563-567.

Phelan AM, Lange DG. Ischemia/reperfusion-induced changes im membrane
fluidity characteristics of brain capillary endothelial cells and its prevention by
liposomal-incorporated  superoxide  dismutase.Biochimicaet  Biophysica
Acta.1991; 1067: 97-102.

Ramos-vasconcelos GR, Hermes-lima M. Hypometabolism, antioxidant defenses
and free radical metabolism in the pulmonateland snail Helix aspersa. J ExpBiol.
2003; 206: 675-685.

Rocha PL, Branco LGS. Cardiovascular, respiratory and metabolic responses to
temperature and hypoxia of the winter frog Rana catesbeiana. Brazilian journal of
medical and biological research, 1997; 30, 125-131.

Routley MH, Nilsson GE, Renshaw GMC. Exposure to hypoxia primes the
respiratory and metabolic responses of the epaulette shark to progressive hypoxia.
Comparative Biochem Physiol Part A. 2002; v.131 p.313-321.



39

Sanfey H, Bulkley Gregory B, Cameron J L. The pathogenesis of acute
pancreatitis. The source and role of oxygen-derived free radicals in three different
experimental models. Annals of surgery. 1985; 201(5): 63.

Seixas Filho JT, Gomes LH, Aguiar DVC, et al.. Avaliacdo histologica do
intestino médio, do figado e do pancreas de girinos de ra-touro alimentados com
racdes comerciais formuladas com trés niveis de proteina bruta. Revista Brasileira
de Zootecnia. 2008; 37(12), 2090-2096.

Shoemaker V, Nagy KA. Osmoregulation in amphibians and reptiles. Annual
Review of Physiology. 1977; 39(1), 449-471.

Storey KB. Oxidative stress: animal adaptations in nature. Braz. J. Med. Biol. Res.
29. 1996; 1715-1733.

Taylor AC, Kollros JJ. Stages in the normal development of Rana pipiens
larvae. The Anatomical Record. 1946; 94(1), 7-23.

Ultsch GR, Reese SA, Stewart E. Physiology of hibernation in Rana pipiens:
Metabolic rate, critical oxygen tension, and the effects of hypoxia on several
plasma variables. J of Experimental Zoology Part A: Comparative Experimental
Biology. 2004; 301(2):169-176.

Ultsch GR, Reese SA, Stewart E. Physiology of hibernation in Rana pipiens:
metabolic rate, critical oxygen tension, and the effects of hypoxia on several
plasma variables. Journal of Experimental Zoology Part A: Comparative
Experimental Biology. 2004; 301(2), 169-176.

Wasser JS, Jackson DC, Chang SY, Warburton SJ. Maintenance of high
extracellular pH does not influence cell pH or metabolism in submerged anoxic
bullfrogs. Journal of Experimental Zoology. 1993; 265(6), 619-626.

Welker AF. Efeitos da flutuacdo da disponibilidade de oxigénio e da privacédo
alimentar sobre o metabolismo de radicais livres. Universidade de Sdo Paulo
2009, Brasil.

Welker AF, Campos EG, Cardoso LA, Hermes-lima M. Role of catalase on the
hypoxia/reoxygenation stress in the hypoxia-tolerant Nile tilapia. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol. 2012; 302:1111-1118.

Welker AF, Moreira DC, Campos EG, Hermes-Lima M. Role of redox
metabolism for adaptation of aquatic animals to drastic changes in oxygen
availability. Comp Biochem Physiol A Mol Integr Physiol. 2013 Apr 12. In press.

West NH, Burggren WW. Reflex interactions between aerial and aquatic gas
exchange organs in larval bullfrogs. American Journal of Physiology-Regulatory,
Integrative and Comparative Physiology. 1983; 244(6), R770-R777.



40

Winmill RE, Chen AK, Hedrick MS. Development of the respiratory response to
hypoxia in the isolated brain stem of the bullfrog Rana catesbeiana. Journal of
experimental biology. 2005; 208(2): 213-222.

Zweier JL, Flaherty JT, Weisfeldt, ML. Direct measurement of free radical
generation following reperfusion of ischemic myocardium.Proc.Nati. Acad. Sci.
USA. 1987; 84(84): 1404-1407.

Zweier JL, Kuppusamy P, Williams R, Rayburn BK, Smith D, Weisfeldt ML,
Flaherty JT. Measurement and characterization of postischemic free radical
generation in the isolated perfused heart. Journal of Biological Chemistry.
1989; 264(32):8890-18895.



41

7. ANEXOS

ANEXO A- Criacdo ovos de grinos, com esterco, para criagdo de zooplancton.

ANEXO B - Criagdo de girinos, estagio I-VI (Taylor e Kollros 1946), com temperatura
de 25 £ 1°C, pH 6, amonia 0,000 + 0,008, oxigenacéo controlada por meio de aeracéo, e
com densidade de 1 U/L, fotoperiodo 12:12.
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ANEXO C - Imagem do aquério utilizado para o experimento de hipdxia severa.

ANEXO D- Comportamento dos animais, na superficie do aquéario, durante hipdxia
severa (0,3 mg/L).




ANEXO E Aumento da vascularizagdo da cauda de girinos (cauda vermelha), na
exposicdo ao ar.

43



44

Capl'tu |0 2 -resistenciaa DIMINUICAO DO

PROVIMENTONSISTEIVIICO DE OXIGEN,IO ADVINDO DA
DESIDRATACAO EM UM ANIMAL AQUATICO



45

RESISTENCIA A DIMINUICAO DO PROVIMENTO
SISTEMICO DE OXIGENIO ADVINDO DA DESIDRATACAO
EM UM ANIMAL AQUATICO

1. INTRODUCAO

Na natureza, hd muitos animais que passam por estresses ambientais, como
estivacdo, hibernacdo e desidratacdo, que levam a flutuagdes no consumo de oxigénio.
Para sobreviverem, os animais apresentam adaptacfes metabdlicas que os tornam

tolerantes ao estresse (Zhang et al., 2012; Hermes-Lima, Zenteno-Savin, 2002).

Anfibios, devido a sua pele altamente permeavel, sdo susceptiveis a perda de agua
decorrente da baixa umidade do ar, sendo o tamanho corporal um dos principais
determinantes para a taxa de evaporacdo (Shoemaker, Nagy, 1977). A tolerancia a
desidratacdo em anfibios depende de diversos fatores, como a velocidade da perda de
agua, a temperatura e as condic¢Ges gerais dos animais (Bentley, 1966). Eles podem tolerar
uma perda de cerca de 60 % de peso de &gua corporal (Shoemaker, Nagy, 1977; Hermes-
Lima, Storey, 1998). Para tolerar a desidratacdo, eles entram no estado de
hipometabolismo, suprimindo vias que tenham um alto gasto energético (Roufayel,
Biggar, Storey, 2011, Hillman 1978), modulam o metabolismo, aumentando os niveis de
glicose sanguinea e tecidual, os niveis de lactato e ativando kinases (Churchill, Storey,
1995; Holden, Storey, 1997; Malik, Storey, 2009). Além disso, a desidratacdo aumenta a
osmolaridade sanguinea, diminui a entrega de oxigénio sanguineo causando hipdxia e ou
anoxia, causando danos ao DNA (Andrew, 1991) e diminuindo a taxa de sobrevivéncia
(Hermes-Lima, Storey, 1998).

Humanos sdo pouco tolerantes a desidratacdo, com perda de 10 % apresentam
varios problemas clinico (Andrew, 1991). Quando desidratados, os mamiferos, aumentam
0 risco a isquemia causada pela hiperosmolaridade, aumentando a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO’s) e causando disfuncéo cerebral (Faraco et al., 2014). Esses
danos a moléeculas e lesbes em tecidos ocorrem devido ao desbalanco entre as defesas
antioxidantes e a producdo de ERQO’s, ou seja, 0 sistema antioxidante ndo € eficiente o

suficiente para que os tecidos resistam a maior quantidade formada de ERO’s (Cini et al.,
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1994; Phelan e Lange, 1991; Maupoil e Rochete, 1988; Zweier et al., 1989), contrario ao

que ocorre em especies resistentes ao estresse, tornando importante o seu estudo.

Desta forma, este estudo pretendeu investigar a resisténcia de uma espécie de anfibio

a diminuicdo do provimento sistémico de oxigénio ocasionado pela desidratacéo .

2. OBJETIVOS

Analisar a resisténcia da espécie Lithobates catesbeianus a reducéo sistémica de

oxigénio advinda do estresse de hipdxia e desidratacao.

3. MATERIAIS E METODOS
Aclimatacao

Foram comprados girinos da fazenda Rander (www.rander.com.br), com

aproximadamente 65 dias de eclodidos, estagio I-VI (Taylor ,Kollros, 1946), com peso
entre 5-7 g, 0s quais ainda ndo possuem membros posteriores integralmente formados, e
sdo totalmente dependentes da dgua. Eles foram transportados em sacos plasticos com
oxigénio até ao Biotério do Instituo de Biologia da Universidade de Brasilia-UnB. Eles
foram mantidos por uma semana em aquario. Na &gua, foi usado anti-cloro, temperatura
de 25 £ 1°C, pH 6, amdnia 0,000 + 0,008, oxigenacdo controlada por meio de aeracéo, e
com densidade de 1 U/L, fotoperiodo 12:12. Em dias alternados, os girinos foram
alimentados com racdo 55 % de proteina. Este projeto foi avaliado e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Brasilia.

Determinacéo do contetdo de agua corporal e dos tecidos
Para determinar a quantidade de agua corporal de L. catesbeianus, foram
usados dez girinos (5-7 g). Sequindo protocolo Churchill e Storey (1993), os girinos
foram pesados e colocados em estufa a 90 °C por 24 horas. Apos verificar que 0 peso
deles estavam constante, foi possivel determinar o contetdo de agua do animal (g H20/g
de peso) pela perda de peso observada..


http://www.rander.com.br/
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A quantidade de agua no figado (n=10) e no musculo da cauda (n=5) foi
determinada seguindo 0 mesmo procedimento descrito acima, em estufa a 90 °C por 12

horas.

Experimento 1

Desidratacdo: taxa de perda de agua e mortalidade

No primeiro experimento, 60 girinos foram retirados da dgua, pesados e expostos
ao ar sem hidratacdo, em temperatura média de 25 °C + 0,1 e umidade de 67,7% + 4, a
qual foi medida e monitorada com higrometro e mantida com umidificador de ar. O
umidificador foi mantido distante dos animais e permitiu uma taxa de perda de agua
controlada. A cada hora os animais foram pesados (Fig. 1) para verificar a taxa da perda
de agua e para determinar a taxa de mortalidade. Esta foi verificada através da interrupgéo
das funcBes vitais (movimento bucal, presenca ou auséncia de batimento cardiaco,

resposta a estimulo externo - toque na cauda).

Reidratacdo e mortalidade

Ap0s a desidratacao por 8 h (n=20), 10 h (n= 20) e 12 h (n=20), grupos de animais

foram retornados a agua e mantidos nela por 24 h para verificar a sobrevivéncia.

Experimento 2

Desidratacdo: taxa de perda de dgua e mortalidade

Foram utilizados 44 girinos, 0s quais foram expostos ao ar sem hidratacao,
temperatura meédia de 23 °C + 0,2 e umidade de 88,4% + 2, a qual foi medida e monitorada
com higrémetro e mantida com umidificador de ar. O umidificador foi mantido distante
dos animais e permitiu uma taxa de perda de agua controlada . Conforme o primeiro
experimento, a cada hora 0s animais foram pesados para verificar a taxa da perda de agua

e para determinar a taxa de mortalidade.

Reidratacao e mortalidade

Ap0s a desidratacdo, foram adicionados 40 mL de &gua, quantidade suficiente para

cobrir os aniamis, sem cloro no recipiente de cada girino. Apés 1 h (n=11) e 3 h de
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reidratacdo (n=11), os demais animais foram retornados ao tanque de agua para avaliar

sobrevivéncia por 24 h.

Andlise Estatistica

Para determinar o contetido de &gua (g H20/g de peso) de cada animal durante a
desidratacdo, foi utilizada a formula (Churchill, Storey, 1993):

(Pi—Pf) x 100 ,onde
(Pi-Bwc)

Pi: Peso inicial

Pf: Peso final

Bwec: contetdo de g de 4gua por g de peso

As analises estatisticas descritivas foram feitas no software Graphad Prism 7.0.

4. RESULTADOS

Os girinos de Lithobates catesbeianus apresentaram 85 % de &gua corporal
(ANEXO A). O musculo (cauda) possui 70,41 % de agua (ANEXO B) e o figado 29,53
% (ANEXO C).

No primeiro experimento de desidratagdo, os girinos tiveram em média uma taxa
de perda de agua de 3,5 %/h (Fig. 1). Ap6s 7 h de experimento, um girino morreu. Com
8h, os animais ja haviam desidratado 36,68 %, com isso 19 girinos foram devolvidos a

agua (porque um havia morrido).
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Figura 1. Perda de peso (g) por hora de desidratacao.

As 10 h de desidratagdo, com uma média de perda de peso de agua de 37,33 %,
ja haviam morrido 36,66 % de animais. N&o foi avaliada a desidratacao até 12 h, devido
as mortes ocorridas e por apresentarem letargia. No segundo experimento, foi verificada
uma taxa de perda de agua de 1,5 %/h. Apo6s 24 h de desidratacdo, com uma média de

perda de peso de agua de 38,69 %, apenas um animal havia morrido (Fig. 2).
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Figura 2. Taxa de sobrevivéncia durante a desidratacéo.

Todos os animais restantes do primeiro experimento foram colocados em aquarios
e sua sobrevivéncia avaliada por 48 h, os quais apresentaram 81,5 % de morte. Alguns
animais foram pesados aleatoriamente, para verificar o ganho de peso por hora. Com 4 h,
0s animais comecaram a morrer, entdo s6 foi observado o ganho até 3h de reidratacéo.
No segundo experimento, entre 1 h e 1h30min, 8 animais dos 11 que foram selecionados
para pesagem pos reidratacdo, ganharam uma média de 7,9 % de agua (Fig. 3). O segundo
a ser analisado apos 3 h de reidratacdo, s6 restaram 3 vivos de 11 animais, este grupo néo
foi pesado. Entdo, durante a reidratacdo dos animais, 4,54 % morreram no decorrer de 2

h submersos a 4gua, enquanto apos 4h de reidratacdo, 68 % ja apresentaram morte.
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Figura 3. Ganho de peso (%) ao longo da reidratacao.

No decorrer dos dois experimentos de desidratacdo, as caudas dos girinos

apresentaram-se vermelhas, com alta vascularizacao, logo no inicio a exposicéo, cerca de
3h (ANEXO E)

5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A espécie estudada mostrou pouca tolerancia ao estresse de desidratacdo, pois houve
uma alta taxa de mortalidade com uma média de 37 % de perda de agua corporal nos dois
experimentos. Outra espécie, Xenopus laevis, também apresenta pouca toleréncia, néo
suporta desidratacdo acima de 30 % (Malik e Storey, 2009). Diferente de outras espécies,
Rana pipiens sobrevive a uma desidratacdo de 50 % (Hermes-Lima e Storey, 1998). Uma
diferenca do protocolo deste artigo em relagdo ao presente estudo foi que o primeiro teve
taxa de evaporacdo de 0,56 %/hora, enquanto que neste presente trabalho, a diferenca na
taxa de perda de agua de L. catesbeianus foi de 3,5 %/hora no primeiro experimento e de
1,5 %/hora no segundo. Uma menor taxa de perda de agua, 1,5 %/hora, reduziu a
mortalidade durante a desidratagdo, porém na reidratacdo, houve uma alta taxa de

mortalidade de 81,5 % no primeiro experimento e 68 % no segundo experimento.
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A temperatura utilizada neste experimento foi de 23 + 2 °C, enquanto em outros
trabalhos a temperatura usada foi menor, 5 °C, para R.sylvatica e R. pipiens (Churchill ,
Storey, 1993; Holden, Storey, 1997; Hermes-Lima , Storey, 1998; Katzenback et al.,
2014). E provavel que a menor taxa metabolica do animal resultante da menor
temperatura tenha contribuido para a alta resisténcia destes animais. Porém, o relato de
que outra espécie de anfibio (X. laevis) apresenta resisténcia a desidratacdo a uma
temperatura de 22 °C (Luu, Storey, 2015) corrobora a conclusdo de que L. catesbeianus

é uma espécie sensivel a desidratag&o.

Espécies resistentes a desidratacdo apresentam adaptacdes como aumento da
osmolaridade sanguinea, aumento da concentracdo de glicose plasmatica, aceleracdo do
desenvolvimento, aumento da atividade de enzimas antioxidantes, e aumento da
expressdo de fator de transcricdo (Malik, Storey, 2009; Malik, Storey, 2011; Gomez-
Mestre, Kulkarni, Buchholz, 2013). Neste trabalho, ndo foi possivel avaliar as adaptaces
bioguimicas previstas no projeto original de mestrado, pois a espécie mostrou-se pouco
tolerante ao estresse. Porém, os experimentos realizados permitiram se chegar a
concluséo de que a morte de girinos L. catesbeianus submetidos a exposicao ao ar se deve
a desidratacdo e nao a hipdxia, uma vez que eles resistem vérias horas de hipdxia severa
quando mantidos submersos em agua quase andxica. Portanto, neste animal, a exposicéo
ao ar ndo é um protocolo adequado para se investigar as respostas bioquimicas a

hipdxia/andxia.
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7. ANEXOS

ANEXO A - Tabela 1. Determinagdo do conteldo de agua corporal em animal inteiro
(n=10) em estufa a 90°C por 24 horas. Percentual de agua (média e desvio padrdo) e o

contetido de agua corporal (g H20/g peso) de Lithobates catesbeianus.

Animal inteiro

Peso inicial  Peso final Perda de peso % de peso que % de agua do
(9) 9) (H20 g) restou animal
6,73+£1,43 1,01+0,21 5,73+1,24 15,00 £ 1,46 85,00 + 1,46

Conteudo de agua corporal 0,85

ANEXO B- Tabela 2. Determinagéo do contetdo de dgua corporal no musculo de Lithobates
catesbeianus (n=5) em estufa a 90°C por 12 horas. Percentual de &gua (média e desvio padrdo)

Musculo
Peso inicial  Peso final Perda de peso % de peso que % de 4gua no
(9) (9) (H20 g) restou musculo
1,32+0,20 0,4+0,17 0,91+ 0,04 29,58+ 7,58 70,41+ 7,58

ANEXO C- Tabela 3. Determinacdo do contetido de agua corporal no figado de Lithobates

catesbeianus (n=10) em estufa a 90°C por 12 horas. Percentual de d&gua (média e desvio padréo)

Figado
Peso inicial  Peso final Perda de peso % de peso que % de agua no
@) (¢)) (H20 g) restou figado

0,22+0,09 0,15+0,05 0,07 +0,03 70,47 £5,51 29,53 £5,51
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CONTROLE DA TAXA METABOLICA POR SUBSTRATOS DA CADEIA
DE TRANSPORTE DE ELETRONS MITOCONDRIAL

1. INTRODUCAO

1.1. Taxa metabolica de repouso e restricdo calorica

A restricdo calorica causa muitas mudancas, hormonais, bioquimicas,
comportamentais e de composicdo corporal. Ela leva a reducdo de peso, tanto de massa
gorda e quanto de massa magra (Knuth et al., 2015), diminui os niveis de glicose
sanguinea, de insulina, dos hormonios tireoidianos, de leptina, da atividade do sistema
nervoso simpatico, da termogénese (Dullo e Jacquet, 1998; MacLean, 2006; Mller et al.,
2015), diminuicdo da pressao sanguinea, do quociente respiratorio (Miller et al., 2015;
Leibel, Rousebaum, Hirsch, 1995) e queda da taxa de vazamento de prétons na
mitocondria (Hagopian et al., 2004). Além disso, a mudanca de uma alimentacdo
normocaldrica para uma restricdo calérica também causa diminuicdo da taxa metabolica
de repouso (Dullo e Jacquet, 1998; MacLean, 2006), a qual é estimada pela queda no

consumo de oxigénio (Ravussin et al., 1986).

A taxa metabolica repouso (TMR) possui a maior contribuicdo, no gasto
energético total diario, representando cerca de 60-70 %, o restante do gasto provém do
efeito térmico dos alimentos que representa entre 14-20 % e atividade termogénica sem
exercicio,-representando cerca de 20 a 40% do gasto energético total diario (Ravussin et
al., 1986; Levine, Schleusner, Jensen, 2000; Levine, 2004). O fendmeno da diminuicédo
da taxa metabdlica em resposta a restricdo de alimentos e de energia em humanos é
chamado de adaptacdo metabdlica (Rosenbaum et al., 2008), enquanto que, em outros
animais, é comumente chamada de depressdo metabdlica (Ehrhardt, Heldmaier, Exner,
2005; Storey e Storey, 2010).

1.2. Depressdo metabolica: redugéo da taxa metabolica em animais

Muitos organismos em situagdes de estresses ambientais, como mudanca brusca

de temperatura, falta de agua, de alimento, entram em um estado de hipometabolismo, ou
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seja, diminuem sua taxa metabdlica de repouso, o que contribui para a sua sobrevivéncia
(Ortmann et al., 2000; Secor, 2005; Frick et al., 2008; OelKrug, Heldmaier, Meyer, 2011,
Franco et al., 2012; Welker et al. 2013) Ha espécies que podem diminuir entre 70-85 %
da taxa metabdlica basal (Brustovetsky et al., 1990; Kayer, Cramps, Franklin, 2009;
Reylli et al., 2014). Por exemplo, lagartos teis tém um consumo de oxigénio no inicio
do outono de 0.0627+0.0057 (ml O2 h™* g), e cai para 0.0119+0.0013 (ml O, h™t g
no inverno (Souza et al., 2004). Hamsters em temperatura ambiental de 16 °C reduzem a
taxa metabodlica de 2,4 ml Oz h g* para 0,6 ml O, h™t g* ao entrar em torpor em uma
temperatura de 5 °C (Heldmaier e Ruf, 1992).

A queda na taxa metabdlica desses animais esta correlacionada com a reducéo da
massa de 6rgaos (Souza et al., 2004; Naya et al., 2009) e com reducdo na sua atividade
mitocondrial, como em caramujos e cobras em estivacdo, esquilos hibernantes (Stuart et
al., 1998; Brustovetsky et al., 1990; Brown e Staples, 2014). Na hibernagéo de esquilos,
a queda na taxa de respiracdo mitocondrial relaciona-se com a diminuig&o na temperatura
corporal (Chung et al., 2011). Durante estivacdo e hibernacdo, ha mudancas na
composicao da membrana das mitocondrias (Stuart et al., 1998, Chung et al., 2011), essa
mudanca pode levar a perda de funcdo de citocromo C oxidase, sendo tecido-especifico
(Frick et al., 2010). Em caramujos, a diminuicdo da taxa metabdlica, também ocorre pela
menor oxidacdo de substrato, que representa 75 % da taxa respiratdria mitocondrial,
enquanto os 25 % é do turnover de ATP (Bishop, Pierre, Brand, 2002). Hamsters durante
torpor reduzem a taxa respiratoria até 70 % , utilizando glutamato como substrato para a
mitocdndria (Brown, Gerson, Staples, 2007). Ou seja, no hipometabolismo, ha alteraces
da atividade mitocondrial advindas da diminuicéo da disponibilidade de substrato.

1.3. Alterac6es da taxa metabdlica pela oferta de calorias

Assim como animais em depressdo metabodlica, a adaptacdo metabolica em
humanos € caracterizada pela reducdo da taxa metabolica. A adaptacdo metabdlica
causada pela restricdo caldrica pode persistir depois da perda de peso, o que dificulta a
manutencdo e facilita o reganho de peso. Quanto maior € tal restricdo calorica, mais
intensa € a adaptacédo (Leibel, Rousebaum, Hirsch, 1995; Guppy, Fuery, Flanigan, 2004).
Por exemplo, obesos possuem reducdo da taxa metabdlica de 1984 + 342 kcal para 1581

+ 348 Kcal, pds-reducdo de 20% de perda de peso, sendo tal queda indubitavelmente
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significante (p < 0,001) (Leibel, Rosenbaum, Hirsch, 1995). Mulheres com anorexia
nervosa, que se caracterizam pela perda de peso por uma severa restricdo calorica,
apresentam menor taxa metabdlica basal, 3,810 + 937 kJ/dia, comparadas com grupo
controle, 5,576 + 209 kJ/dia (Bossu et al., 2007). Com o tratamento de uma alimentagao
adequada, ha 0 aumento na taxa metabdlica e na massa gorda, e um aumento inicialmente
pouco expressivo de massa magra (Polito et al., 1998; Aguera et al., 2015). Individuos
em restricdo caldrica durante 12 e 24 semanas apresentam queda da taxa metabolica basal
de ~ 20 e 25 % respectivamente, e durante 12 semanas de realimentacdo ha um aumento
de = 10 % (Dullo e Jacquet, 1998), ou seja, a TMR esta positivamente relacionada com a

oferta de nutrientes/calorias.

De forma similar a relacdo positiva entre a TMR e a oferta de nutrientes/calorias
durante situacOes de restricdo caldrica, a taxa metabolica aumenta por varias horas, em
resposta a ingestdo de alimentos (Tataranni et al., 1995), fendbmeno chamado de Efeito
Térmico dos Alimentos ou Termogénese Pés-Prandial. A Termogénese Pds-Prandial é

atribuida a digestéo, absorcao e estoque energético (D Alessio et al., 1988; Levine, 2004).

1.4. Fatores que Influénciam o Efeito Térmico dos alimentos

A quantidade de calorias da refeicdo e a sua composicao possuem influéncias no

efeito térmico dos alimentos (Tai, Catillo, Pi-Sunyer, 1991; Suen et al., 2003).
1.4.1. Tamanho da refeicéo

Quanto maior a ingestdo alimentar, maior o aumento da taxa metabdlica (Caudwell
et al., 2013). Um estudo mostrou que uma refeicdo com 3138 kJ apresenta um maior
efeito térmico (241,00 + 34,56; total kJ/5h) do que seis refeicdes de 523 kJ (174,47 +
25,10; total kJ/5h) (Tai et al., 1991). Os acidos graxos de cadeia média (AGCM), os quais
sdo absorvidos mais rapidamente, aumentam o efeito térmico pos-prandial mais do que
acidos graxos de cadeia longa (Scalfi, Coltorti, Contaldo, 1991; Ogawa et al., 2007; Clegg
e Golsorkhi, Henry, 2013). Frutose é uma molécula que ndo € utilizada pelos tecidos
extra-hepaticos, possui um maior efeito térmico do que glicose (Schwarz et al., 1989;
Tappy e Jéquier, 1993; Blaak e Saris, 1996; Cox et al.,2012). Isso corrobora a explicacédo
de que o maior aumento do efeito pos-prandial ocorre quando had uma maior oferta de

substratos na mitocondria.
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1.4.2. Composic¢ao do alimento

A composicao do alimento também interfere no efeito térmico (Westertep, 2004).
Por exemplo, mulheres obesas e mulheres magras, ao receberam refei¢Ges isocaloricas
(2026 kJ) com diferenca na composicao, uma rica em proteina (18,3 g carboidrato, 0,16
g de gordura, e 102,4 g de proteina), e outra rica em gordura (39,4 g de gordura, 19,9 ¢
de carboidrato, e 11,8 g de proteina), apresentam um maior efeito térmico quando ingerem
uma dieta rica em proteinas (356,8 + 129 e 348,8 + 171,3 kJ/h, respectivamente) em
compara¢do com uma dieta rica em gordura (125,2 + 93,4 e 1456 + 117,8 kl/h,
respectivamente) (Tentolouris et al., 2008). Outro estudo com individuos que receberam
dietas isocaldricas (2331 + 36 kJ por cada refeicdo), com diferenca na composicéo, uma
rica em proteina com 68 %, outra rica em carboidrato, 69 %, e outra em gordura, 70 %,
apresentaram efeito térmico de 261 + 59, 92 + 67 e 97 = 71 KkJ, respectivamente,
mostrando um aumento significativo em resposta a refeigdo rica em proteina (P < 0.001)
(Crovetti et al., 1997)

1.4.3. Composicao corporal do individuo

O efeito térmico dos alimentos também é dependente do individuo, por exemplo,
individuos com capacidade de oxigénio maxima alta, de 62 mL/kg.min*, possuem maior
efeito pos-prandial (correlacionado por analise de regresséo; p < 0,05), do que individuos
com capacidade de oxigénio maxima baixa, de 43 mL/ kg.min (Hill et al., 1984). Ha
estudos que mostram que individuos obesos apresentam o efeito térmico dos alimentos
pos-prandial menor do que individuos ndo obesos (Pittet et al., 1976; Shetty et al., 1981;
D"Alessio et al., 1988). Por exemplo, obesos tém um aumento do efeito térmico de 31 +
3 kcal/3h enquanto nao obesos tem um gasto de 69 + 4 kcal/3h, apds uma refeicdo mista
liquida de 720 kcal (Segal et al., 1990), apresentando menor aumento da taxa metabélica
basal pos-prandial (Wang, Strouse 1924; Nelson et al., 1992). Alguns estudos nao
mostram diferencas no aumento do efeito térmico dos alimentos ente obesos e magros
(Felig et al., 1983; Tentolouris et al., 2008). Obesos e magros, apos refeicdo rica em
gordura, ndo apresentaram diferencas significativas no efeito térmico, 100 kcal e 140 kcal,
respectivamente (Imbeault et al., 2001). Porém, individuos obesos com diferente
distribuicdo de gordura corporal apresentam diferencas no efeito termico dos alimentos.

As diferencas ndo séo claras entre obesos e ndo obesos, mas em relacdo a distribuicdo da



61

gordura corporal. O aumento percentual da taxa metabélica pos-prandial ndo muda entre
0s grupos: gluteo-femoral (13,2 + 1,3), intermediarios (13,9 £ 0,9), abdominal (11,3
1,0) e controle (12,1 + 2,6) (Westrate et al., 1990). Nestes estudos, individuos obesos e
magros ndo possuem diferencas significativas na quantidade de massa magra, a qual
relaciona-se com um maior efeito térmico e da taxa metabdlica, por exemplo, individuos
com uma maior quantidade de massa magra correlacionam positivamente com um maior
aumento da taxa metabdlica pos-prandial (r>= 0,39 p = 0,001) (Reed e Hill, 1996). Apesar
das controvérsias, ha muitas evidéncias do menor efeito térmico dos alimentos em obesos
(Jonee et al., 1997). Aparentemente, a divergéncia dos resultados e conclusdes dos

diferentes estudos se deve a diferenca na metodologia utilizada.

1.5. Mitocondrias e proteinas desacopladoras (UCP’s)

Na mitocondria, parte dos prétons bombeados no espaco intermembrana é
desacoplada da ATP sintase (Rolfe, Brand, 1997) por meio das proteinas desacopladoras
(UCP’s), as quais se encontram na membrana interna da mitocondria de diferentes tecidos
(Nicohlls 2006; Brand, Esteves, 2005). Dentre as atividades que elas estdo envolvidas

estdo a termogénese e a diminuicao da producéo de radicais livres (Brand, Esteves, 2005).
1.5.1. UCP’s e restricdo alimentar

As proteinas desacopladoras estdo envolvidas na restri¢cao alimentar, por exemplo,
ratos durante restricdo alimentar possuem menor expressdo de mRNA de UCP’s quando
comparados com o estado de realimentacdo, relacionando positivamente com o menor
gasto energético e maior eficiéncia energética (Samec, Seydoux, Dullo, 1998). Pessoas
com resisténcia a perda de peso expressam menos UCP3 e apresentam menor vazamento
de prétons do que pessoas com facilidade a perda de peso (Harper et al., 2002). Mulheres
obesas, durante restricdo calorica, possuem maior queda na taxa metabélica basal, de 7,62
+ 0,67 para 6,97 + 0,52 ap0s a perda de peso. Esta maior queda da taxa metabdlica é
observado em mulheres com alta termogénese adaptativa (alta adaptacdo a conservagédo
de energia), o que ndo foi observado em mulheres com baixa termogénese adaptativa
(baixa adaptacdo a conservacdo de energia), de 7,03 + 0,38 para 7,09 + 0,39 (Bosy-

Westphal et al., 2009). Individuos que sofreram queimaduras, que possuem dificuldades
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no ganho de peso, apresentam uma alta taxa metabdlica basal e um alto desacoplamento

mitocondrial no musculo esquelético (Porter et al., 2014).

Mulheres com anorexia nervosa podem apresentar hipotermia (Croxson et al.,
1977; Smith et al., 1983; Madden et al., 2015) que pode estar envolvida com a UCP-2 e
UCP-3, Por exemplo, em pessoas com anorexia nervosa, hd uma maior frequéncia dos
alelos D11S911 (UCP-3) em relagéo ao controle (Campbell et al., 1999). Enquanto outro
estudo com trés polimorfismo nos genes UCP2 e 3, ndo encontrou relacdo com anorexia
nervosa (Ando et al., 2004). Ainda nédo é claro se ha relacdo de UCP’s com anorexia
nervosa, mas sabe-se que UCP’s possuem relacdo com taxa metaboélica (Bouchard et al.,
1997).

1.5.2. UCP’s e hormonios da tireoide

A expressdo das UCP’s e a taxa metabdlica aumentam em resposta ao horménio
da tireoide, T3 (Lange et al., 2001; Lange et al., 2007; Lanni et al., 1997), além disso, as
UCP’s estdo envolvidas no metabolismo de acidos graxos (Brand e Esteves, 2005). A
superexpressdo de UCP3 leva a um menor ganho de massa gorda com uma dieta rica em
gordura (Costford et al., 2008).A secrecdo de hormonios tireoidianos é reduzida em
pessoas com hipotireoidismo (Akbaba et al., 2015), os quais apresentam metabolismo
lento. Apesar de ndo existir um consenso sobre os niveis circulantes dos hormdnios da
tireoide em obesos (Tagliaferri et al., 2001; Knudsen et al., 2005; Pearce, 2012), eles tém

um mario consumo de oxigénio e este possue relacdo intrinseca com as UCP’s.

1.5.3. UCP’s e hormdnios da saciedade

Leptina, outro horménio envolvido no balanco de energia, é alterado em
individuos obesos, 0s quais possuem alta concentracdo, porém sao resistentes a sua acéo
(Considine et al., 1996, Ritze et al., 2016). H& estudo que mostra uma maior concentracao
em pacientes com hipotireoidismo do que pacientes com hipertireoidismo (Hsieh et al.
2002), mas, ha& controvérsias sobre a relacdo da leptina no hipotireoidismo e
hipertireoidismo (Sreenan, Caro, Refettof 1997; Pinkney et al., 1998; Akbaba et al.,
2015). Em camundongos, leptina pode ter envolvimento no controle alimentar associado

com UCP1. Camundongos com expressao de UCP1 apresentam menor ingestdo alimentar
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quando sdo injetados com leptina, em comparagdo com camundongos sem UCP1
(Okamatsu et al., 2011). Camundongos obesos possuem menor expressao de UCP1 e essa
expressao aumenta quando se injeta leptina (Commins et al., 1991). Também se observa
um aumento na producéo de calor, na expresséo de UCP 2, 3, e na taxa de vazamento de
prétons em camundongos injetados com leptina (Henry, 2011), aumento do gasto
energético, reducdo e manutencao de perda por mais tempo em camundongos injetados

com leptina (Gullicksen et al., 2011).

1.54. UCP'se ERO’S

Proteinas desacopladoras também sdo citadas por contribuirem na queda da
producdo de RL (Criscuolo et al., 2006, Brand et al., 2002). H4 muitas correlacGes que
evidenciam essa funcdo, por exemplo, em estudo sobre longevidade, a ingestdo do
desacoplador mitocondrial DNP diminui a producéo de ERO’s, com uma reducéo de 80%
no figado, além de aumentar a taxa metabdlica e a longevidade em camundongos
(Caldeira da Silva et al., 2008). Diferencas em camundongos com alta e baixa taxa
metabolica também foram observadas. Aqueles com alta taxa possuem maior
desacoplamento mitocondrial (200 nmol O/min/mg proteina) e maior longevidade (641
dias) vs com baixa taxa (150 nmol O/min/mg proteina) e menor longevidade (472 dias)
(Speakman et al., 2004). Girinos de rd expostos ao DNPtém aumento da taxa metabdlica
e aumento na sintese de ATP, demostrando um alto custo de energia, queda na producao
de peroxido de hidrogénio e de danos lipidicos (Salin et al., 2012). No peixe truta, alta
taxa metabdlica apresentou baixa concentracdo de peroxido de hidrogénio (Salin et al.,
2015)

2. REVISAO SISTEMATICA E ANALISE DE DADOS DA LITERATURA

Os dados na literatura mostram que hé alterac6es da taxa metabdlica com restricdo
caldrica ou superalimentagdo. Dados in vitro também relacionam a disponibilidade de
substrato com uma maior atividade mitocondrial. Tais relacdes conduzem a hipétese de
que um aumento na ingestao de alimentos geraria um maior aumento da taxa metabolica
por causa da maior disponibilidade (pico de concentracdo) de substrato pds-prandial.

Porém, ainda ndo h& na literatura um estudo que investigasse tal relacdo com clareza.
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2.1. Objetivo

Assim, esse estudo prop6s avaliar se 0 aumento do pico de concentragao de substratos
pos-prandial se correlaciona com um maior aumento da taxa metabdlica através de dados

da literatura.

3. METODOS

O estudo realizou um levantamento bibliografico do aumento da taxa metabolica de
repouso pds-prandial. Para isso foi utilizado os bancos de dados Pubmed e Web of science.
As palavras chaves utilizadas foram: Thermic effect food; Thermic effect food in the

metabolic rate.
Critérios de inclusao:

Dietas ricas em carboidrato, em lipidios ou proteinas
Dietas liquidas ndo isoladas (apenas um macronutriente)
Dietas com kcal especificada

Artigos com resultado da mensuracdo da taxa metabolica

Resultado da mensuracgdo da taxa metabolica com tempo, o qual foi mensurado

o ok~ wnE

Resultados dos grupos considerados normais/controle
Critérios de exclusdo:

Estudo com criancas ou somente com idosos
Mulheres em pré-menopausa ou em menopausa

Dietas liquidas isoladas (apenas um macronutriente)

A

Resultados com grupos ndo considerados normais/controle

Foram encontrados aproximadamente 79 artigos, com as palavras chaves usadas,
destes, foram selecionados 20 artigos incluidos nos critérios citados acima. Os dados dos

artigos selecionados foram dispostos em tabela.
Para a analise, os seguintes dados foram coletados:

e caracteristicas da dieta,
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e tempo de jejum antes da refeicao,

e tempo de mensuragdo do aumento da taxa metabdlica,

e quociente respiratorio,

e pico do efeito térmico dos alimentos em minuto ,

e percentual de aumento acima da baseline,

e e 0 percentual de aumento da taxa metabolica em relacdo a kcal do alimento
ingerido.

Para extrair os dados expostos em gréficos, foi utilizado o software g3data 1.5. Para
0 aumento da taxa metabolica em relacdo a kcal do alimentos, foi utilizado o célculo
abaixo (Schallenberg, 1974) :

DIT = (Po6s prandial - Pré prandial) x tempo de mensuracdo (min) x 100 ,

Conteldo de energia do alimento (Kcal)

onde DIT é o valor que se refere a termogénese induzida por dieta.

Apos a elaboracdo da tabela, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk,
a qual ndo revelou distribuicdo normal. Assim foi realizado o teste de correlagdo nédo
parametrico de Spearman entre 0 pico de aumento da taxa metabélica pds-prandial e o
aumento total (nas horas subsequentes a refeicdo) da taxa metabdlica pds-prandial. Foi
realizado o teste utilizando o programa SPSS.

4. RESULTADOS

Dos 20 artigos analisados, 15 apresentaram as refei¢cdes na forma sélida, enquanto
cinco estavam no estado liquido, considerando que, dentre as cinco refei¢des liquidas, um

também apresentou uma refeigdo no estado solido.



Tabela 1. Caracteristicas das refeicdes dos artigos analisados.
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Quantidade de refei¢des

analisadas

Caracteristicas das refeicOes

Hiperglicidica Hiperlipidica Hiperprotéica Hipolipidica

14

Carboidrato

Média da quantidade do

principal

em

(9)

macronutriente

abundancia/reduzido

105,4

14

Lipidios

57,4

2

Proteinas

97,5

2

Lipidios

12,0

A média do tempo de jejum anterior as refei¢des foi de 11,8 horas. A média de

aumento do pico foi de 16,77 % em relagdo a baseline, enquanto que o aumento da taxa

metabdlica relativo a quantidade de nutrientes foi de 8,49 %.

Tabela 2. Alteracdes da taxa metabdlica em resposta a ingestdo de nutrientes.

Pico Aumento
_ - . Pico de da taxa Tempo de
Autores Carggtg:’;igcas Kcal P(r O)t' C(ar)b ' Lépl)d ' J?hl;m TdEeF TEF (% | metabdlica | mensuracéo ((g/R;
g g g (min) baseline) | relativo a (h) °
kcal (%)
Hipolipidica 482 | 32,25 75 5,88 12 75 17 15,8 9 2,4
Hiperlipidica
Flatt et al,, 1985 | AGCL * 858 | 325| 7525| 4744 12 75 20 11,2 9| 0,66
(56) AGCM ** 856 | 32,25 75| 4744 12 75 22 12,3 9| 0,09
AGCM ** 400 - . 4g | Durante | 90- 16 121 6| -6
a noite 120
Seaton et al, Durante | 150-
1986 (57) AGCL * 400 | - - 45 2 noite | 180 9 3.7 6| -10
Hiperglicidica 600| 165 105| 12,66 12| 180 1,16 9,5 5
Kinabo and | Hiperlipidica 600 165 36| 43,33 12 90 1,62 9,5 5
Durnin, 1990 | Hiperglicidica 1200 33 210| 2533 12| 130 56,4 15 5
(38) Hiperlipidica 1200 33 72| 86,66 12| 200 59,2 14,5 5
Segal et al., | Refeicdo mista
1990 (58) liquida 720 43,2 99 16,8 12 95 36 9,9 3
Segal et al., | Refeicdo mista )
1992 (59) liquida 720 432 99 16,8 60 14,5 4,7 3 8,7
Segal et al., | Refeicdo mista
1992b (60) liquida 720 | 432 99 16,8 12| 80-90 13,4 511 3 8,1
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Hibbert et al., | Refeicdo mista
1994 (61) liquida 600 21| 825| 21,33 13| - 58 5|-
Labayen , Forga, | Hiperglicidica 495| 21,75| 99,25 1,22 12 30 9,8 6 3,5 9,9
'(G“S)a”'”ez’ 19991 inerlipidica 496| 215| 1875|44,11% 12| 30 6,5 5,4 35| 55
Hiperlipidica 129,12 | - - 108,46 | - 7 3,71 1 0,01 -2,3
Brondel Hiperprotéica |198,94 | 4575 - - - 22 7,07 3,66 0,16 -5,9
Fricker, Fantino, | Hiperglicidica | 161,16 | - 103,14 | - - 32 11,44 7,73 0,33 -5,5
1999 (63) Apo6s todos 0s 42 14,27 13,03 05| -509
alimentos 12816 - 948 | - - 85| 1292 2,39 18] 072
Armellini et al., -
2000 (64) Formula liquida | 461,97 | 19,63 | 61,21 15,4 12 | - 14 6| -
Sawaya et al., L .
2001 (65) Refeicdo mista 700 21|113,75| 17,88 | overnight | 30-90 23 8,8 6 6,5
(Fg‘g?l etal., 2001 | | iserlipidica 1062| 319| 558 80 12|- 5,2 8|-
Blundell , | Hiperglicidica 530 10,4 | 120,5 0,7 12 | 60-80 19,4 7,8 3 8,4
Cooling, King,|,,:. .. ..
2002 (67) Hiperlipidica 507 1,6 26,6 43,8 12 | 40-60 14,7 6 3 14
. Hiperlipidica
E’G'S;S etal., 2002 "7 Gowwr 597.8| 2241| 6277| 2856 12-14]- 5.9 5 4
AGM|**** 597,8 | 22,41 62,77 28,56 12-14 | - 57 5 55
Tentolouris et | Hiperglicidica 546 6,1 130 0,26 12-14 | - 4,3 3 11,7
al., 2003 (69) Hiperlipidica 532 11 5 52 12-14 | - 3 3 -4,4
Nagai , Sakane , | Hipolipidica 778,57 189 | 136,2 18,2 10 60 15,6 5 3,5 7,5
?;'g)r'ta”" 20051 Lierlipidica | 77833 203| 37.6| 606 10| 30 12 39 35| -15
Marrades,
Martinez, L
Moreno-Aliaga, Hiperlipidica 888,9 | 5,2854 | 6,3865 92,7 12 | - 5 3-
2007 (71)
. L Durante | 100-
Hiperglicidica 459 1,37 | 109,6 1,68 a noite 120 12 10,5 55| -
Hiperprotéica
Acheson et al., | Whey 459 |57375| 4s59| 5,1 |Durante | 130- 25,1 20 55| -
a noite 160
2011 (72) Surans | 100
Caseina 459 (57,375 | 459 5,1 | Purante - 19,6 1777 55/ -
a noite 120
Soja 459 | 2295| 1836| 459 |Durante | 130- 178 177 55| -
a noite 160
Refeicdo
Clevenger, liquida
Stevenson, hiperlipidica
Cooper, 2015 | AGS*** 748,5 9 43 58,2 8-12 | 30-60 13,3 13,1 5 3,2
(73) AGM|**** 726,7 9 43 52,9 8-12 | 30-61 134 13 5 2,6
AGP|***** 732,3 9 43 52,9 8-12 | 30-62 13 12,6 5 3,6
Gepner et al., | Hiperglicidica 370 | 18,45 44 4 13,3 8 10 8,7 1 0,6 -4.8
2015 (74) Hiperlipidica 380 8 8 36 8 3 0,7 -0,1 0,6 -4,8

*AGCL- Acidos Graxos de Cadeia Longa, **AGCM- Acidos Graxos de Cadeia Média, ***AGS- Acidos Graxos

Saturados, ****AGM - Acidos Graxos Monoinsaturados, *****AGPI- Acidos Graxos Poliinsaturados.

subsequentes as refeigdes, foi observado uma correlagéo positiva (Fig. 1).

Quanto ao pico pos-prandial e o aumento da taxa metabdlica nas horas
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Figura 1. Correlacdo entre pico pds-prandial e o efeito térmico dos alimentos com
diferentes nutrientes e quantidades (p < 0.001). Com r = 0,647.

5. DISCUSSAO

Os dados mostraram uma correlacdo entre o pico do efeito térmico dos alimentos
e 0 aumento da taxa metabdlica. Sabe-se que a atividade mitocondrial é influenciada pela
disponibilidade de substratos (Brown, 1992). Ou seja, uma maior oferta de susbtrato gera
um maior aumento da taxa metabodlica. Estudos in vitro mostram que mitocondrias de
células isoladas tém maior atividade mitocondrial quando aumentam a captacdo de
metabolitos em resposta a adicdo de ADP, que simula situacdo de deplecdo nos niveis de
ATP (Nicolae et al., 2015). Nos estudos que avaliaram o efeito térmico dos alimentos, 0s
individuos passaram por um periodo de jejum entre 10-12 h. O jejum prolongado
antecedendo refei¢cdes, tornam o aumento do efeito térmico dos alimentos muito mais
proeminente, devido ao baixo estoque de glicogénio. Por exemplo, estoques baixos de
glicogénio causados por uma restrigdo caldrica, acompanhado com uma grande refei¢do
de carboidratos ndo causa lipogénese ‘de novo’ significativa (Hellerstein et al., 1991),
mas aumenta muito a taxa metabolica (Felber et al, 1981, Acheson et al., 1988), isso

corrobora o aumento da TMR em favorecimento da disponibilidade de substrato.
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Além disso, essa correlacdo indica que um maior pico permite uma maior duragdo
do aumento da taxa metabolica, como observado devido ao tempo de mensuracao dos
artigos (Tabela 2). Isso pode ocorrer devido 0 aumento da expressao de UCP’s, as quais
permitem o vazamento de prétons e a termogénese. Com o0 aumento da atividade
mitocondrial, hd geralmente um aumento da producdo de ERO’S. Assim, como
evidenciado em animais em estado de hipometabolismo, os quais apresentam uma
pequena producdo de ERO’s que induz fatores de transcricdo que estdo envolvidos na
defesa antioxidante. No retorno das condic6es favoravéis, no qual ha o aumento da taxa
metabdlica basal, eles apresentam alta producdo de ERO’s (Welker et al., 2013). Um
exemplo sdo espécies de anfibios, que passaram por privacdo alimentar, quando retornam
a se alimentar apresentam um aumento entre 200-1000 % do consumo de oxigénio em 24
h (Secor 2005). Outro fato é que animais que estdo em estivacdo/hibernacdo tém queda
na oxidacdo de substrato, como succinato (Frick et al., 2008; Chung et al., 2011),
mostrando a reducdo da atividade mitocondrial durante depressao metabolica. Esquilos
articos Citellus parryi, durante hibernacdo, também possuem queda na taxa respiratoria
de mitocondrias de figado e na oxidacao de substratos independente do substrato oxidado,
e.g. piruvato/malato, succinato, chegando a uma queda de até 81 % (Fedotcheva et al.,
1985).

Dados in vitro também mostram que o aumento da atividade na cadeia
fosforilativa aumenta a producdo de ERO’s, 0s quais induzem respostas, como o0 aumento
de UCP’s e antioxidantes. Células endoteliais, quando em meio com alta concentracdo
de glicose, aumentam a producdo de ERO’s e a expressao de UCP’s (Koziel, Sobieraj,
Jamuszkiewicz, 2015).

A andlise de correlagdo entre pico de TEF e TEF total mostrou que alguns dados
destoaram da linha de tendéncia. Dentre eles, o artigo de Kinabo et al. (1990), que
apresentou TEF abaixo da linha, foi o Unico que utilizou uma refeicdo com um teor
calérico muito maior que os demais, com 1200 Kcal . Gepner et al. (2015) que também
mostraram TEF abaixo do esperado, utilizaram uma medicdo de TEF por somente 36
minutos, com uma refeicdo rica em carboidratos. Além disso, o artigo de Acheson et al.
(2011), o qual analisou a fonte protéica whey, apresentou TEF acima da linha de
tendéncia. E necessario considerar que refeicdes de alto teor calérico (Kinabo e Dunin,

1990), alimentos de rapida absorcéo e o transito gastrointestinal dos alimentos podem
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aumentar ou diminuir o efeito térmico dos alimentos (Baker, 2015), consequentemente o

aumento e duracdo da taxa metabdlica.

6. CONCLUSOES

O aumento do pico pos-prandial correlaciona-se com um maior aumento da taxa
metabolica nas horas subsequentes as refeicdes. Este aumento corrobora o fato que as
alteracdes da taxa metabolica estdo relacionadas com um aumento na disponibilidade de
substratos para a mitocondria. O aumento de substrato gera maior aumento da atividade
mitocondrial. Como observado na natureza, em animais que passam por depressao
metabolica. Estes animais reduzem a producdo de ERO’s, durante a depressao metabdlica
e aumentam abruptamente, quando hd o retorno de sua taxa metabdlica basal, as
condicBes normais. Outra evidéncia é o fato que ERO’s ativam UCP’S, as quais elevam
a taxa metabdlica basal. Desta forma, o uso de refei¢cbes que induzem um maior efeito
térmico podem ser utilizadas estrategicamente para aumentar a taxa metabdlica de
repouso entre periodos de restricdo caldrica. O uso dessas refeicdes que aumentam o
efeito térmico, 0 momento que devem ser utilizadas e a composi¢do, devem ser

esclarecidas.
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ABSTRACT
The frequent failure of caloric restriction to treat obesity is partly attributed to the
resultant fall in metabolic rate that is greater than predicted by changes in body
composition. The present work shows evidence from diverse research fields which
support the hypothesis that meals providing high peaks of substrates availability in the
cell/mitochondria milieu would raise and lengthen postprandial proton leak and
thermogenesis. Therefore, the inclusion of intermittent thermogenesis-boosting meals to
low calorie diets could potentially minimize the metabolic adaptation observed with
underfeeding. In order to raise metabolic rate, well established knowledge were analyzed
to propose the composition of these meals. Variables such a rates of digestion, gastric
emptying, osmolality of nutrients, absorption, oxidation and thermogenic effect of
different nutrients were considered. This evaluation led to a proposed meal composed by
whey protein, medium-chain triglycerides (MCT), fructose and sucrose-rich fruits, potato
rich in amylopectin starch and/or maltodextrin (high glycemic index). To optimize this
strategy, other factors were explained such as the interval/frequency of including the
thermogenic meals, glycogen stores level, de novo lipogenesis, carbohydrate content in
the customary diet and physical activity. If these assumptions become confirmed, one
implication of the presented hypothesis is a more permanent long-term loss of body fat
and weight with dieting. Besides the metabolic implications, the proposed strategy would
have other several repercussions associated with the psychological state, such as turning
diet less arduous, reduction of aversive feelings of being hungry (and potentially
depression and anxiety), improvement of the mood, and the consequently strengthening
of the adherence to dieting and related treatments. All these metabolic and behavioral

consequences are expected to promote a permanent long-term body fat and weight loss.
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The proposed intervention in the traditional low calorie diets could therefore contribute

to the treatment of obesity, diabetes, dyslipidemia and related diseases.

Keywords: fasting, cafeteria diet, snack, uncoupling proteins, exercise.
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Guidelines for Authors on the construction of articles

The purpose of Medical Hypotheses is to publish interesting theoretical papers. The journal will consider radical, speculative and
non-mainstream scientific ideas provided they are coherently expressed.

Medical Hypotheses is not, however, a journal for publishing workaday reviews of the literature, noris it a journal for primary data
(except when preliminary data is used to lend support to the main hypothesis presented). Many of the articles submitted do not clearly
identify the hypothesis and simply read like reviews.

These notes are designed to help authors formulate an article for Medical Hypotheses in such a way that the article is clearly
distinguishable from a review. These are guidelines only and the Editor is happy to accept other formats provided that the principal
requirements are met.

An hypothesis

Roughly speaking, an hypothesis should be an organized logical structure (or model) that accounts for (some) known facts, and
which has real world consequences that are (in principle) observable.

The consequences of an hypothesis constitute predictions that may be tested against observations and experiments to determine
whether some of them are (apparently) fulfilled.

Most articles for Medical Hypotheses should fulfil the requirements of an hypothesis, and the logic of the proposals should be clearly
stated and evaluated.

NMedical Hypotheses is a general journal and articles need to be intelligible to a wide audience in medicine and bioscience, including
those who may not be specialists in the field. Clarity of presentation and concision are key requirements.

Abstract/ Summary

The abstract should present the paperin microcosm. It should contain explicit details of the hypothesis being advanced, the main
lines of supporting evidence and the most important implications.
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Introduction/Background

The introduction should be a concise introduction to the scientific area to be addressed, supported by appropriate references and
should set the scene for the hypothesis. The introduction should not be an attempt to review the evidence in detail.

The HypothesisTheory

The hypothesis needs to be set out in explicit detail. Typically it should be clear why and how the hypothesis is diferent from current
thinking, how the idea has evolved, and why it is important.

The scientific logic of the hypothesis should be clearly evident (eg. the steps in its causal assumptions).

Evaluation of the hypothesis/idea

The proposed hypothesis should be evaluated in the light of known and published information. Generally, this entails an evaluation of
both evidence in support and evidence (apparently) against the hypothesis. Only relevant, and critically evaluated, papers should be
cited.

An hypothesis should, if correct, have implications and make predictions. These predictions are (in principle) amenahle to further
ohservation and experimentation that could tend to confirm or refute the hypothesis. Typically, authors would be expected to indicate
how their hypothesis might be fested.

Empirical data

Inclusion of extensive new data is not usually acceptable in Medical Hypotheses papers. However, at the Editor's discretion, pilot data
may be included when it is required for support of the proposed hypothesis, and when itis unlikely to be published in its own right.

Consequences of the hypothesis and discussion

The importance of the hypothesis may need to be stated explicitly, with a discussion of the potential implications for the area of
science under discussion if the hypothesis were to be confirmed.

References

As ageneral rule, references should be limited to those that have a direct bearing on the understanding of the hypothesis.

Figures and Tables

Diagrams, figures or tables may be invaluable in explaining the hypothesis. Tables may be a good way of presenting evidence for
and against a hypothesis in a way which makes the strengths and weaknesses of the argument quickly apparent to the reader.
Explanatory diagrams and figures are welcome - so long as they clarify the argument.

Authors are requested to submit their manuscript and figures online via [ http:fwww.ees elseviercomfymehy. This is the Elsevier
weh-based submission and review system. You will find full instructions located at this site - a Guide for Authors and a Guide for
Online Submission. Please follow these guidelines to prepare and upload your article. Once the uploading is done, our system
automatically generates an electronic pdf proof, which is then used for reviewing. All correspondence, including nofification of the
Editor's decision and reguests for revisions, will be managed via this system.

Paper submissions are not normally accepted. [f you cannot submit electronically, please email the editorial office for assistance on
medicalhypotheses@elsevier.com. Manuscripts may also be submitted to: Editorial Ofice, c/o Joanne Hodakinson, Elsevier Limited,
The Boulevard, Langford Lane, Kidlington, OX5 1GE, UK.

The Editors cannot accept responsibility for damage to or loss of typescripts. A paper is accepted for publication on the understanding
thatit has not been submitted simultaneously to another journal in the English language. Rejected papers will not be returned to
authors except on request.

The Editors reserve the right to make editorial and literary corrections. Any opinions expressed or policies advocated do not
necessarily reflect the opinions or policies of the Editors.

Document Lay Out

Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate sheet: title page, summary, text, acknowledgements,
references, tables, captions to illustrations.

Title

The title page should give the following information: (1) title of article; (2) initials and name of each author, with highest academic
degree(s); (3) name and address ofthe department or institution to which the work should be aftributed; (4) name, address, telephone
and fax numbers and E-mail address of the author responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be sent;
and (5) sources of support in the form of grants.

Abstract

The abstractis the most important section of the paper since it will be widely and freely disseminated by scientific indexing systems,
and will be read far more often than the whole paper. Great care should therefore he taken to provide an informative ahstract which
summarizes the main argument of the paper. The maximum length allowed is 400 words. The abstract should not contain any
references, because it will sometimes be disseminated in isolation from the rest of the paper. Flease ensure that you submit your
abstract within the first page of your manuscript.
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Within the Text

Papers should be subdivided as the author desires, bearing in mind that the use of headings usually enhances the reader's
comprehension. Major heading should be in capital letters at the centre of the page, minor headings in lower case letters (with an
initial capital letter) atthe left hand margin. It is suggested that authors bear in mind that hypotheses may be more persuasive when
their implications are made explicit - for example, including suggestions for observational or experimental testing.

Maximum Length

Papers should normally be restricted in length to @ maximum of 40 pages of double spaced 12 point type including tables, illustrations
and references.

Reference Format

The accuracy of references is the responsibility of the author. References should be entered consecutively by Arabic numerals in
parentheses in the text. The references should be listed in numerical order on a separate sheetin double or triple spacing.
References to journals should include the authors’ names and initials (list all authors when six or fewer; when seven or more, list anly
the first three and add "et al.’, full title of paper, abbreviated journal title, using Index Medicus abhreviations, year of puhlication,
volume number, first and last page numbers. Internet references should include author, titte, web address, date of publication (if
known), and the date on which the wehsite was accessed.

Figures

All line illustrations should present a crisp black image on an even white background. The illustrations should be 127 x 173 mm (5% 7
in}in size, orno larger than 203 x 254 mm (8 x 10in).

Photographic illustrations and radiographs should be submitted as clear, lightly contrasted hlack-and-white prints (unmounted), sizes
as above. Photomicrographs should have the magnification and details of staining technigues shown. X-ray films should be submitted
as photographic prints, carefully made to bring out the detail to be illustrated, with an overlay indicating the area of importance.

Figures should bhe submitted appropriately lettered in capitals. The size of the letters should be appropriate to that of the illustration,
taking into account the necessary size reduction.

Allillustrations should be clearly marked (by a label pasted on the back or by soft crayon) with figure number and author's name, and
the top ofthe figure should be indicated by an arrow. Never use ink of any kind. Do not use paper clips, as these can scratch or mark
illustrations. lllustrations in colour cannot be accepted unless the cost of origination and publication is paid by the author. Captions
should be typed, double-spaced, on separate sheets from the typescript.

Where illustrations mustinclude recognizable individuals, living or dead and of whatever age, great care must be taken to ensure that
consent for publication has heen given. If identifiable features are not essential to the illustration, please indicate where the illustration
can be cropped. In cases where consent has not been obtained and recognizable features may appear, it will be necessary to retouch
the illustration to mask the eyes or otherwise render the individual 'officially unrecognizable’.
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Tables

These should be double-spaced on separate sheets and contain only horizental rules. Do not submit tables as photographs. A short
descriptive tifle should appear above each table and any footnotes, suitably identified, below. Care must be taken to ensure that all
units are included. Ensure that each table is cited in the text.

Units & Abbreviations

Avoid abbreviations in the title and abstract. All unusual abbreviations should be fully explained at their first occurrence in the text. All
measurements should be expressed in S| units. Imperial units are acceptable from USA confributors. For more detailed
recommendations, authors may consult the Royal Society of Medicine publication entitled Units, Symbols and Abbreviations: A Guide
for Biological and Medical Editors and Authors.

Correspondence

Nedical Hypotheses welcomes correspondence, especially when letters are linked to previous publications in the journal.
Alternatively, letters can summarise extensions of previous waork, draw attention to new evidence relating to theories, describe new
ideas, or make general comments concerning the journal or its field of interest. Letters should be 400 words maximum length,
inclusive of any references.

Reviewers

Authors are asked to supply the names and email addresses of at least 3 and up to 5 potential reviewers for their manuscript. Please
do not suggest reviewers from your own institution, previous or current collaborators or Editorial Board members. Without reviewer
suggestions, processing of the manuscript may be delayed. Please do not contact any reviewers that you have suggested.

Open access

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

« Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse

+An open access publication fee is payable by authors or on their behalf e.g. by their research funder or institution

Subscription

+ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through our universal access
programs ([ hitp ffwww elsevier com/access).

*No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review criteria and acceptance standards.
For open access articles, permitted third party (rejuse is defined by the following Creative Commaons user licenses:

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective work (such as an anthology), as
long as they credit the author(s) and provided they do not alter or modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 2000, excluding taxes. Learn more about Elsevier's pricing policy: [
hitp: e elsevier com/openaccesspricing.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

AlteracBes da taxa metabdlica decorrentes das flutuacbes no provimento de
oxigénio ou disponibilidade de nutrientes sdo fundamentais para a sobrevivéncia em
condicdes desfavoraveis, tanto para humanos quanto para os demais animais. Buscar
entender 0s mecanismos em situagdes de estresses metabdlicos é importante para
viabilizar possiveis solucdes. E intercambiar as diversas areas do conhecimento permite

tracar hipotéses que sejam dificeis de reproduzir na pratica humana.

A presente dissertacdo foi composta por quatro estudos envolvendo alteracdes da
taxa metabolica por provimento de oxigénio advindo de altera¢6es do sistema circulatério
e respiratdrio e substratos da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. No primeiro
estudo (capitulol) foi realizado experimentos em laboratério com girinos de Lithobates
catesbeianus, com o objetivo de avaliar as alteraces do sistema redox, causado pela falta
de provimento de oxigénio advindo de alteracdes respiratdrias, por meio de medi¢des dos
danos oxidativos. Apds meses de muitos experimentos, periodos de ambientacdo dos
animais e insucessos em sua manutencdo (100% de mortalidade em algumas das
ambientacdes), foi realizado experimento da hipdxia progressiva, por meio da exposi¢éo
aérea, o qual ndo teve sucesso, desta forma foi realizado experimento de hipdxia aquatica,
a qual verificou que hipoxia inicial ndo gerou danos oxidativos. O segundo estudo
(capitulo 2) envolveu experimentos de laboratério nos quais se pretendeu inicialmente
avaliar o efeito da diminuicdo do provimento de oxigénio advindo de alteragcdes do
sistema circulatério e respiratorio através da desidratacdo. ApoOs diversas tentativas
experimentais, chegou-se a conclusdo de que a espécie animal escolhida, um anfibio
muito estudado mundialmente e altamente disponivel por ser usado na culinéria, ndo seria
a mais adequada para se investigar as respostas metabdlicas a hipdxia através de
exposicdo aérea e também a desidratacdo. O terceiro estudo apresentado (capitulo 3) foi
composto de uma revisdo dos fatores que determinam a taxa metabolica com énfase na
disponibilizagdo de substratos energéticos e, dentro dela, de uma reviséo sistematica e
uma breve analise estatistica dos dados da literatura revisada. Nesta anélise, foi possivel
verificar que ha uma relagdo positiva entre o pico de efeito térmico de uma refei¢cdo com
seu efeito térmico total. Neste capitulo, algumas possiveis explicaces para esta relagdo
sdo apresentadas. A revelacdo da relacdo entre pico de efeito térmico de uma refeicdo
com seu efeito téermico total permitiu construir a hipdtese de que a elaboragéo e ingestdo

de refei¢bes que proporcionem uma alta disponibilidade de substratos nas células e
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mitocdndrias teriam uma capacidade de causar maiores aumentos da termogénese pés-
prandial. O gquarto estudo (capitulo 4) é um manuscrito resultante do capitulo 3 e se trata
da apresentacdo da hipdtese da relacdo entre disponibilidade de substratos e termogénese
e de uma proposta de intervengéo nutricional considerando tal relagdo com o objetivo de
se aumentar a taxa metabolica e contribuir para o combate a obesidade e doencas

relacionadas.

O conjunto de tais estudos permitiu um estudo aprofundado dos mecanismos pelos
quais o provimento dos diferentes substratos (oxigénio e nutrientes) repercute no
metabolismo e na saude dos animais. Tal provimento é letal quando esta insuficiente.
Quando diminuido, ele gera adaptacGes que permitem a sobrevivéncia de animais (como
na hipoxia) e humanos (como no caso de escassez de alimentos). A adaptacdo metabolica,
porém, também contribui para a existéncia de doencas metabolicas. Ja a oferta elevada de
diferentes substratos gera prejuizos para a salde, oxigénio excessivo causa estresse
oxidativo e nutrientes em excesso causam doencas metabdlicas. Os conhecimentos dessas
diversas areas permitem se ter uma visdo mais ampla dos fenbmenos bioquimicos e

fisiolégicos relacionados a saude.
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