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“Climate plays an important part in determining the average numbers of a species, and periodical
seasons of extreme cold or dronght, 1 believe to be the most effective of all checks.”

Charles Darwin — On the Origin of Species by Means of Natural Selection (1859)

“Living creatures press up against all barriers; they fill every possible niche all the world over. |...]
We see life persistent and intrusive — spreading everywhere, insinuating itself, adapting itself,
resisting everything, defying everything, surviving everything!”

John Arthur Thomson — The Outline of Science (1922)

“How have living systems, which are based on a common set of biochemical structures and
processes and subject to a common set of physical-chemical laws, been able to adapt to the
enormously wide spectrum of environmental conditions found in the biosphere?”

Peter Hochachka and George Somero — Biochemical Adaptation (2002)
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RESUMO

A evolucédo selecionou um conjunto de adaptacdes fisioldgicas e bioquimicas comuns em
animais que toleram amplas variac6es de parametros ambientais em suas historias de vida.
Devido a dependéncia para producao de energia e a relacdo com a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), situacdes de flutuagdo dos niveis de O, sd@o condi¢bes
potencialmente deletérias para animais. Ambientes extremos que afetam a disponibilidade e
consumo de O, incluem eventos de anodxia, hipoxia, congelamento, desidratacdo severa,
exposicao aérea de organismo de respiracdo aquatica e estivacdo. Uma estratégia comum
de animais submetidos a tais situacdes é a elevacao dos niveis de antioxidantes endégenos.
Esta estratégia foi batizada de “Preparo para o Estresse Oxidativo” (POS). Os objetivos
deste trabalho foram: (i) propor um mecanismo molecular detalhado de ativacdo do POS em
condigcbes de baixa de oxigénio; (ii) desenvolver critérios de classificagdo e classificar
espécies, determinando a prevaléncia do POS no reino animal; e (iii) verificar a ocorréncia
do POS em duas espécies de anuros da Caatinga durante a estivacdo na natureza. A
compilagcdo de dados fragmentados na literatura indica um acionamento do POS via
aumento da producdo de ROS durante a hipoxia. Segundo este modelo, durante a hipdxia
haveria um aumento da producdo mitocondrial de ROS, ativando fatores de transcricdo
sensiveis a alteracfes redox (Nrf2, FoxO, HIF-1 e NF-kB), que, por sua vez, promoveriam a
expressdo de antioxidantes endogenos. A classificagdo de animais usando diferentes
critérios revelou que o POS é, de fato, uma estratégia amplamente utilizada por animais de
8 filos diferentes. A proporcéo de animais que apresentam o POS (POS-positivas) durante a
privacdo de O, depende do estresse ao qual o animal é submetido. O percentual de
espécies POS-positivas foi de 54-77%, 64-77% e 75-86% nos casos de exposicdo aérea,
anoxia e congelamento respectivamente. Dentre animais expostos a estivacdo e a
desidratacdo a prevaléncia foi maior, atingindo valores de 91-100%. No caso da hipéxia, a
prevaléncia de animais POS-positivos foi de 37,5-53%, dependendo do critério usado. A alta
prevaléncia do POS no reino animal reforca a importancia da modulacdo de antioxidantes
em situacOes de privacdo de O,. Considerando que resultados de animais do campo podem
ser mais ecologicamente relevantes que aqueles de animais em condi¢fes artificiais de
laboratorio, investigamos a modulacdo de antioxidantes no musculo de duas espécies de
anuros da Caatinga, Pleurodema diplolistris e Proceratophrys cristiceps, durante a estivacéo
sem intervencdo experimental. Para tanto, foram analisadas as atividades de enzimas
antioxidantes, enzimas metabdlicas e a concentracdo de glutationa (nas formas reduzida e
dissulfeto). Em ambas espécies, houve queda de 36% da atividade de citrato sintase
muscular em animais estivando coletados durante a estacdo seca comparados com animais
ativos. As atividades de catalase, glutationa peroxidase (total) e glutationa peroxidase (H,O5)
aumentaram em ambas as espécies durante a estivacdo. Em P. diplolistris os aumentos
foram de 74%, 74% e 73% respectivamente. Ja em P. cristiceps 0os aumentos foram de
48%, 57% e 78% respectivamente. O aumento da capacidade antioxidante de ambas as
espécies € 0 primeiro registro da ocorréncia do POS em animais estivando livremente na
natureza.

Palavras-chave: Antioxidante; Ecofisiologia; Espécies Reativas de Oxigénio; Estivacao;

Hipoxia.
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ABSTRACT

Evolution has selected a set of biochemical and physiological adaptations in animals that
tolerate wide variations of environmental parameters. Due to its roles in energy metabolism
and in reactive oxygen species (ROS) generation, fluctuations in O, availability are
potentially deleterious to animals. Extreme environments in which oxygen availability and
consumption are strongly affected include events of hypoxia, anoxia, freezing, severe
dehydration, aerial exposure of aquatic organisms, and estivation. The increase in
endogenous antioxidants levels is a common strategy of animals submitted to such
situations. This strategy was coined “Preparation for Oxidative Stress” (POS). The aim of this
study was: (i) to propose a detailed molecular mechanism for the activation of POS under
low oxygen stresses; (ii) to design classification criteria and classify species, determining the
prevalence of POS in animals; and (iii) to verify the occurrence of POS in two anurans from
the Caatinga during estivation in their natural environment. Published data indicates that
POS could be activated by a surge in ROS production during hypoxia. According to this
model, the rise in ROS generation would activate redox-sensitive transcription factors (Nrf2,
FoxO, HIF-1 e NF-kB), leading to enhanced antioxidant defenses. The proportion of POS-
positive species in the animal kingdom depends on the nature of the low oxygen stress. The
prevalence of POS-positive species was 54-77%, 64-77% and 75-86% for aerial exposure,
anoxia and freezing respectively. In the case of estivation and dehydration the prevalence
was higher, reaching 91-100%. For hypoxia, the prevalence of POS-positive animals was
37.5-53%, depending on the criteria. The high prevalence of POS-positive species highlights
the important role of antioxidant modulation during low oxygen stresses. Considering that
results from field-collected animals might be more ecologically relevant than those from
laboratory experiments, we investigated the modulation of antioxidants in the muscle of two
anuran species from the Caatinga, Pleurodema diplolistris and Proceratophrys cristiceps,
during estivation without experimental intervention. To do so, we measured the activities of
metabolic and antioxidant enzymes, as well as the concentration of reduced and disulfide
glutathione. In both species, the activity of citrate synthase decreased by 36% in the muscle
of estivating animals collected in the dry season compared to active animals collected in the
rainy season. The activities of catalase, glutathione peroxidase (total) and glutathione
peroxidase (H,O,) increased in both species during estivation. In P. diploslistris, they
increased by 74%, 74% and 73% respectively. While they increased by 48%, 57% and 78%
respectively in P. cristiceps. Such enhanced antioxidant capacity in both species is the first
report of POS occurrence in animals estivating under natural conditions.

Keywords: Antioxidant; Ecophysiology; Reactive Oxygen Species; Estivation; Hypoxia.
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1 CAPITULO 1 - INTRODUCAO GERAL

Mesmo ocupando ambientes muito distintos, os seres vivos apresentam um
arcabougo bioquimico caracteristico comum. Grupos de biomoléculas, vias
metabdlicas basicas, estrutura de membranas bioldgicas, além das maquinarias de
transcricdo e traducdo, sdo compartilhados entre as diferentes formas de vida. Nao
obstante, a vida prospera em habitats, aparentemente, inéspitos, incluindo lagos
hipersalinos, zonas com temperaturas abaixo de zero, regides sem qualquer oxigénio
e desertos extremamente secos. Por exemplo, formas de vida sao registradas em um
amplo intervalor de condicbes ambientais, desde -70°C, no caso de insetos do artico
durante o inverno, até 130°C, no caso de archeas que habitam fontes hidrotermais,
ou em extremos de salinidade, desde 0 mOsmol L™, no caso de invertebrados de
agua doce, até 3.500 mOsmol L™* no caso de artémia (Somero, Lockwood, e
Tomanek 2016). As estruturas quimicas basicas a vida (e.g. proteinas, acidos
nucleicos e membranas lipoproteicas) e 0S processos em que participam sao
sensiveis ao ambiente em que estdo e, na natureza, podem ser expostos a extremos
de temperatura, baixa disponibilidade de agua, incidéncia de radiacdo e excesso de
espécies quimicas reativas (e.g. radicais livres). A manutencdo da homeostase (i.e.
um ambiente interno constante), diante de um ambiente em frequente mudanca,
depende de mecanismos cooperativos agindo simultaneamente ou sucessivamente,
resistindo a alteracdes das condicdes de estado estacionario de maneira organizada
e autocontrolada (Cannon 1932).

Adaptacfes bioquimicas (i.e. alteracdes de estrutura, funcéo, regulacéo e
niveis de biomoléculas e reacbes metabdlicas) permitem que organismos respondam
aos desafios ambientais e mantenham condi¢cdes adequadas no ambiente interno
(Storey 2004). De maneira geral, a adaptacdo pode ser definida como uma
carateristica que favorece a aptidao (fithess) de um organismo em seu habitat de
maneira que seus efeitos positivos atuais sdo consequéncia da vantagem evolutiva
que tal caracteristica propiciou no momento evolutivo em que surgiu (Hochachka e
Somero 2002). Diferentes mecanismos moleculares viabilizam as adaptacoes
bioquimicas, que podem ser observadas ao nivel transcricional, traducional ou
proteico (Tabela 1, Figura 1). No curto prazo, a resposta a um estimulo externo &
geralmente a modulacao de processos ja operantes na célula (e.g. modificacbes pos-

traducionais), se o estimulo persistir, a resposta envolve a expressdo de genes para
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mediadores ainda ndo operantes ou para mediadores ja operantes a fim de se

aumentar sua quantidade (Hochachka e Somero 2002).

Tabela 1. Mecanismos comuns de adaptacdo bioquimica e manutencao da homeostase.

Mecanismo Exemplo Modelo animal Referéncia
Proteinas anticongelamento derivadas de
1Surgimento de novas proteinas ou Ie(.:tlnnas tipo-C  (calcio dependente) Peixes residentes
< originalmente com funcéo de o (Storey 2004)
recrutamento para novas fungdes : . em regides polares
reconhecimento de carboidratos

%Controle sobre a estrutura da
cromatina

*Alteragdes em elementos de
resposta e fatores transcrigao

“AlteracBes nos niveis de
transcritos

®Controle sobre a maquinaria de
traducéo

®Supressao transcritos por
microRNAs

"Alteragdes na distribuicéo de
isoformas

"Alteragdes na quantidade total de
proteina

8Modificac;cies pos-traducionais e
alteracdes nas propriedades
cinéticas

9AItera(;(”)es na concentragao de

substratos e cofatores

YAlteragdes na atividade
enzimatica maxima

associados a patégenos

Reducgéo dos niveis relativos de histona
H3 acetilada e fosforiladas no tecido
muscular promovendo a compactagéo da
cromatina

Maior translocacdo para o nucleo e maior
atividade de ligacdo ao DNA do fator de
transcricdo FoxO1, resultando em maiores
niveis de transcritos regulados por FoxO1
no figado

Aumento dos niveis de transcritos para a
enzima  glutationa  peroxidase nas
branquias

Aumento dos niveis relativos do fator de
iniciagdo eucarittico 2a fosforilado levando
a inibicao global da traducéo hepatica

Aumento dos niveis dos microRNAs

miRNA-16-1 e miRNA-15a associado a Tartarugas expostas

inibicdo da traducao da proteina ciclina D1
no figado

Mudangas na contribuicdo
diferentes  isoformas de
dismutase para a atividade total

Aumento na concentracdo da proteina
superoxido dismutase dependente de
manganés no cérebro

Maior nivel de fosforilagdo da enzima
catalase no musculo resultando em maior
afinidade pelo substrato H202 e maior
velocidade maxima de atividade

relativa de
superoxido

Aumento da concentracdo hepética do
peptideo glutationa

Maior atividade de glutationa peroxidase
no musculo

Esquilos durante a
hibernacao

R&s expostas a
desidratagéo

Gastropodes
marinhos privados
de oxigénio

Ras durante a
estivacado
a anOxia

Mexilhdes expostos
ao ar

Peixes pulmonados
durante a estivacao

R&s expostas ao
congelamento

Peixes expostos a
hipdxia

Caracdis expostos a

anoOxia

(Morin e Storey 2006)

(Malik e Storey 2011)

(De Zoysa et al. 2009)

(Pakay et al. 2003)

(Biggar e Storey 2012)

(Letendre et al. 2008)

(Page et al. 2010)

(Dawson e Storey 2016)

(Wilhelm Filho et al. 2005)

(Welker, Moreira, e
Hermes-Lima 2016)

Os mecanismos citados na tabela estao interconectados e raramente ocorrem de modo isolado. Por exemplo, a redugdo dos niveis
relativos de fosforilacéo e acetilacdo de histona H3 esta associada a maior atividade de histonas deacetilases (HDAC), que, por

sua vez, esti associada a uma maior concentracdo de proteinas HDAC1 e HDAC4 (Morin and Storey 2006).
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Figura 1. Do genoma a funcdo. Esquema simplificado das etapas entre informacgéo
gendmica e funcdo. A adaptacdo bioquimica pode ocorrer por alteracdes em cada uma
dessas etapas. Os numeros sobrescritos referem-se aos mecanismos e exemplos
descritos na tabela 1.1. O processo de degradacao ilustrado em vermelho determina a
meia-vida de transcritos de proteinas. As diferencas de meia-vida entre transcrito e
proteina para um gene explicam a baixa correlacdo entre mMRNA e proteina
(Schwanhausser et al. 2011). A degradagao de proteinas ainda tem importante papel de
vias de fatores de transcricdo e no controle dos niveis de proteinas danificadas. Figura
elaborada com ilustragbes adaptadas de Servier Medical Art.

Animais dependem de elementos basicos (Agua e nutrientes), além de fatores
abidticos favoraveis, para a geracdo de energia e sintese de biomoléculas,
processos fundamentais para a manutencdo da vida. Entretanto, muitas espécies
animais sdo expostas durante sua histéria de vida a periodos de severa escassez de
tais recursos. A duracdo da exposicdo a condicbes ambientais desfavoraveis (e.g.
extremos de temperatura, falta de oxigénio, hiposalinidade, hipersalinidade,
indisponibilidade de alimento, restricdo hidrica) pode durar horas, dias, meses, ou até
anos (Figura 2). Eventos sazonais de extrema restricdo de recursos sao
reconhecidamente determinantes para a sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo de
espécies animais, exercendo importante papel na selecédo natural (Darwin 1859).

A ocorréncia de condigbes ambientais desfavoraveis, de forma sazonal ou
nao, restringe os periodos em que o crescimento, o desenvolvimento e a reproducéo
sao viaveis. Em regides de clima temperado ou polar, a variacdo da incidéncia de
radiacdo solar resulta em quatro estacbes do ano bem definidas com alteracdes
marcantes de temperatura e fotoperiodo ao longo do ano. Ja regifes tropicais nao
estdo sujeitas a alteracbes amplas de fotoperiodo, sofrendo alteragbes menos
marcantes entre as estacfes do ano. Entretanto, areas tropicais e subtropicais

expdem animais a temporadas de privacdo de recursos, geralmente associadas a
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periodos de baixa umidade intercalados por periodos de chuva/alta umidade (e.g.
Figura 2D), representando importantes desafios para a adaptagcdo de seus

habitantes.
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Figura 2. Variagdes naturais de parametros ambientais essenciais a viabilidade de
animais ocorrem em diferentes escalas de tempo. (A) Variagdo da concentracdo de
oxigénio no interior do tentdculo de Anemonia viridis contendo simbiontes Stylophora
pistillata em resposta a exposi¢cdo a luz (simbolos vazios) e ao escuro (simbolos pretos)
(Richier et al. 2003). A linha pontilhada demarca o nivel de normoxia. (B) Variacédo
circadiana da concentracdo de oxigénio em uma lagoa na regido amazoénica contendo
peixes dos géneros Apistogramma e Aequidens (Kramer et al. 1978). A linha pontilhada
demarca o nivel de saturacdo de oxigénio nas condi¢cdes mensuradas. (C) Variacdo da
concentracdo de oxigénio ao longo dos meses em local de coleta de peixes Colossoma
macropomum no Rio Solimdes (Almeida-Val et al. 1990). (D) Variacdo da umidade relativa
do ar em Brasilia com destaque para as esta¢gfes secas (sombreadas) ao longo de dois
anos (INMET, estacdo Brasilia). Nesta regido, em resposta a baixa umidade e
indisponibilidade de recursos, lagartas Chlosyne lacinia interrompem seu desenvolvimento
e adotam um estado de depressdo metabdlica até o retorno de condigbes ambientais
favoraveis (Moreira 2014).

Nestas situacdes, muitos animais dependem de adaptacbes comportamentais,
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas para combater perturbacbes da homeostase
causadas por um ambiente desfavoravel e sobreviver. Os parametros ambientais

para os quais as adaptacbes animais foram mais estudadas sdo a temperatura, a
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concentracdo de oxigénio, a disponibilidade de dgua e mudancas de osmolaridade
(Somero, Lockwood, e Tomanek 2016). A adocdo de um estado de intensa
depressdo metabdlica € uma resposta tipica de animais desafiados por ambientes
inviaveis para sobrevivéncia e reproducdo (Storey e Storey 2007, 2012; Storey
2015). Tal condicdo de hipometabolismo é mantida até que a disponibilidade de
recursos seja reestabelecida, quando desenvolvimento, crescimento e reproducao
sao retomados. As espécies animais desafiadas aos limites da capacidade fisiol6gica
discutidas nas proximas secOes representam modelos singulares de adaptacao

bioguimica.

1.1 Oxigénio — Disponibilidade, Distribui¢do, Obtencao e Metabolismo
1.1.1 Oxigénio e Metabolismo

O oxigénio (O) é estimado como o terceiro elemento mais comum do universo,
atras de hidrogénio e hélio (Dole 1965). Na crosta terrestre, o oxigénio é o elemento
mais abundante, correspondendo a 46,6% (por massa) da crosta continental
(Lutgens e Tarbuck 2015). Na atmosfera atual, 20,95% do ar seco é constituido de
oxigénio molecular (O;), o alétropo mais estavel de oxigénio. Outros al6tropos mais
reativos sdo, por exemplo, o 0zbnio e o oxigénio singleto. O oxigénio molecular
exerce papel central para organismos vivos, participando de duas reacoes criticas: a

fotossintese (1) e a respiracao (2):

2H,0 - 0, + 4H* + 4e” €))
0, + 4H" + 4e~ - 2H,0 (2)

A atmosfera terrestre, entretanto, durante os primeiros bilhdes de anos do
planeta continha virtualmente nenhum O,. A histéria da terra pode ser dividida em
trés principais periodos em relagdo a distribuicdo de O, no ambiente: (i) 4,6 a 2,4
bilhdes de anos atras (Ga), ndo havia quantidade significativa de O, na atmosfera; (ii)
2,4 a 0,54 Ga, quando a concentracdo de O, comecou a subir gradualmente na
atmosfera e na superficie dos oceanos, mas o fundo do oceano ainda era anoxico; e
(i) 0,54 a 0 Ga, quando a atmosfera e 0s oceanos tornaram-se ambientes

oxigenados (Dietrich, Tice, e Newman 2006). O aumento ainda dos niveis de O
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atmosférico, a aproximadamente 2,4 Ga, € conhecido como o Grande Evento de
Oxidacdo (GOE) (Holland 2002). A insercdo de O, na atmosfera é atribuida ao
surgimento da fotossintese, realizada por cianobactérias basais. A sincronia entre o
surgimento da fotossintese e o GOE permanece incerta (Lyons, Reinhard, e
Planavsky 2014). Apenas mais recentemente, a 0,5 Ga os niveis de O, atmosféricos
atingiram valores proximos aos atuais de 21% (Canfield e Teske 1996), periodo que
coincide com o aparecimento explosivo de animais e plantas terrestres no registro
geoldgico (Hsia et al. 2013). Contudo, a relacdo entre este evento e 0s niveis de
oxigénio ainda n&o foi inequivocamente demonstrada (Fox 2016). Desde entdo o
conteudo de O, atmosférico flutuou dentro da faixa de 10 a 35% estando associado a
diferentes eventos evolutivos, como, por exemplo, grandes extin¢cdes e a ocorréncia
de gigantismo (Hsia et al. 2013).

A disponibilidade de O, no ambiente propiciou o0 desenvolvimento de vias
eficientes de producdo de energia, nas quais cadeias transportadoras levam elétrons
ao O,. Em células animais, esta via ocorre nas mitocondrias. O oxigénio molecular
também é substrato para diversas reacdes biologicas (e.g. reacdes catalisadas por
oxidases, oxigenases e hidroxilases). Além de seu efeito na producdo energética por
seres vivos, a insercdo de O, na atmosfera teve outros efeitos criticos para a vida na
terra: a producdo de ozbnio (Oz), formando uma camada na estratosfera, e a
indisponibilizacdo de fons ferrosos (Fe?"), potencialmente danoso por gerar espécies
altamente reativas, no ambiente aquatico (Halliwell e Gutteridge 2015). O uso de
oxigénio permite uma maior extracado de energia de nutrientes quando comparado a
vias independentes de O,. O maior rendimento energético possibilitou o surgimento
de seres multicelulares complexos, que evoluiram em um ambiente relativamente
rico em oxigénio. Consequentemente, muitos organismos sao extremamente
sensiveis a situacdes de privacao de O,.

Para manterem-se vivas, as ceélulas precisam sustentar taxas adequadas de
producdo e consumo (turnover) de energia. Nas células, a energia necessaria para
favorecer reacfes em sistemas biologicos esta na forma de ATP e potencial redutor.
O ATP é utilizado como fonte de energia livre em um grande numero de reacdes
bioldgicas, incluindo sintese de macromoléculas a partir de precursores, transporte
de substancias e contracdo muscular. O potencial redutor, na forma de NADPH, é
necessario para etapas redutoras de vias de biossintese (e.g. sintese de acidos

graxos) e para abastecer sistemas antioxidantes. Em células de mamiferos, os
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processos biolégicos que correspondem ao maior consumo de ATP sédo a sintese de
proteinas (25-30% do consumo) e o funcionamento de bombas i6nicas (19-28% por
Na'-K*-ATPase e 4-8% por Ca®*-ATPase) (Rolfe e Brown 1997). Outras vias com
contribuicéo significativa séo a sintese de mRNA e a gliconeogénese (Rolfe e Brown
1997). Cabe ressaltar que a contribuicdo de cada processo ao consumo de O,
associado a producdo de ATP depende do tipo celular. Por exemplo, no tecido
cardiaco o maior consumo (50%) corresponde a contracdo muscular, enquanto no
tecido renal o maior consumo (40-70%) corresponde a atividade de Na'-K*-ATPase
(Rolfe e Brown 1997). Em cultura, o consumo global de O, de células de mamiferos
varia de < 1 a > 350 amol célula® s* de acordo com o tipo celular (Wagner,
Venkataraman, e Buettner 2011).

Os processos biologicos dependem, direta ou indiretamente, do fluxo de
elétrons em reacdes de reducdo-oxidacao (redox). Os principais grupos de moléculas
que realizam o transporte de elétrons em reac6es metabdlicas séo nucleotideos (e.g.
NAD, NADP, FMN e FAD), quinonas (e.g. ubiguinona), centros ferro-enxofre (e.g.
aconitase e complexo lll) e citocromos (e.g. complexo Ill) (Halliwell e Gutteridge
2015). Em organismos heterotréficos, os elétrons provenientes da oxidagdo de
macronutrientes reduzidos séo transferidos para transportadores de elétrons, as
coenzimas NAD e FAD, conservando a energia livre resultante do catabolismo de
substratos. Tais coenzimas exercem sua funcéo de transporte de elétrons passando
pelos estados oxidados (NAD* e FAD) e reduzidos (NADH e FADH,) reversivelmente
em diversas reacdes redox. Os transportadores reduzidos pelos elétrons da
degradacdo de nutrientes sdo oxidados na mitocéndria ao entregar elétrons para
complexos multiproteicos. Os pontos de entrada de elétrons sdo os complexos | e I,
de onde os elétrons seguem o trajeto ubiquinona, complexo Ill, citocromo c,
complexo IV, onde os elétrons s&o entregues ao O,, formando agua (Figura 3). Uma
molécula de O é reduzida a duas moléculas de H,O ao receber 4 elétrons. A energia
resultante do fluxo de elétrons pelos complexos movimenta prétons da matriz para o
espaco intermembranas. O acumulo de prétons no espago intermembranas gera um
gradiente eletroquimico que favorece o retorno de protons para a matriz. Este retorno
ocorre através da ATP sintase (ou complexo V) e fornece energia para a fosforilagao
de ADP, produzindo ATP (Mitchell 1961). O fluxo de elétrons pela cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (ETC) é mantido por seu aceptor final O,.
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Espaco intermembranas Fluxo de e~

H+ H+ H+

H,O ADP + Pi

NADH  NAD*+H*  gyccinato Fumarato

Matriz mitocondrial

Figura 3. Esquema simplificado da cadeia transportadora de elétrons na membrana
interna mitocondrial. A cadeia transportadora de elétrons consiste de quatro complexos
multiproteicos que transferem elétrons, na forma de NADH ou FADH,, oriundos da oxidagéo
de nutrientes no ciclo do acido citrico para o aceptor final O,. Elétrons provenientes dos
complexos | e Il sdo transferidos ao complexo Il através da ubiquinona (Q). A ubiquinona
recebe dois elétrons nos complexos | e Il e os entrega ao sitio Qo do complexo Ill. O
complexo Il transfere elétrons ao citocromo C (C). O complexo IV transfere elétrons do
citocromo ¢ ao O, formando H,O. O fluxo de elétrons pelos complexos movimenta prétons
através da membrana interna para o espaco intermembranas contra seu gradiente. O
resultado € um acumulo de prétons no espaco intermembranas gerando um gradiente
eletroquimico. A producdo de ATP ocorre pelo retorno de protons a matriz mitocondrial
através da F,/F, ATP-sintase (complexo V). A for¢a proton-motriz (Ap) que favorece o
retorno de proétons para a matriz € a combinagao do potencial de membrana (Ay,,, gradiente
elétrico de cargas) e o gradiente de pH (ApH,, gradiente de concentracdo de H*) (Perry et
al. 2011). Figura elaborada com ilustragfes adaptadas de Servier Medical Art.

A taxa metabdlica de um organismo € comumente estimada por métodos de
respirometria (ou calorimetria indireta), nos quais séo realizadas afericbes da taxa de
consumo de oxigénio (Lighton 2008). O consumo global de O, de um organismo
reflete a soma das taxas de consumo de O, mitocondrial de todos os seus tecidos
(Suarez e Moyes 2012). Por conseguinte, pode-se estimar, ainda que de forma
limitada, as taxas de turnover de ATP. A limitacdo deve-se a existéncia de outros
processos celulares consumidores de O, (e.g. vazamento de protons na ETC) e de
vias de producéo de ATP independentes de O, (Rolfe e Brown 1997). Ainda assim, a
taxa de consumo de O, é amplamente utilizada como indicador da taxa metabdlica
de um organismo, que pode ser vista como o custo de manutencdo da homeostase.
Em outros termos, este € o custo de manter o alto grau de organizacéo peculiar aos
organismos vivos e resistir a segunda lei da termodinamica (Hochachka e Somero
2002).
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Portanto, a presenca de O, na atmosfera terrestre propiciou o surgimento de
vias metabdlicas capazes de produzir grandes quantidades de ATP, ao ser utilizado
como aceptor final de elétrons. Tal evento esta associado ao aparecimento de
formas de vidas complexas, que em sua maioria tornaram-se dependentes de um
suprimento adequado de O, dentro de uma faixa estreita de concentracdo. A
disponibilidade de O, ambiental pode flutuar para valores além dos limites dessa
faixa, disparando respostas bioldgicas para reverter a privacdo ou o0 excesso de O,.
Em Jdltima analise, o oxigénio molecular € consumido majoritariamente na
mitocondria recebendo 4 elétrons no complexo IV. Como sera discutido na se¢éo 1.2,
entretanto, o O, pode ser parcialmente reduzido em outros locais da ETC dando

origem a espécies reativas de oxigénio potencialmente deletérias.

1.1.2 Disponibilidade de Oxigénio em Ambientes Terrestres e Aquaticos

Na atmosfera terrestre atual o O, ocupa aproximadamente (20,95%) do
volume de ar seco, sendo o volume restante ocupado por gases como N3 (78,09%),
Ar (0,93%) e CO; (0,04%) (Williams 2016). A concentragao percentual desses gases
mantém-se constante na atmosfera, devido a continua mistura causada por correntes
de conveccéao, ocorrendo oscilacdes significativas apenas nos limites da atmosfera
(Schmidt-Nielsen 2013). Entretanto, a pressao parcial dos gases pode ser muito
reduzida em grandes altitudes. Por exemplo, mesmo o contetido volume a volume de
O, permanecendo constante, sua pressao parcial cai pela metade a 5800 m em
relacdo ao nivel do mar (Peacock 1998). A pressédo parcial de um determinado gas
em uma mistura corresponde a pressao hipotética que tal gas exerceria se estivesse
sozinho, enquanto a pressao total € a soma da presséo parcial de cada um de seus
constituintes. Variacdes da pressdo parcial tém particular importancia, pois é a
pressdo parcial de oxigénio que governa seu transporte por difusdo através de
barreiras fisiolégicas, ndo, necessariamente, sua concentragéo. Isso se deve a Lei de
Henry, que afirma que a quantidade de determinado gas dissolvido em uma fase
liquida € proporcional a pressédo parcial do gas na fase gasosa adjacente. Desta
forma, a difusdo de gases ocorre de regides de alta pressdo parcial para regides de
baixa presséao parcial, tendendo ao equilibrio entre as duas fases.

A queda da pressdo de oxigénio em altitudes elevadas afeta diretamente a

tensdo de O, na circulacédo de animais (Figura 4A) (Banchero, Grover, e Will 1971).
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Nos ambientes terrestres, a altitude é o principal fator que afeta a pressao parcial de
oxigénio, mas, em alguns microhabitats, atividades de consumo (respiragéo) e
producdo O, (fotossintese) por organismos, além de reacdes abioticas de oxidacéo e
barreiras fisicas para 0 movimento de gases, podem alterar a disponibilidade de O..
Em microhabitats terrestres especificos, tais como um formigueiro (145 mmHg) ou
um tronco em decomposicdo (133 mmHg), a pressao de O, pode ser ligeiramente
menor que no ambiente em que se encontram (153 mmHg) (Krogh 1959). Em alguns
casos, o encharcamento do solo por chuvas pode tampar os poros na superficie
impedindo a comunicag¢do com a atmosfera (Figura 4B). No caso de mamiferos com
hébitos fossoriais, a concentragdo de O no interior de tocas subterraneas naturais
pode ser reduzida pela limitacdo de troca gasosa com o exterior e pelo consumo de
seus residentes, atingindo, por exemplo, 6% em abrigos naturais do roedor Geomys
bursarius (Arieli 1979). Os principais fatores que determinam a disponibilidade de O,
no interior de tais ambientes sdo: o consumo de seus residentes; a locomog¢éo dos
animais (promovem a movimentacdo do ar no interior da toca); o conteludo de agua

do solo; a profundidade e a arquitetura da toca; e a temperatura (Arieli 1979).
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Figura 4. Alterac6es da disponibilidade de oxigénio e seus efeitos em ambientes
terrestres. (A) Pressdo parcial de O, na atmosfera e tensdo de O, circulante em
lhamas (Lama glama) proximas ao nivel do mar (260 m) e apoOs aclimatacdo de 10
semanas a 3420 m de altitude (Banchero et al. 1971). (B) Pressédo parcial de O, na
fase gasosa do solo de uma floresta a 30 cm de profundidade, antes da ocorréncia de
uma chuva (tempo 0) e horas apos a chuva (Ege 1916 apud Krogh 1959). A inundacgéo
do solo bloqueia a difus&o entre o subsolo e atmosfera. A medida que a 4gua escoa e
o solo desidrata a difusao é reestabelecida e a pressao parcial de O, aumenta.

Os ambientes terrestres e aquaticos diferem em relacdo a disponibilidade de
O,. Quando comparada ao ar, a agua tem um contetdo muito menor de O,. A 15°C
um corpo d’agua em equilibrio com a atmosfera contém 7 mL de O, por litro de agua,
enquanto 1 L de ar contém 209 mL (Schmidt-Nielsen 2013). Outro fator que
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diferencia os meios aéreo e aquatico é a constante de difusdo (K) do O, definida
como o volume de gas que se difunde por &rea em determinado intervalo de tempo.
A temperatura de 20°C, o valor de K do O, no ar é de 1,1 x 10 cm? atm™ min?, ja na
agua o valor de K é de 3,4 x 10 cm? atm™ min™ (Schmidt-Nielsen 2013). Portanto, a
difusdo de O, na agua ocorre lentamente, de maneira que perturbacées nos niveis
de O, no ambiente aquatico levam mais tempo para serem equilibradas. Além da
pressdo parcial na fase gasosa, a temperatura, a solubilidade do gas e a presenca
de solutos sao fatores abidticos que afetam quantidade de O, dissolvido na agua
(Figura 5) (Weiss 1970). Além dos fatores abioticos, a atividade de organismos
aquaticos é capaz de alterar drasticamente os niveis de oxigénio. Devido a tais
diferencas e pelos aspectos discutidos a seguir, espécies aquaticas sao
consideradas mais propensas a exposicdo a privacdo de oxigénio que espécies
terrestres (Bickler e Buck 2007). De fato, a hipdxia em ambiente aquaticos é um
fenbmeno comum (Welker et al. 2013).
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Figura 5. Variacdo da concentracdo de oxigénio em funcao
da temperatura e salinidade. Concentracdo de oxigénio
dissolvido (mg L™) na agua em equilibrio com atmosfera de
20,94% de O, ao nivel do mar (760 mmHg) com 100% e
umidade relativa em diferentes temperaturas e graus de
salinidade. A concentracdo de O, cai com o aumento de
temperatura e/ou com o aumento da forca ibnica. Por exemplo,
a solubilidade do 02 a 10°C é de 9,09 mg L™ e de 11,36 mg L™
na agua do mar e em agua destilada respectivamente. Ja a
25°C as solubilidades caem para 6,78 mg L e 8,26 mg L*
respectivamente. Figura elaborada com dados de Wagner et al.
(2011).
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O oxigénio presente em ambientes aquéticos é majoritariamente proveniente
da atmosfera por difusdo ou da atividade biol6gica de organismos (fotossintese de
vegetais e cianobactérias). Como a fotossintese depende da luz, que tem penetracao
limitada, ambos os processos ocorrem na camada mais superficial da agua (zona
eufotica), resultando na formacgdo de gradientes verticais de O, (Figura 6). Tais
gradientes sdo diretamente afetados pelo conteddo de matéria organica e
temperatura, fatores que influenciam diretamente a atividade de organismos. Além
da simples difusdo, movimentos de correntes de ar e agua auxiliam a dispersao do
O, nos ambientes aquaticos, de maneira que rios tendem a ter maior concentracao
de oxigénio que lagos. Em altas latitudes, o congelamento sazonal da superficie de
lagos aprisiona seus residentes em um ambiente isolado da atmosfera, no qual o
consumo de O, ao longo do tempo pode levar a severa privacdo da disponibilidade

de O, (Hermes-Lima e Zenteno-Savin 2002).
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Figura 6. Gradientes verticais de O,
dissolvido em ambientes aquaticos.
Em ambientes aquaticos a
concentragdo de O, dissolvido tende a
B cair a medida que se distancia da
superficie, onde ocorre a difusdo e a
irradiagcéo solar, formando um
gradiente. A presenca de organismos
no ambiente e fatores abibticos afetam
o perfil de distribuicdo do oxigénio. (A)
Lago oligotrdéfico (i.e. baixo contetudo de
matéria organica). (B) Lago eutrofico
(i.e. alto contetdo de matéria orgéanica).
(C) Lago eutrofico protegido de
correntes de ar. Dados obtidos de
Lampert e Sommer (Lampert e Sommer
2007).
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Em determinados ecossistemas, ha um gradiente horizontal da concentracao
de O,. Por exemplo, em um sistema de riacho (rico em O,) desembocando em uma
regido pantanosa (pobre em O,), ocorre a reducéo gradual dos niveis de O, (Figura
7) (Joyner-Matos et al. 2007). Em outro tipo de habitat, a agua armazenada no solo
forma ecossistemas aquaticos subterrdneos com caracteristicas proprias, habitado
por muitos invertebrados. A disponibilidade de O, nestes ambientes aquéticos
subterraneos esta sujeita aos mesmos entraves citados acima (Malard e Hervant
1999).

Oxigénio (mg L)

Figura 7. Gradiente horizontal de O,
dissolvido em ambiente aquatico. A
concentracdo de O2 dissolvido cai a
medida que a agua de um riacho
adentra um pantano (rico em matéria
organica). Dados de Joyner-Matos et
al. (2007).

<€4— Fluxo

Pantano Ecétono Riacho

Em oceanos, abaixo da zona superficial eufética (onde a producéo e difusédo
de O, superam a demanda), o conteludo de oxigénio € reduzido pela respiracao de
organismos e pela decomposicdo de matéria organica (Ulloa et al. 2012). Mais
abaixo, a concentracdo de O, volta a subir pela introducdo de aguas relativamente
densas ricas em oxigénio provenientes de regides polares e subpolares (Wyrtki
1962). Desta forma, dentro de faixas de profundidade intermediarias, de algumas
centenas de metros, a disponibilidade de O, é muito reduzida (Figura 8). Este perfil
de distribuicdo de oxigénio € observado nos principais oceanos (Rabalais, Turner, e
Wiseman 2002). As zonas de minimo de oxigénio (OMZ) sdo areas marinhas de
profundidade intermediaria que nao sofrem mistura significativa de dgua oxigenada,
que podem variar em faixa de profundidade, extensdo e concentragédo de O, (Sen
Gupta e Machain-Castillo 1993). Uma das maiores OMZs, localizada no golfo do
México, também chamada de “Zona Morta”, apresentou extensdo de 20.700 m? em

2001 apresentando sitios sem qualquer O, dissolvido detectavel (Rabalais, Turner, e
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Wiseman 2002). Ainda assim as OMZs abrigam animais. Por exemplo, peixes-
lanterna (Actinopterygii: Myctophydae) permanecem em profundidades tipicas de
OMZ (com pO, <1 kPa) durante o dia e migram para profundidades menores (21
kPa) durante a noite para obtencéo de alimento (Lopes et al. 2013).

Além da ocorréncia de hipdxia, também sdo observadas situacdes de
hiperéxia em ambientes aquaticos. A hiperdxia ocorre quando a concentragédo de O,
dissolvido supera o nivel de saturacdo da agua. Tal fenbmeno € causado pela
atividade de organismos fotossintetizantes expostos a luz solar. Desta forma, a
hiperdxia ocorre comumente na superficie de ambientes aquéaticos (Figura 2B) e em
microhabitats especificos (Figura 2A). Por exemplo, a presenca de simbiontes expde
0s organismos hospedeiros a ciclos diarios de hipoxia-hiperoxia associados a
incidéncia solar (Richier et al. 2003). Em tanques de aquicultura, a adicéo artificial de

O, também gera hiperoxia (Kristensen et al. 2010).
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Figura 8. Gradiente vertical de O, dissolvido em oceanos. Na
zona fética superficial o conteado de O, é relativamente alto
devido a fotossintese e a difusdo. Abaixo da zona fética, o
consumo de O, supera as capacidades fotossintéticas e de
difusdo (da atmosfera ou de camadas inferiores).
Consequentemente, ocorre a formagdo de zonas de oxigénio
minimo (OMZ) em profundidades intermediarias. Abaixo dessas
zonas os niveis de O, voltam a subir devido ao suprimento de
dguas mais profundas e a baixa concentragdo de matéria
orgéanica. Dados de um sitio do oceano pacifico (Paulmier e Ruiz-
Pino 2009).
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As condi¢des ambientais sob as quais animais estao naturalmente submetidos
podem ser permanentemente desfavoraveis, ou apresentar extremos sazonalmente
ou em intervalos de tempo mais curtos. Dado o0 exposto, percebe-se que variacdes
na disponibilidade de O, sdo comuns na natureza e podem ocorrer em diferentes
escalas de tempo e espago. Para manter suprimento adequado de O, para producéo
de ATP, os animais migram para regibes mais favoraveis (quando possivel) ou

contam com ajustes fisiologicos e bioquimicos para compensar o déficit.

1.1.3 Cascata de Transporte de Oxigénio — da Atmosfera a Mitocéndria

Para exercer seu papel fundamental como aceptor final de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons, o oxigénio molecular precisa ser obtido da atmosfera e
transportado até a mitocondria. A chamada cascata de transporte de O, consiste de
4 etapas fundamentadas nos processos de conveccdo e difusdo. As quatro
etapas/resisténcias sao: a ventilacdo de ar atmosférico (ou agua no caso de
respiracdo aquatica) sobre a superficie respiratoria (e.g. pulmbes e branquias), a
difusdo através da superficie respiratéria até a circulacdo, a distribuicdo pela
circulacao (etapa na qual o oxigénio € geralmente transportado ligado a pigmentos
respiratérios) e a difusdo da circulagdo para os tecidos (nesta etapa também pode
ocorrer a participacao de proteinas que se ligam ao O,, por exemplo, mioglobina e
neuroglobina, Figura 9). Em muitas espécies de invertebrados, a etapa de
“circulacao” ocorre por difusdao simples. Um quinto fator importante em relacdo a
disponibilidade de oxigénio para as células € o consumo de O, pelas mitocéndrias.
Em condi¢cBes de estado estacionario, estes processos sdo regulados de maneira a

BN

manter o suprimento de O, equivalente a sua demanda, assim como manter a
eliminacdo CO, equivalente & sua producdo. Devido a natureza especializada de
diferentes tecidos, cada oOrgao/tecido tem uma tensdo de oxigénio 6tima para seu
adequado funcionamento (Tabela 2) (Carreau et al. 2011), assim como diferentes
células tém demandas distintas de 0O,, consumindo oxigénio em velocidades
variaveis de acordo com o tipo celular, fungcdo e estado metabdlico (Wagner,

Venkataraman, e Buettner 2011).
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Figura 9. Cascata de transporte O,. O transporte do
O, no ambiente até as mitocondrias de animais
dependem de 4 etapas por dois mecanismos de
transferéncia de massa, conveccdo e difusdo. (1)
Ventilacdo de ar (ou agua no caso de respiracdo
aquatica) pela superficie respiratoria (convecgéo). (2)
Difusdo do oxigénio através da superficie respiratéria
(e.g. epitélio respiratorio de pulmdes ou branquias). (3)
Transporte do oxigénio pela circulacdo até os tecidos
(conveccao). (4) Difusdo entre circulacdo e o interior
celular. A quinta etapa (5) é o consumo de O, pela
mitocéndria que determina o gradiente de O, entre
célula e circulagédo. Figura elaborada com contornos
de formas adaptadas de Servier Medical Art.

Tabela 2. Niveis basais de pressao parcial (mmHg) e
concentracao (%) de O, da atmosfera até a mitocondria.
A quantidade de O, decresce gradualmente desde o ar
inspirado até diferentes por¢cdes do sangue, diferentes
orgaos e regibes e em células de humanos (Carreau et

al. 2011).
Local pO2 (MmHQ) 02 (%)
Ambiente
Ar 160 21.0
Ar inspirado (Traqueia) 150 19.7
Ar inspirado (Alvéolo) 110 14.5
Sangue
Sangue arterial 100 13.2
Sangue venoso 40 5.3
Tecido
Rim 72.0 9.5
Intestino 57.6 7.6
Pulméo 42.8 5.6
Figado 40.6 5.4
Cérebro 33.8 4.4
Musculo 29.2 3.8
Pele (5-10 um) 8.0 1.1
Pele (45-65 um) 24.0 3.2
Pele (100-120 um) 35.2 4.6
Célula
Célula 9,9-19,0 1,3-25
Mitocéndria <9,9 <1,3
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Ao longo das etapas da cascata de transporte a disponibilidade de O, é
gradualmente reduzida até atingir os tecidos, suas células e mitocondrias, onde a
tensdo de O, € muito menor que na atmosfera (Figura 10). Como sera discutido na
secdo 1.2, o O, pode dar origem a espécies quimicas altamente reativas, capazes de
reagir com virtualmente todos os tipos de biomoléculas afetando suas estruturas e
funcdes. Por este motivo, alguns autores interpretam as barreiras de transporte de
0., e a consequente reducdo da pressao parcial, da atmosfera até as células como
uma estratégia evolutiva para reduzir a exposicdo a altos niveis de O, reduzindo
potenciais danos oxidativos (Hsia et al. 2013). Nesta mesma linha de raciocinio, a
compartimentalizacao da respiragdo, protegendo o citosol de espécies reativas, pode

ser vista como uma das funcdes da mitocondria (Abele 2002).

160+
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Figura 10. Efeito das barreiras da cascata de transporte na
tensdo de O, em vertebrados. A tensdo de O, decai
gradualmente a medida que o oxigénio € movido da atmosfera
até as células, passando pela superficie respiratoria e
circulacdo. 1 ventilacao, 2 difusao pela superficie respiratoria, 3
transporte até os tecidos, 4 difusdo dos capilares as células.
Figura baseada em dados de Carreau et al. (2011) e Hsia et al.
(2013).

Evidentemente, a quantidade de oxigénio disponivel no ambiente afeta
diretamente a capacidade de oferta de O, para os tecidos. Mas, em algumas
situacdes, mesmo havendo disponibilidade de O, no ambiente, a oferta de oxigénio
para os tecidos e células é severamente restringida pela limitacdo de uma ou mais
etapas da cascata de transporte de oxigénio. Uma dessas situacdes é o mergulho de
aves e mamiferos. Durante o mergulho, a ventilagdo dos pulmdes é completamente
interrompida abolindo a captacdo de O, da atmosfera, ocorre bradicardia e ocorre

vasoconstricdo, expondo os animais a quadros de isquemia e hipoxemia (Meir et al.
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2009). O resultado, por exemplo, € uma concentracdo de lactato no sangue 15 vezes
maior (~13,5 mM) ao final do mergulho comparado ao momento pré-mergulho (~0,9
mM) (Hochachka e Somero 2002). O acumulo de produtos de vias anaerdbicas (e.g.
lactato) é comumente utilizado como indicador de privacao de oxigénio.

Um outro exemplo é a atividade muscular intensa, que pode aumentar
significativamente a demanda por oxigénio e superar a capacidade de distribuicdo
pela circulacdo. Consequentemente, células musculares podem ficar em um estado
de privacdo de oxigénio, quando vias independentes de O, sdo ativadas e um
acumulo de produtos de via anaerdbicas é observado (Diamant, Karlsson, e Saltin
1968). Outra circunstancia € a tolerancia ao congelamento de animais durante o
inverno em altas latitudes, cujos liquidos corporais sdo congelados e a perfusao
cessa completamente. A privacao de oxigénio é indicada pelo aumento nos niveis de
lactato em diversos tecidos de tartarugas apés congelamento (Storey et al. 1988).
Quando as células animais sdo expostas a privacdo de oxigénio ajustes fisioldgicos
coordenados sdo acionados afetando as diferentes etapas da cascata de O, e
também na taxa de consumo de O, (i.e. taxa metabdlica), minimizando o déficit de O,
na tentativa de equilibrar oferta e demanda (Powell, Milsom, e Mitchell 1998; Porteus
et al. 2011). Dentre as respostas a privacdo de oxigénio, a depressao do
metabolismo destaca-se por ser amplamente distribuida dentre as espécies animais
e condicBes ambientais (se¢éo 1.5).

Portanto, percebe-se que ndo sé a disponibilidade de O, ambiental, mas
também situacbes especificas (e.g. auséncia de ventilacdo durante o mergulho,
interrupcé@o da perfusdo sanguinea durante o congelamento, elevado consumo de O,
durante atividade intensa) interferem na cascata de transporte de O,, podendo
resultar em oferta insuficiente de O, as células. Por outro lado, a privagdo de O
ambiental dispara adaptacdes fisiologicas que podem compensar o déficit ambiental,
de maneira que reducOes discretas na disponibilidade de O, no ambiente né&o

necessariamente privam as células de oxigénio.

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio

Apesar de seu importante papel como aceptor final de elétrons, o O, é tdxico
(Fridovich 1995). Ele participa direta ou indiretamente de reacfes de oxidacdo de

biomoléculas. Tal toxicidade deriva de sua capacidade de originar radicais livres e
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outras espécies reativas. Um radical livre é definido como uma espécie de existéncia
independente contendo um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital
molecular ou atémico. A existéncia de um ou mais elétrons desemparelhados confere
caracteristica paramagnética e alta reatividade aos radicais (Halliwell e Gutteridge
2015). Uma vez que o O, apresenta dois elétrons desemparelhados, ele préprio é
classificado como um radical livre (Hermes-Lima 2004b). Em sistemas bioldgicos, o
O, d& origem a espécies reativas de oxigénio (ROS) ao ser parcialmente reduzido
(Figura 11). Tais espécies sdo capazes de oxidar carboidratos, proteinas, lipideos e

acidos nucleicos, podendo resultar em perda de funcéo.

H,0
0, —>0,"—_-H,0, é HO* — > H,0

e e /2H* e /H* e /H*

Figura 11. Reacfes de reducdo univalente do O,. Devido a sua estrutura o
oxigénio molecular tende a ser reduzido um elétron por vez. No final da cadeia
transportadora de elétrons (complexo 1V) o O, recebe 4 elétrons, formando agua.
Entretanto, elétrons podem reagir prematuramente em outros sitios da cadeia
dando origem as espécies reativas 0,* e H,0,. Figura elaborada com contornos
de formas adaptadas de Servier Medical Art.

O termo ROS abrange compostos com reatividades distintas, incluindo
radicais (e.g. O,*", *OH, RO®*, ROO®) e moléculas nao-radicalares (H,O, e LOOH).
Fontes biolégicas de ROS incluem: (i) reacdes de autoxidacédo de biomoléculas (e.g.
cisteina, adrenalina, noradrenalina e L-DOPA), (ii) enzimas citocromo ¢ P450, (iii)
xantina oxidase, (iv) lipoxigenases, (v) mieloperoxidases, (vi) peroxissomos, (Vvii)
cicloxigenases, (vii) metabolismo peroxisomal, (ix) NADPH oxidases e (x) cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (CTE) (Holmstrém e Finkel 2014; Halliwell e
Gutteridge 2015). A tabela 3 mostra as principais caracteristicas de espécies
reativas com maior relevancia em sistemas bioldgicos. O éxido nitrico (*NO) é um
radical livre classificado como espécie reativa de nitrogénio (RNS) com diferentes
fungbes fisiologicas, interagindo com vias celulares associadas as ROS. Sua
producdo in vivo é resultado da atividade de enzimas da familia 6xido nitrico sintase
(NOS) (Forstermann e Sessa 2012).
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Tabela 3. Reatividade e algumas caracteristicas de espécies reativas radicalares e néo-

radicalares.

Espécie Reativa

Par redox

Potencial de
reducédo, E* (V)

Caracteristicas

Oxido nitrico

Peroxido de hidrogénio H»0,, H'/H,0, *OH

Radical superéxido 0,7, 2H'/H,0,

ROO’, H/ROOH

Radicais peroxil e alcoxil

Radical hidroxil

*NO/PNO™

RO®, H/ROH

*OH, H*/H,0

-0,80

0,32

0,94

1,00

1,60

2,31

- Produzido pela atividade de enzimas da familia
oxido nitrico sintase (NOS)

- Capaz de atravessar membranas bioldgicas

- Baixa reatividade frente a biomoléculas

- Alta reatividade contra outros radicais

- Da origem a outras espécies reativas de
nitrogénio (e.g. ONOQ")

- Produzido pela reducéo dielétrica do O2

- Produzido na mitocondria direta (CTE) ou
indiretamente (pela dismutacéo espontanea ou
catalisada do 0*")

- Produzido também pela atividade de oxidases
(e.g. urato oxidase, glicose oxidase)

- Capaz de atravessar membranas biolégicas

- Reage com metais de transicdo em solugao
aquosa produzindo o radical hidroxil (reacdo de
Fenton)

- Mensageiro celular ao oxidar residuos de
cisteina de proteinas

- Produzido pela reducdo monoelétrica do O3
- Radical primario formado na CTE e pela acao
de enzimas (e.g. XO e NOX)

- Pode agir como redutor ou oxidante

- Baixa reatividade com moléculas nao
radicalares

- Alta reatividade contra grupos ferro-enxofre e
radicais

- Agentes oxidantes moderadamente fortes
- Produzidos pela reagdo do O2 com radicais
centrados em carbono

- Produzidos a partir da degradagdo de
hidroperéxidos lipidicos causada por calor,
radiacdo ou metais de transi¢céo

- Participam das reacdes em cadeia de
peroxidacgéo lipidica

- Produtos de oxidagéo de lipideos, proteinas e
acidos nucleicos

- Produzido pela reagdo de Fenton e fissdo
homolitica da &agua causada por radiacdo
- Apresenta a maior reatividade dentre os
radicais de oxigénio

- Reage indiscriminadamente com biomoléculas

O potencial redutor monoeletrénico (E®’) indica a forga oxidante de uma espécie reativa, quanto
maior o valor maior a forga. Informacdes compiladas de (Buettner 1993; Bartberger et al. 2002;

Halliwell e Gutteridge 2015).

Nas células eucaridticas, a mitocéndria é considerada a principal fonte de

ROS (Turrens 2003), onde, além da CTE, reacdes do ciclo do acido citrico

catalisadas por 2-oxoglutarato desidrogenase e piruvato desidrogenase, também sao

fontes de ROS (Quinlan et al. 2014). A producdo de ROS na mitocondria ocorre pela

fuga prematura de elétrons da cadeia antes deles atingirem o complexo IV. Quando

um unico elétron escapa e reage com O, € formado o radical superoxido e, quando

um par de elétrons escapa e reage com O,, é formado peroxido de hidrogénio
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(Figura 11) (Brand 2016). Na mitoc6éndria, o H,O, também é formado pela acdo da
enzima superéxido dismutase mitocondrial (MNnSOD), que catalisa a dismutacdo de
duas moléculas de O,*” em H,O; (Halliwell e Gutteridge 2015). Durante a fosforilagéo
oxidativa, os elétrons podem escapar prematuramente de diferentes carreadores:
complexos ferro-enxofre, flavoproteinas ou quinonas (Waypa, Smith, e Schumacker
2016). A producéo de ROS pela CTE (Figura 12) ocorre nos complexos | (Turrens e
Boveris 1980), Il (Quinlan et al. 2012) e Il (Turrens, Alexandre, e Lehninger 1985)
em 11 sitios diferentes (Brand 2016).

Citosol GPX/PRX
e
H,0, H,0
0 A Catalase

(0) ,
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\ I U \ U U \ Y ud U U \ \
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Espaco intermembranas

L]
L]
L]
He He v H*
L]
L]
L]
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Matriz mitocondrial O, » H,0, > H,0

Figura 12. Principais sitios de produ¢do de ROS na CTE. Na mitocondria, ROS séo
formados pela reagdo prematura de elétrons com o O,. Os complexos | e lll sdo os
principais locais de reducdo parcial do O,. O complexo Il e rea¢Bes do ciclo do &cido citrico
também produzem ROS. O superdxido produzido é dismutado pelas enzimas superéxido
dismutases na matriz (MnSOD) ou no espaco intermembranas (CuzZnSOD). A dismutacéo
do O,* produz o peréxido de hidrogénio, que é consumido por catalases ou peroxidases
(e.g. glutationa peroxidase e peroxiredoxinas). Figura elaborada com ilustracées adaptadas
de Servier Medical Art.

Estima-se que 0,1% do O, consumido é continuamente reduzido por um Unico
elétron na mitocéndria formando superdxido (Fridovich 2004). Em mitocéndrias
isoladas de musculo esquelético de ratos com oferta de substratos que simula as
condicdes citosblicas em repouso, a producdo de O,*" e H,O; equivale a 0,1-0,5%

do O, consumido (Goncalves et al. 2015). A formagcdo de ROS na mitocondria €
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afetada pelo potencial de membrana mitocondrial (Ayy), a relagio NADH/NAD®, a
proporcao ubiquinona reduzida/oxidada e pela disponibilidade de O, (Murphy 2009).
Em mitocondrias com a sintese de ATP suprimida (e.g. falta de ADP) ha um acumulo
de componentes da CTE nas formas reduzidas e um aumento do Ay, favorecendo
a producéo de ROS (Murphy 2009). A producgéao de H,O, na presenca de succinato
por mitocondrias isoladas de cérebro de ratos € de 3,15% do O, consumido na
auséncia de ADP, quando o ADP ¢é adicionado ao meio, a producao cai para 0,04%
(Starkov 2008). Agentes desacopladores (e.g. proteinas desacopladoras, UCPs) sdo
capazes de reduzir a formacdo de ROS ao fornecer um caminho alternativo para o
retorno de protons para a matriz (ao invés da ATP sintase), reduzindo o Ay,
diminuindo a disponibilidade de elétrons na CTE e aumentando a taxa respiratoria
(Kowaltowski et al. 2009). A adicdo de 5 nM do agente desacoplador FCCP reduz o
Ay, de 170 mV para 118 mV e a producdo de H,O, de 0,88 nmol min™ mg
proteina™* para 0,28 nmol min™ mg proteina™ em mitocdndrias isoladas de coracéo
de ratos (Hansford, Hogue, e Mildaziene 1997).

A geracao de ROS é minimizada, quando ha um equilibrio entre a oferta e o
consumo de elétrons por seus aceptores (Lehninger, Nelson, e Cox 2013). De fato, o
percentual de ROS produzido por unidade de O, consumido cai de 0,1-0,5% para
0,01-0,03% em mitocdndrias isoladas de muasculo esquelético de ratos quando as
condicBes experimentais mimetizam um estado atividade muscular (i.e. maior oferta
de substrato e maior demanda por ATP) (Goncalves et al. 2015). O grau de producéo
de ROS também depende da identidade e da concentracdo dos substratos ofertados
a mitocondria. Por exemplo, a producéo basal de H,O, por mitocéndrias isoladas de
cérebro de ratos é de 3,15, 1,07 ou 0,76% do O, consumido na oferta de 5 mM dos
substratos succinato, alfa-cetoglutarato ou malato respectivamente (Starkov 2008). A
producdo de H,O, por mitocondria isoladas de coracdo de ratos aumenta de acordo
com a concentracdo de succinato, variando de 0,03 nmol min™ mg proteina™ com
0,25 mM (nivel fisiolégico) até 0,53 nmol min™ min™ mg proteina™ com 5 mM de
succinato (Hansford, Hogue, e Mildaziene 1997). Além dos fatores supracitados, a
taxa de produgédo mitocondrial de ROS tem especificidade em nivel do tipo celular e
da espécie estudada (Kowaltowski et al. 2009). Como a mitocondria contém um
robusto sistema de antioxidantes que neutralizam ROS (Rabilloud et al. 2001), ela
pode regular os niveis de estado estacionario de ROS, produzindo e consumindo-as
(Munro e Treberg 2017).
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Historicamente os radicais livres e outras espécies reativas foram vistos como
uma ameaca frequente e deletéria aos componentes celulares em sistemas
bioldgicos, sendo produtos de um processo acidental de escape de elétrons ou
produtos indesejados de outras reacfes sem papel fisiolégico. Esta visdo €
parcialmente fundamentada pela associagdo do acumulo de moléculas oxidadas em
diversos quadros patologicos (Hermes-Lima 2004a). Atualmente, espécies reativas
sdo consideradas importantes sinais celulares (Di Meo et al. 2016). O papel
fisiolégico de espécies reativas em processos de transducdo de sinais inclui: a
participacdo em vias de expressdo génica (Kaltschmidt, Sparna, e Kaltschmidt 1999),
ciclo celular (Shackelford, Kaufmann, e Paules 2000), citocinas (T. Finkel 1998),
sinalizacdo da insulina (Mahadev et al. 2001), transporte de ions (Kourie 1998) e
fatores de crescimento (Colavitti et al. 2002), dentre muitas outras (Drége 2002). Um
exemplo classico do papel de ROS em vias de sinalizacdo € o caso da insulina.
Células estimuladas com insulina apresentam um aumento rapido da producéo de
H.O,, que inativa tirosina fosfatases, aumentando o estado de fosforilacdo de
proteinas envolvidas na cascata de sinais da insulina (Mahadev et al. 2001). Outros
processos de relevancia biolégica, como diferenciacdo celular, resposta imune e
autofagia tém a participacdo de ROS de origem mitocondrial (Sena e Chandel 2012).

De maneira geral, a sinalizagdo por ROS se da por duas formas, alteracdes no
estado redox do ambiente intracelular e modificacbes oxidativas de proteinas
(Thannickal e Fanburg 2000). Adicionalmente, eletrofilos reativos produzidos pela
oxidagdo de biomoléculas também disparam sinais celulares (Kansanen, Jyrkkénen,
e Levonen 2012). Um mecanismo de sinalizacéo redox bem descrito é o de oxidagéo
de residuos de cisteina mediado por H,O, (sulfenilacdo) ou *NO (nitrosotiolacéo)
(Cooper et al. 2002). A oxidagdo de residuos de cisteina (Cis-SH) por H,O, da
origem ao acido sulfénico (Cis-SOH) que pode: (i) ser mais oxidado as formas acido
sulfinico (Cys-SO2H) ou sulfénico (Cys-SO3H) geralmente de forma irreversivel ou (ii)
ser revertido pela condensacdo com outro residuo de cisteina dentro da mesma
molécula, de outra proteina vizinha ou do peptideo glutationa (Figura 13) (Toren
Finkel 2012). Tais modificacbes causam alteracbes estruturais em proteinas que
podem alterar suas atividade e interacdo com outras proteinas (van der Vliet e
Janssen-Heininger 2014). Proteinas alvo desse mecanismo de sinaliza¢do incluem
fosfatases e quinases (Rhee et al. 2000; Corcoran e Cotter 2013), que afetam

diversas outras vias, incluindo a regulacdo da atividade de enzimas antioxidantes
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(secao 1.3.6). Adicionalmente, a oxidagao reversivel de residuos de metionina (outro
aminoacido que contém enxofre) faz parte de vias de sinalizagdo celular por ROS (G.
Kim, Weiss, e Levine 2014).

.,

Tiol proteico
Trx l H,0,
) “SOH S
y Ac. sulfénico /;‘,
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%
S-SG Grx K SO,,H

Glutationilacao
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Figura 13. Mecanismos de sinalizacao redox via H,O,. O H,O, oxida grupos
tiol (SH) de residuos de cisteina formando acido sulfénico. O &cido sulfénico
(SOH) pode ser mais oxidado por ROS, formando acido sulfinico (SO,H) e
sulfénico (SOsH). A forma sulfinica, em raros casos, pode ser revertida para
sulfénica pela agdo da enzima sulfiredoxina (Srx). O grupo SOH pode ainda
reagir com um grupo SH da mesma molécula, de outra proteina ou do peptideo
glutationa, reacbes que podem ser revertidas por tioredoxina (Trx) e
glutaredoxina (Grx). Figura elaborada com ilustracbes adaptadas de Servier
Medical Art e fundamentada em Vliet et al. 2014.

Ac. sulfinico/sulfénico

Neste contexto, o H,O, € considerado a principal espécie reativa na
transducéo de sinais celulares (Sies 2017). As caracteristicas que tornam o H,O, um
mensageiro adequado séo: pequeno tamanho, difusibilidade, meia vida relativamente
alta (10°-10* M?* cm™), capacidade de atravessar membranas bioldgicas e,
principalmente, capacidade de oxidar tiois de residuos de cisteina (Halliwell e
Gutteridge 2015; Bogdanova et al. 2016). Além disso, o fato do H,O, ser produzido e

degradado enzimaticamente permite o0 controle de seus niveis no tempo e espaco
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(Forman, Maiorino, e Ursini 2010). O O,*", por outro lado, tem uma meia vida mais
curta (10°M™ s™) e seu efeito em ti6is proteicos é limitado & habilidade de reagir com
centros de ferro-enxofre (Fridovich 1995). A funcdo sinalizadora do radical
superéxido deriva de sua capacidade de formar H,O, (Forman et al. 2010). Ja o
radical hidroxil reage de forma inespecifica com moléculas organicas, com
constantes de reacdo na faixa de 10°-10*° M* s™, de forma que a reacéo depende
apenas da proximidade com outra molécula (Halliwell e Gutteridge 2015). Em outras
palavras, uma vez formado, e.g. pela reducdo univalente do H,O, catalisada pela
oxidacdo de Fe?" a Fe®* (reacéo de Fenton), o *OH reage com a primeira molécula
que encontrar. Ainda assim, os produtos oxidativos da reacdo do °*OH com
biomoléculas pode ter papel sinalizador (Kansanen, Jyrkkanen, e Levonen 2012).

O 6xido nitrico (*NO), formado por enzimas 6xido nitrico sintases, é um radical
livre gasoso com alta capacidade de difusdo em sistemas bioldgicos e age em vias
intra e intercelulares de comunicacg&o. Seu principal mecanismo de acao depende de
sua ligacdo a enzimas guanilato ciclase, que induz a formacéo de cGMP disparando
cascatas de sinalizacdo envolvidas na regulacdo da pressdo arterial, agregacao
plaquetaria e neurotransmissao (Cary et al. 2006). Na mitocdndria, o *NO reage com
os complexos | e IV (Brown 1999). No caso do complexo IV, o *NO liga-se ao sitio de
ligagdo com o oxigénio inibindo reversivelmente a atividade do complexo (Cleeter et

al. 1994), mesmo em baixissimas concentracdes (Brown e Cooper 1994).

1.2.1 Privacéo de Oxigénio e Geracao de Espécies Reativas

De maneira geral, condicBes que favorecem o acumulo de elétrons na CTE
(i.,e. um estado mais reduzido dos componentes da cadeia) induzem uma maior
producdo de ROS. Uma destas condicbes € a privacdo de O,. Entretanto, a
comunidade cientifica mostrou-se resistente em aceitar a ideia de maior producéo de
ROS na falta de O, (Clanton 2005). De fato, 0 aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio na falta de oxigénio € contra intuitivo a primeira vista. Além
disso, relatos iniciais de menor producao de ROS durante a hipoxia (Archer, Nelson,
e Weir 1989; Paky et al. 1993) contribuiram para a tal resisténcia.

Uma das primeiras observagcfes de aumento de ROS na hipoxia foi publicada
em 1996, quando Marshall e colaboradores (1996) demonstraram que células de

artérias pulmonares produzem mais ROS quando expostos a hipdxia. Tal efeito foi
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atribuido inicialmente a atividade de NADPH oxidases (Marshall et al. 1996), hipétese
descartada por estudo subsequente (Archer et al. 1999). Outro estudo pioneiro
mostrou o papel da mitocéndria no aumento da producdo de ROS durante a
exposicao de hepatocitos a hipoxia. Hepatécitos da linhagem Hep3B em cultura a
21% de O,, mantém a producdo de ROS quando expostos a atmosfera de 8%,
entretanto, a geragdo de ROS aumenta em 2, 7 e 12 vezes quando expostos por 2 h
a atmosferas de 5, 3 e 1% respectivamente (Figura 14) (Chandel et al. 1998).
Quando o mesmo tipo celular, porém sem mitocéndrias funcionais, p°-Hep3B foi
exposto ao mesmo tratamento a 1% de O,, a producdo de ROS manteve-se

constante (Chandel et al. 1998).
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Figura 14. Producdo de ROS em células expostas a hipodxia. (A) Producdo de ROS
acumulada aferida pela sonda fluorescente DCF em células hepatécitos mantidos a 21%
expostos a diferentes concentracbes de O, por duas horas (Chandel et al. 1998). A partir de
5% de O, ocorre um aumento linear da quantidade de ROS acumulada em relacdo a
concentracéo de O,. O quadrado verde mostra a resposta de hepatdcitos sem mitocondrias
funcionais (p°) expostos a 1% de O,. (B) Producéo de superéxido em intervalos de 10 min
aferida pela sonda fluorescente DHE em células endoteliais aorticas bovinas mantidas a 7%
de O, expostas a 1% de O, (Hernansanz-Agustin et al. 2014). Os intervalos analisados
foram 0-10, 15-25, 30-40, 45-55 e 60-70 minutos.

Em um estudo seguinte, também foi demonstrado que a producdo de ROS,
agora em mitocondrias isoladas de figado de rato, aumenta em atmosferas entre 5 e
1%, quando comparadas com 21% de O, (Chandel et al. 2000). Tal efeito é abolido
qguando o complexo Il é inibido farmacologicamente (Chandel et al. 2000). Devido ao
criticismo a especificidade de sondas fluorescentes de uso amplo e utilizadas nos
estudos citados anteriormente (Forman et al. 2015), Guzy e colaboradores (2005)
desenvolveram uma sonda redox expressa pela propria célula e com alta

especificidade para H,O,, denominada HSP-FRET. Novamente, os resultados
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mostraram que a hipoxia aumenta a producdo de ROS em células de osteosarcoma
143B, mas ndo no mesmo tipo celular sem mitocondrias funcionais, p®-143B (Guzy et
al. 2005). Além disso, foi demonstrado que a auséncia de um complexo Il
mitocondrial funcional inibe a producdo de ROS em células 143B expostas a hipoxia
(Guzy et al. 2005). Desde entdo, o fendmeno da maior producédo de ROS, aferida por
diversos métodos, em resposta a hipdxia foi registrado usando diferentes tipos
celulares por varios grupos de pesquisa (Waypa, Smith, e Schumacker 2016), em
sua maioria utilizando células em cultura.

Por outro lado, registros de quedas na producdo de ROS durante a hipdxia
também tém sido publicados (Bogdanova et al. 2016). A controvérsia pode ser
causada pela variabilidade de protocolos de exposicédo (tempo e nivel de O;), uso de
tipos celulares distintos e método de deteccédo (Bogdanova et al. 2016). Uma variavel
nem sempre apreciada por estudos com células em cultura € que a concentracéo
fisiologica de O, depende do tipo celular (ver Tabela 2) e € muito menor que a
concentracdo atmosférica (Figura 10). Desta forma, a maioria dos estudos, que
mantém as células a 21% de O, estdo na verdade expondo-as a hiperoxia (lvanovic
2009). Neste cenério, foi mostrado recentemente que a producdo de ROS em células
expostas a hipoxia ocorre quando células mantidas a 7% de O, sdo transferidas para
1 % de O, (Figura 14) (Hernansanz-Agustin et al. 2014). O estudo mostrou que a
hipéxia dispara a producdo de ROS apenas nos primeiros minutos de exposi¢ao
(Hernansanz-Agustin et al. 2014). A medida que a hipoxia progride a producdo de
ROS cai e retorna para os niveis de normoxia (Hernansanz-Agustin et al. 2014). O
mesmo perfil cinético da producdo de ROS foi observado usando-se diferentes
linhagens celulares, diferentes sondas para ROS e diferentes valores de normoxia
pré-hipdxia (Hernansanz-Agustin et al. 2014). Repetindo a estratégia de outros
estudos, foi mostrado que a auséncia de mitocondrias funcionais inibe a
superproducdo de ROS na hipéxia (Hernansanz-Agustin et al. 2014). A
superproducdo aguda de ROS em células expostas a hipodxia restrita aos primeiros
minutos de exposicao pode explicar as observagcbes contrastantes de aumentos e
quedas.

Os resultados citados acima indicam a inducdo de superproducdo de ROS de
origem mitocondrial em células expostas a privacdo de O,. O principal mecanismo
que explica tal fendbmeno é a limitacdo de O, para a reacgéo catalisada pelo complexo

IV, que resulta em acumulo de elétrons na CTE e o transporte reverso de elétrons



36

(RET) (Scialo, Fernandez-Ayala, e Sanz 2017), resultando em maior producdo de
ROS nos complexos | (Hernansanz-Agustin et al. 2017) e Ill (Chandel et al. 2000;
Guzy et al. 2005). O fendbmeno de RET consiste no movimento contrario de elétrons
pela CTE. A primeira evidéncia do fendmeno foi descrita em 1961, quando Chandel e
Hollunger observaram que mitocondrias isoladas eram capazes de produzir NADH a
partir de NAD" na presenca de succinato (substrato do complexo 1) (Chance e
Hollunger 1961). Inicialmente o RET foi considerado como um artefato experimental
de mitocondrias isoladas, entretanto, ha diversas evidéncias de sua ocorréncia in
vivo (Scialo, Fernandez-Ayala, e Sanz 2017). O movimento reverso de elétrons
ocorre quando o conteudo de ubiquinona da cadeia est4d majoritariamente reduzido
por elétrons provenientes do complexo Il (Chouchani et al. 2014). Tal movimento
esta associado a alta producao de ROS pelo complexo | (Chouchani et al. 2014).

Outros mecanismos com menor contribuicdo foram propostos, incluindo a
possivel ocorréncia de alteragdes conformacionais do complexo Ill que favoreceriam
a producédo de superoxido (Guzy et al. 2005) e a reducao do contetdo de citocromo ¢
oxidado (Hsia et al. 2013), que é capaz de reagir com radicais superoxido (Skulachev
1998). Adicionalmente, mesmo em hipdxia a producdo de *NO, ainda que reduzida,
contribui para o favorecimento de um estado reduzido dos componentes anteriores
ao complexo IV CTE ao inibir a atividade do complexo IV (Turrens 2003). Outro fator
que favorece a producdo de ROS na hipdxia é a distribuicdo do O, em meios
hidrofilicos e hidrofébicos. A solubilidade do O, é maior em solvente apolares
(Snedden, LeDez, e Manson 1996), apresentando concentracdes de 6,5 uM e 1,3 uM
em solvente aquosos e lipidicos, respectivamente, ambos expostos a presséo parcial
de 0 O, a 1 mmHg (Clanton 2007).

Portanto, ROS de origem mitocondrial (¢ de outras fontes) devem ser
consideradas elementos fundamentais de comunicacdo celular e ndo apenas um
efeito colateral da respiracdo aerébia (Fuhrmann e Brine 2017). Diversas
observacdes apontam para um aumento da producao de radicais livres durante a
restricio de O,, que funcionam como sinais celulares disparando respostas
compensatorias. O estado estacionario de ROS disponivel para transduzir sinais
depende de vias de producdo e consumo, esta Ultima realizada por sistemas

antioxidantes.
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1.3 Sistemas Antioxidantes

A elevacdo dos niveis de O, na atmosfera primitiva representou um importante
desafio evolutivo para o surgimento de mecanismos de controle das espécies
reativas derivadas de O,. Este controle é feito por uma rede de sistemas
antioxidantes que agem minimizando os niveis de ROS, mas nao os eliminando
completamente. Tal regulagdo permite que espécies reativas desempenhem suas
funcbes fisioldgicas. Os mecanismos de controle incluem componentes enzimaticos
e nado enzimaticos (Figura 15) que atuam em conjunto para manutencdo da
homeostase redox, que € caracterizada por condi¢cdes constitutivamente redutoras
(Jones 2006). Além dos sistemas antioxidantes, os tidis proteicos representam uma
importante fonte de grupos —SH capaz de resistir a perturbacdes do ambiente redox.
Os estados de oxidacao de tais proteinas, assim como o ambiente redox celular, sdo
mantidos por dois sistemas principais, um dependente de glutationa e outro

dependente de tioredoxina (Bachi, Dalle-Donne, e Scaloni 2013).
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Figura 15. Panorama geral dos principais sistemas antioxidantes. O radical superoxido
gerado pelas mitocondrias € dismutado a H,O, pela agdo de superédxido dismutases (SOD).
O H,0, é decomposto pela acdo da catalase (CAT), de glutationa peroxidases (GPX) e de
peroxiredoxinas (Prx). Os dois ultimos grupos de enzimas reduzem o peroxido ao oxidar
outro substrato, glutationa (GSH) e tioredoxina (Trx.q). Os substratos oxidados, glutationa
(GSSGQG) e tioredoxina (Trxex), Sao reciclados por enzimas especificas, glutationa redutase
(GR) e tioredoxina redutase (TrxR), que utilizam potencial redutor na forma de NADPH para
tal. O superéxido ainda € capaz de perturbar centros ferro-enxofre ([Fe-S]) de proteinas (e.g.
aconitase) liberando ions ferrosos (Fe”). Na presenca de metais de transicdo (e.g. Fe*) o
H,O, é reduzido dando origem ao radical hidroxil altamente reativo (Reag&o de Fenton).
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1.3.1 Superoxido Dismutases

O radical superéxido é a espécie reativa parental produzida em sistemas
biolégicos. Ele forma o perdxido de hidrogénio ao sofrer dismutacdo espontanea ou
catalisada pelas enzimas superéxido dismutase (SODs). Por isso, as SODs séo
consideradas a linha de frente do sistema antioxidante. Dismutacdo é um tipo de
reacdo redox em que o reagente sofre tanto reducdo quanto oxidacao originando
dois produtos diferentes (Halliwell e Gutteridge 2015). Neste caso, duas moléculas

reagem e uma delas € oxidada a O,, enquanto a outra é reduzida a H,O.:

05+ 05+ 2H* - H,0,+ 0,

O mecanismo de agdo das SODs envolve a reducao inicial e posterior
oxidacdo de metais de transicdo presentes no sitio ativo da enzima (Hermes-Lima
2004b). Em mamiferos, sdo encontradas trés tipos de SODs em diferentes
compartimentos (Fukai e Ushio-Fukai 2011). A SOD1 (CuzZnSOD) € um homodimero
contendo ions cobre e zinco em sua estrutura encontrada no citosol e no espaco
intermembranas mitocondrial (Hermes-Lima 2004b). A SOD2 (MnSOD) é um
homotetramero contendo ion manganés em sua estrutura encontrada na matriz
mitocondrial para onde é direcionada apos sua sintese no citosol (Fukai e Ushio-
Fukai 2011). Em mamiferos, a atividade de MnSOD corresponde a 1-10% da
atividade total de SOD (Hermes-Lima 2004b). A SOD3 (ecSOD) € uma glicoproteina
tetramérica contendo ions cobre e zinco encontrada no ambiente extracelular,
especialmente na matriz extracelular e na superficie celular (Fukai e Ushio-Fukai
2011). O H,0; resultante da dismutacédo do radical superdxido € removido por dois

tipos de enzimas catalases e peroxidases.

1.3.2 Catalase

A catalase age na decomposicdo de duas moléculas de perdxido de

hidrogénio, formando duas moléculas de agua e uma de oxigénio molecular:

2H,0, — 2H,0 + 0,
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Em mamiferos a catalase € uma proteina homotetramérica contendo um
grupo heme e uma molécula de NADPH por subunidade (Hermes-Lima 2004b). O
mecanismo de acdo da catalase envolve a reacdo entre o Fe** (ligado ao grupo
heme da enzima) e uma molécula de H,0O,, formando um intermediario contendo ion
ferro de alta valéncia, denominado composto | (Alfonso-Prieto et al. 2009). Uma vez
formado, o composto | reage com outra molécula de H,O,, produzindo agua e O
(Alfonso-Prieto et al. 2009).

Catalase(Fe3*) + H,0, — Composto I(Fe**) + H,0
Composto [(Fe**) + H,0, - Catalase(Fe3*) + H,0 + 0,

A catalase é encontrada principalmente nos peroxissomos (Hermes-Lima
2004b), além de estar presente em mitocondrias cardiacas (Radi et al. 1991) e
hepaticas (Salvi et al. 2007).

1.3.3 Glutationa

A glutationa € um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) presente em
concentra¢gfes na faixa milimolar em eucariotos (1-10 mM), onde é o tiol de baixo
peso molecular mais abundante (Bachhawat et al. 2013). A maior parte do contetdo
celular de GSH esta no compartimento citosélico (80-85%), seguido da matriz
mitocondrial (10-15%) e em menor abundéncia no nucleo e no reticulo
endoplasmatico (Meredith e Reed 1982; Hwang, Sinskey, e Lodish 1992; Garcia-
Giménez et al. 2013). A GSH tem papel fundamental no controle dos niveis de ROS
e metabolismo de moléculas eletrofilas (e.g. xenobidticos e seus metabdlitos),
funcdes que dependem de reacdes redox do grupo tiol (-SH) de seu residuo de
cisteina (Ribas, Garcia-Ruiz, e Fernandez-Checa 2014). A glutationa € capaz de
reagir diretamente com ROS, entretanto, sua principal carateristica € neutralizar ROS
e moléculas eletréfilas (e.g. tidis oxidados) indiretamente via reacdes enzimaticas.
Duas reacOes dependentes de ATP produzem GSH a partir dos aminoacidos
precursores (acido glutamico, cisteina e glicina) no citosol de células animais
(Garcia-Giménez et al. 2013). A primeira reacdo, ligacdo entre acido glutamico e
cisteina, é a etapa limitante da sintese de GSH catalisada pela y-glutamil-cisteina

ligase (GCL), enzima composta por uma subunidade catalitica (GCLc) e outra
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reguladora (GCLm) (Yan e Meister 1990; Huang et al. 1993). O dipeptideo produzido
pela GCL, y-glutamil-cisteina, € o substrato da segunda etapa da sintese de GSH
catalisada pela enzima glutationa sintase (GS), responsavel pela ligacdo covalente
da glicina ao dipeptideo (Lu 2013).

A glutationa é encontrada em sua forma reduzida (GSH) e em formas
oxidadas, por exemplo, dissulfeto (GSSG), formada por duas moléculas de
glutationa, e dissulfeto misto ligada a outros tiois celulares (RS-SG). A formacéo de
dissulfetos mistos com proteinas (Pr-S-SG) configura uma mudanca pos-traducional
chamada de glutationilacdo que alteracdo estrutura e funcéo de diversas proteinas
(Dalle-Donne et al. 2009). Outro produto de oxidacdo da GSH é a nitrosoglutationa
(GSNO) formada pela reacdo com espécies reativas de nitrogénio derivadas do *NO
(Broniowska, Diers, e Hogg 2013). Os niveis de GSH e outros estados de oxidacao
da glutationa tém papel fundamental em vias de sinalizagcdo redox ao modular o
estado de oxidacdo de residuos de cisteina em proteinas, regulando processos
criticos, tais como proliferacdo (Shaw e Chou 1986), ciclo celular (Messina e
Lawrence 1989; Poot et al. 1995) e morte celular (Garcia-Ruiz e Fernandez-Checa
2006). Devido as elevadas concentracdes em sistemas biologicos, o par redox da
glutationa age como um tampao redox. A razdo entre as formas dissulfeto e reduzida
(GSSG/GSH) indica o estado redox celular (Schafer e Buettner 2001). Entretanto, a
capacidade de tamponamento da glutationa depende essencialmente da atividade
das enzimas que catalisam a transferéncia de elétrons entre glutationa e outras
moléculas (Berndt, Lillig, e Flohé 2014).

As enzimas que catalisam as reacfes de troca de elétrons entre glutationa e
diferentes alvos sdo glutaredoxinas (Grx), glutationa redutase (GR), glutationa
peroxidases (GPX) e glutationa transferases (GST). As glutaredoxinas (Grx), também
denominadas de tioltransferases, formam uma familia de polipeptidios (10-16 kDa)
responsaveis por catalisar a reducao de ligacdes dissulfeto intramoleculares ou entre
proteinas e glutationa, reacdo chamada de deglutationilagdo, em duas etapas (Allen
e Mieyal 2012). Na primeira etapa, a Grx ataca a ligacdo dissulfeto da proteina
formando uma ligacéo dissulfeto nova entre Grx e a glutationa, produzindo a proteina
com seu tiol reduzido. Na segunda etapa, outra molécula de GSH ataca a ligacao
dissulfeto entre Grx e glutationa, produzindo Grx em seu estado reduzido e GSSG
(Allen e Mieyal 2012). A reducgéao de GSSG, proveniente da acao de Grx ou de outras

vias, a GSH é catalisada pela flavoenzima GR, um homodimero contendo um grupo
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FAD como cofator redox em cada unidade, em uma reagdo que consome potencial
redutor na forma NADPH (Deponte 2013). A atividade de GR é responséavel por
manter a glutationa em seu estado reduzido, disponivel como substrato para as

enzimas a segquir.

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Apesar de termodinamicamente favoraveis, muitas reacdes entre GSH e
moléculas oxidantes tem velocidade muito reduzida (Flohé 2013), de forma que
grande parte da funcao antioxidante da GSH depende da acédo de enzimas glutationa
peroxidases (GPXs). As GPX s&o peroxidases encontradas no citosol, mitocondria e
espaco extracelular, onde reduzem hidroperéxidos lipidicos (LOOH) ou H,O, aos
seus alcoois correspondentes (LOH) ou agua respectivamente (Halliwell e Gutteridge
2015). Para tanto, as GPX utilizam a GSH como equivalente redutor, produzindo
GSSG, reduzida pela atividade de GR.

H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0
LOOH + 2GSH - GSSG + H,0 + ROH

As GPX podem ser separadas em dois grandes grupos: um contendo
selenocisteina no sitio ativo e outro grupo contendo cisteina no sitio ativo (Brigelius-
Flohé e Maiorino 2013). Em vertebrados, existem oito tipos de GPX, com atividade
sobre diferentes substratos, incluindo H,O,, hidroperéxidos de acidos graxos,
hidroperoxidos de fosfolipideos e hidroperoxidos sintéticos (Brigelius-Flohé e
Maiorino 2013).

As enzimas glutationa transferases (GSTs) formam uma superfamilia de
enzimas que catalisam o ataque nucleofiico da GSH a atomos de carbono,

nitrogénio ou enxofre de compostos eletrofilicos (Hayes, Flanagan, e Jowsey 2005).
RX + GSH - RSG + HX
As GSTs sao encontradas em diferentes compartimentos celulares, incluindo

citosol e mitocondria, onde participam de reacdes de conjugacdo de GSH com uma
ampla variedade de substratos (Board e Menon 2013). Os principais substratos da
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GST séo xenobioticos eletrofilicos e produtos da oxidacéo de lipideos (e.g. aldeidos),
tornando-os, geralmente, menos reativos (Halliwell e Gutteridge 2015).

1.3.4 Tioredoxina

As tioredoxinas (Trxs) sdo polipeptideos com massa aproximada de 12kDa
contendo dois grupos —-SH, em seu estado reduzido, com atividade redox
fundamentais para sua funcéo fisiolégica (Halliwell e Gutteridge 2015). Estes
peptideos exercem sua atividade bioldégica ao passar por oxidacdo/reducao
reversivel de seus residuos de cisteina do sitio catalitico (Mustacich e Powis 2000).
As Trxs participam de reacfes redox com diversas proteinas, reduzindo ligacdes
dissulfeto.

Trxreay — (SH), + Proteina — S, — Trx o) — S, + Proteina — (SH),

O mecanismo de acao das Trxs envolve a formacdo de uma ligacao dissulfeto
mista entre Trx e a proteina alvo, que é posteriormente desfeita, produzindo Trx em
sua forma oxidada e a proteina em sua forma reduzida. Por este mecanismo, as Trx
fornecem potencial redutor para diferentes redutases e peroxiredoxinas, além de
participar de diferentes vias rea¢des de troca tiol-dissulfeto (Arnér e Holmgren 2000).
A Trx reduz dissulfetos proteicos algumas ordens de magnitude mais rapido que
GSH (Arnér e Holmgren 2000). A Trxx € reduzida pela a¢éo da enzima tioredoxina
redutase (TrxR). As TrxR séo flavoproteinas da familia piridina das nucleotideo-
dissulfeto oxidoredutases, da qual a GR também faz parte (Mustacich e Powis 2000).
De forma similar & GR, a TrxR utiliza equivalente redutores do NADPH para reduzir

Trx(ox) a Trx(red).

TrX(ox) — Sz + NADPH + H" — Trx(eq) — (SH), + NADP*

As peroxiredoxinas (Prxs) formam uma familia de pequenas (22-27 kDa)
proteinas independentes de selénio responsaveis por catalisar a degradacao de
H.O,, hidroperoxidos organicos e peroxinitrito (Rhee, Chae, e Kim 2005). Um
caracteristica das Prxs € a elevada velocidade de reducéo de peroxidos na faixa de
10°-10® M s (Poole, Hall, e Nelson 2011). O modo de acéo das Prxs envolve a
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oxidacdo de seu residuo de cisteina peroxidatico (Cp-SH) por H,O, (ou outro
peroxido), produzindo um residuo de cisteina-acido sulfénico (Cp-SOH) (Neumann,
Cao, e Manevich 2009). Este Cp-SOH é entéo reduzido por outro residuo de cisteina
da Prx, formando uma ligacédo dissulfeto intramolecular (Neumann, Cao, e Manevich
2009). Tal ligacao é reduzida por Trx, regenerando a Prx para sua forma ativa.

O sistema da glutationa difere deste da Trx pelo fato da GR ter atividade
limitada sobre GSSG, enquanto a TrxR pode agir sobre outros substratos dissulfetos.
Além disso, enquanto a GSH é encontrada em concentracdes milimolares, a Trx esta
presente em concentragdes micromolares (Mustacich e Powis 2000). Por outro lado,
0s sistemas apresentam algumas semelhancgas, tais como: participagdo de uma
enzima da familia piridina nucleotideo-dissulfeto oxidoredutase (TrxR e GR);
participacdo de um polipeptideo com atividade redox (Trx e Grx); fornecer poder
redutor para peroxidases (Prx e GPX); capacidade de participar de reacdes de troca
de tiol-dissulfeto; e dependéncia de potencial redutor na forma de NADPH.

1.3.5 NADPH e Sistemas Antioxidantes

A manutencdo de tioredoxina e glutationa, principais responsaveis pela
regulacdo do ambiente redox celular, em seus estados reduzidos depende de
equivalentes redutores na forma de NADPH. O NADPH, que abastece o sistema
antioxidante e vias de biossintese em células aerdbicas, é proveniente de quatro
reacoes catalisadas pelas enzimas glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH,
citosdlica), 6-fosfogliconato desidrogenase (PGD, citosdlica), enzima malica (ME,
citosolica e mitocondrial) e NADP*-isocitrato desidrogenase (IDH, citosdlica e
mitocondrial) (Stanton 2012). Dentre estas, a G6PDH ocupa posicdo de destaque,
uma vez que a supressao de sua atividade resulta em maior sensibilidade ao
estresse oxidativo (Pandolfi et al. 1995), evidenciando a incapacidade de outras vias
em manter o suprimento de NADPH. Na mitocondria, moléculas de NADP* podem
ser reduzidas por NADH, produzindo NAD* e NADPH pela enzima nicotinamida
nucleotideo transhidrogenase (NNT) localizada na membrana mitocondrial interna
(Blacker e Duchen 2016). Desta forma, o potencial redutor na forma de NADH
proveniente do ciclo do &cido citrico pode ser utilizado na CTE, onde ROS séao
formados, ou convertido em NADPH, abastecendo o sistema antioxidante

mitocondrial. O knockdown da expressao de NNT em neurdnios de ratos resulta em
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maior razio NADP'/NADPH, menor capacidade de decompor H,O,, e maior
contetdo de glutationa dissulfeto (Lopert e Patel 2014). Interessantemente, apesar
de sistemas antioxidantes dependerem de NADPH, enzimas que produzem espécies
reativas, tais como: Oxido nitrico sintases, NADPH oxidases e citocromo p450

também utilizam NADPH como substrato (Stanton 2012).

1.3.6 Mudancas Pds-traducionais

O sistema antioxidante e vias de sinalizacdo redox podem modular e serem
moduladas por mudancas pos-traducionais de suas enzimas, que pode alterar suas
propriedades cinéticas e as intera¢cdes com outras proteinas. As atividades de muitas
quinases e fosfatases sédo reguladas pelo ambiente redox (Rhee et al. 2000). Por
exemplo, espécies reativas podem induzir os trés grupos de proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPK), incluindo quinases p38, quinases reguladas por
sinais extracelulares (ERK) e quinases c-Jun N-terminal quinases (Halliwell e
Gutteridge 2015). Por outro lado, a exposicdo de fosfatases de tirosina a condi¢des
oxidantes causa reducdo de suas atividades como resultado da oxidacdo de um
residuo de cisteina conservado fundamental para a atividade enzimética (Denu e
Tanner 1998). O estado de fosforilagcdo de enzimas que metabolizam H,0O,, catalase,
GPX e Prx, afeta suas atividades (Rhee et al. 2005). Por exemplo, a exposi¢céo
células a H,O, promove a interacdo entre GPX e as tirosina quinases c-Abl e Arg,
resultando na fosforilacdo e maior atividade de GPX (Cao et al. 2003). O mesmo
fenbmeno € observado para a catalase, que é ativada pela fosforilacdo via c-Abl e
Arg quinases em resposta a tratamento com H,O, (Cao, Leng, e Kufe 2003). Além
das enzimas que agem sobre H,O,, a atividade de MnSOD também é regulada por
fosforilagdo. Por exemplo, a exposi¢cdo células de mamiferos a radiacdo causa
translocacdo da proteina quinase Cdkl para a mitocondria, onde ela fosforila a
MnSOD tornando-a mais ativa (Candas et al. 2013). Proteinas antioxidantes ainda
podem ter suas atividade reguladas ao serem alvos de outras mudancas pos-

traducionais, como no caso da acetilagcéo (S. C. Kim et al. 2006; Qiu et al. 2010).

1.3.7 Controle Transcricional

Ha uma ampla lista de fatores de transcricdo que respondem a desequilibrios

redox e estresse oxidativo regulando a expressdo de componentes dos sistemas
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antioxidantes. Por exemplo, em mamiferos, as atividades dos fatores de transcricao
AP-1, Nrf2, p53, NOTCH, NF-kB, SP1, HIF-1, SREBP-1 e HSF1 sao reguladas pelos
niveis de H,O, (Marinho et al. 2014). Outros fatores de transcri¢éo, tais como o PGC-
la (Valle et al. 2005) e FoxOs (Klotz et al. 2015), controlam a expressdo de
antioxidantes.

Os fatores de transcricdo da familia forkhead box classe O (FoxOs), FoxO1,
FoxO3, FoxO4 e FoxO6, regulam a expressdo de proteinas envolvidas em diversos
processos celulares importantes, incluindo ciclo celular, reparo de DNA, sistemas
antioxidantes, apoptose e autofagia (Calnan e Brunet 2008). Assim como no caso de
outros fatores de transcricdo, a atividade de FoxOs sobre a expressdo de genes
depende da sua presenca no ndcleo, que é controlada por diferentes mudancas pos-
traducionais (van der Horst e Burgering 2007). FoxOs podem sofrer fosforilacéo,
acetilagcdo e monoubiquitinacdo em multiplos sitios da proteina (de Keizer, Burgering,
e Dansen 2011). O mecanismo mais conhecido de controle da localizagao subcelular
de FoxOs é a fosforilacdo pela via PI3K/Akt. A fosforilacdo de residuos especificos
em proteinas FoxOs por esta via cria sitios de interagcdo com a proteina chaperona
14-3-3. A ligacdo desta chaperona com FoxOs favorece a exportacdo de FoxOs do
ndcleo e previne a importacdo de FoxOS para o nucleo (Calnan e Brunet 2008). A
fosforilacdo ainda causa interferéncia na sequéncia peptideo sinal de localizacéo
nuclear, inibindo a translocacédo de FoxO1 para o nucleo (Rena et al. 2001). Ja a via
de ativacdo de FoxOs por desequilibrio redox, apesar de envolver eventos de
fosforilacdo, € muito mais complexa e ocorre por mudancas pés-traducionais em
sitios diferentes daqueles da via PI3K/Akt, envolvendo a participacdo, por exemplo,
das proteinas quinases MAPKs, JNK e ERK (de Keizer, Burgering, e Dansen 2011).
Enquanto, a via PI3K/Akt inibe a translocacdo de FoxOs para o nucleo, as vias por
desequilibrio redox podem ativar ou inibir a atividade desses fatores, além de
potencialmente direcionar alvos transcricionais (de Keizer, Burgering, e Dansen
2011). Catalase, MnSOD, CuZnSOD, peroxiredoxinas, GPX1, GST, Trx2
(mitocondrial) e TrxR2 (mitocondrial) séo antioxidantes enddgenos cujas transcricdes
sao reguladas por FoxOs (Klotz et al. 2015).

O fator nuclear (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) é considerado o principal
fator de transcricdo no controle da expressdo de antioxidantes, influenciando a
transcricdo dos principais componentes descritos nesta secédo 1.3 e afetando desde

a sintese de glutationa até o provimento de NADPH. Os alvos do Nrf2 tém em
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comum o elemento de resposta antioxidante (ARE), caracterizado pela sequéncia
TGA***GC, em regido upstream de seus genes (Wasserman e Fahl 1997). Apesar
do Nrf2 ser constitutivamente expresso, ele tem uma meia-vida curta (<10 min)
(McMahon et al. 2004) em condic0es fisioldgicas devido a constante degradacéo via
ubiquitinacao-proteassoma (Suzuki e Yamamoto 2015). A ubiquitinacdo do Nrf2 é
favorecida pela formacdo de um complexo com a proteina Keapl, um homodimero
ancorado a actina e com alguns residuos de cisteina expostos (Kang et al. 2004). A
Keapl no complexo Nrf2:Keapl, além de manter o Nrf2 no citosol, atua como
substrato adaptador para a ubiquitina ligase Cullin 3, que catalisa a ubiquitinagéo do
Nrf2 direcionando-o para a degradagdo no proteasoma (Niture, Khatri, e Jaiswal
2014). Os residuos de cisteina da Keapl atuam como sensores redox, que podem
ser oxidados por ROS ou moléculas eletrofilas (Figura 16). A oxidacdo de tidis
especificos na molécula da Keapl (especialmente Cisl51) resulta em alteracbes
conformacionais que impedem a formacgao do complexo Nrf2:Keapl, evitando sua
degradacdo (Niture, Khatri, e Jaiswal 2014). Desta forma, a translocacdo do Nrf2
para o nucleo € permitida, onde ele forma heterodimeros com pequenas proteinas da
familia Maf. O complexo Nrf2:Maf liga-se a regides regulatérias ARE promovendo a
transcricdo de genes downstream das regibes (Espinosa-Diez et al. 2015). A
expressdo das proteinas da rede de sistemas antioxidantes GCLc, GCLm, GR,
GSTs, GPX2, Trx, TrxR, além de proteinas envolvidas na producdo de NADPH
(G6PDH, PGD, ME e IDH) e no controle da disponibilidade de ferro (Ferritina) é
controlada pela atividade de Nrf2 (Gorrini, Harris, e Mak 2013).
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Oxidantes
Eletréfilos

Proteasoma

Figura 16. A via Nrf2-Keapl. A estabilidade do Nrf2 é controlada pela proteina Keapl. Em
condigbes constitutivas, o Nrf2 é mantido no citosol pela interacdo com o homodimero
Keapl, que encontrasse associado a filamentos de actina. Keapl, por ser um substrato
adaptador do complexo ubiquitina ligase Cul3, favorece a ubiquitinagcdo e consequente
degradacgédo via proteasoma do Nrf2. Portanto, no estado basal o Nrf2 & constantemente
degradado como consequéncia da interacdo com Keapl. Moléculas oxidantes (e.g. ROS) e
eletréfilas (e.g. produtos de peroxidacao lipidica) oxidam residuos de cisteina da Keapl,
resultando em alteragbes conformacionais e na liberacdo do Nfr2. Uma vez livre, o Nrf2 é
translocado para o nucleo onde forma heterodimeros com pequenas proteinas Maf (sMaf).
Este heterodimero liga-se ao elemento de resposta antioxidante (ARE), favorecendo a
expressao de uma série de genes antioxidantes. Figura baseada em Espinosa-Diez et al.
(2015) e elaborada com ilustracdes adaptadas de Servier Medical Art.

O fator de transcricdo induzido por hipdéxia (HIF-1) consiste de um
heterodimero formado por subunidades HIF-1a e HIF-13 (Semenza 2007). Ambas as
unidades sdo expressas constitutivamente, porém, a subunidade alfa é
continuamente degradada em condicbes de normoxia (Semenza 2007). A
degradacgéo do HIF-1a é iniciada pela hidroxilagdo de residuos de prolina catalisada
por enzimas da familia prolil hidroxilase (PHDs) (Semenza 2007). A atividade de
PHD depende dos substratos 2-oxoglutarato e O,. Outra via de hidroxilacdo do HIF-
1a envolve do fator inibidor do HIF (FIH) que também hidroxila a subunidade alfa,
mas em residuos de asparagina (Lando et al. 2002). Uma vez hidroxilado o HIF-1a
interage com a proteina von Hippel Lindau (VHL), que funciona como um sinal para a

ubiquitinacdo da proteina, marcando-a para a degradacado via proteasoma. Quando
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0s niveis de O, caem, a via de degradacao da subunidade alfa é inibida, seus niveis
aumentam e ocorre a formacédo do dimero entre HIF-1a e HIF-1B3. A hipdxia inibe a
atividade das hidroxilases ndo so6 pela auséncia de substrato (O,), mas também pela
acdo de ROS produzidos em resposta a hipéxia (Chandel et al. 2000). O dimero
formado recruta a proteina p300 formando um complexo que se liga a elementos de
resposta a hipoxia (HREs; A/IGCGTG) promovendo a expressao de varios genes em
resposta a hipoxia (Wenger e Gassmann 1997). Dentre 0os genes ativados estao
enzimas glicoliticas (Semenza 2012), e a enzima antioxidante GPX (Bierl et al.
2004). Um efeito antioxidante indireto do HIF é a inducdo de mitofagia ao ativar a
transcricdo das proteinas BNIP3 and BNIP3L (Semenza 2012), responsaveis pela
promocao de autofagia mitocondrial (Ney 2015).

Os fatores nucleares kappa B (NF-kB) sdao uma familia de complexos
proteicos sensiveis a perturbacfes redox caracterizados pela formacdo de homo e
heterodimeros a partir de cinco proteinas diferentes: RelA, RelB, c-Rel, p50/p105 e
p52/p100 (Hayden 2004). A atividade de NF-kB é regulada principalmente pela
interacdo com proteinas inibitorias IkB. Tais proteinas inibitérias contém sequéncias
que inibem interagbes com DNA e sinalizam exportagdo do nucleo (Morgan e Liu
2011). Proteinas NF-kB encontram-se em complexos citoplasméticos inativos com
proteinas IkB em condi¢cbes basais/fisiologicas. Em resposta a uma variedade de
estimulos (e.g. citocinas), as IkB podem ser fosforiladas pelo complexo IkB quinase
(IKK), resultando em ubiquitinacdo e degradacdo proteasomal das mesmas. Na
auséncia da formacdo de complexos com proteinas inibitorias, dimeros NF-kB sdo
translocados ao ndcleo onde promovem a transcricdo de genes contendo a
sequéncia consenso GGGR**YYCC (R=purina, Y=pirimidina) em regidées upstream
(Ghosh, May, e Kopp 1998). Espécies reativas sdo capazes de induzir a atividade de
NF-kB, apesar da incerteza quanto ao mecanismo. Os mecanismos candidatos
envolvem a modulacao de vias de fosforilacdo por ROS (Siomek 2012). Por exempilo,
proteinas quinases que fosforilam e ativam IKK tém suas atividades reguladas por
H,O, (Oliveira-Marques et al. 2009). A atividade de NF-kB promove a transcri¢ao dos
antioxidantes MnSOD, CuZnSOD, catalase, Trx, GPX e GST (Morgan e Liu 2011).
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1.3.8 MicroRNAs

MicroRNAs representam uma outra camada de controle da expressao de
componentes do sistema antioxidante. Esta familia de pequenos RNAs (21-25
nucleotideos) altamente conservados regula negativamente a expressdo de genes
ao interagir com sequéncias complementares de mRNA, inibindo a traducdo (He e
Hannon 2004). Recentemente, um grupo de microRNAs sensiveis a alteracfes redox
foi identificado e denominado ‘redoxmiRs’ (Cheng, Ku, e Siow 2013). Os redoxmiRs
tem como alvo principal vias dependentes de Nrf2, resultando em, por exemplo,
menores expressdes de GR e GCL (Cheng, Ku, e Siow 2013).

Em resumo, células aerébias contam com uma rede intrincada de
antioxidantes para controlar os niveis de espécies reativas produzidas
continuamente. Os diferentes sistemas antioxidantes tém suas especificidades, mas
cooperam entre si, havendo muitas vezes o cruzamento de vias. A oferta de NADPH
tem papel fundamental para abastecer sistemas antioxidantes de equivalentes
redutores mantendo-os em funcionamento. Na ocasido de um desafio oxidativo, a
perturbacdo do ambiente redox celular dispara respostas compensatdrias do sistema
antioxidante por diversos mecanismos, incluindo mudancas pés-traducionais e

inducao de transcricdo sobre alvos especificos.

1.4 Danos Oxidativos e Sistemas de Reparo

As ROS que excedem a capacidade de controle dos sistemas antioxidantes
oxidam biomoléculas, podendo causar a perda de funcédo e a formacédo de produtos
reativos. Acidos nucleicos, lipideos e proteinas sdo alvos de oxidacdo por espécies
reativas, produzindo um conjunto de produtos de oxidacdo que podem ser
mensurados experimentalmente a fim de aferir o grau de dano oxidativo (Tabela 4).
A oxidacdo de biomoléculas mediada por ROS ocorre mesmo em condi¢cdes
fisiolégicas na auséncia de estresse, de forma que sdo observados niveis
constitutivos de produtos de oxidacdo, denominados marcadores de dano oxidativo.
Os niveis de marcadores de dano oxidativo acumulam em situacoes de estresse

oxidativo.
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Tabela 4. Biomoléculas e produtos de oxidacdo por espécies reativas comumente
aferidos como marcadores de estresse oxidativo (Niki e Yoshida 2011).

Lipideos Proteinas DNA

TBARS Proteinas carboniladas Ensaio do cometa (quebra de fita)
Dienos conjugados Hidroperoxidos proteicos Timina glicol

Hidroperoxidos lipidicos  Dissulfetos 5-hidroxiuracila

Aldeidos Acidos sulfénicos 2,8-di-hidroxiadenina

Cetonas Acidos sulfinicos 8-oxoguanina

Isoprostanos Acidos sulfénicos

Neuroprostanos Nitrotirosina

Isofuranos Proteinas modificadas por aldeidos

Neurofuranos

A reacdo de espécies reativas com o DNA da origem ha diversos produtos de
oxidacao (Dizdaroglu et al. 2002). Dentre as bases nitrogenadas que compde o DNA,
a guanina é especialmente vulneravel a acdo de ROS devido ao seu baixo potencial
de oxidacdo (Steenken e Jovanovic 1997). Por isso, o produto da oxidacdo de
guanina, 8-oxoguanina (8-o0xoG), é relativamente abundante e tem sido comumente
medido como indicador de dano oxidativo ao DNA (David, O’Shea, e Kundu 2007). A
presenca de 8-0xoG pode resultar na incorporacao de adenina na fita complementar,
ao invés de citosina, com efeito potencialmente deletério (David, O’Shea, e Kundu
2007). O alto potencial mutagénico da formacdo de 8-oxoG é minimizado por
sistemas de reparo via dois mecanismos: excisao de bases (na fita de DNA) e
hidrélise (dos nucleosideos trifosfato). A hidrélise de 8-oxo-dGTP é catalisada pela
enzima MTH1, evitando a incorporacao do nucleosideo danificado a fitas de DNA ou
RNA nascentes (Leon et al. 2016). J& a excisdo de 8-0xoG de fitas ja sintetizadas é
realizada pela 8-oxoguanine glycosilase (OGG) (Faucher, Doubli€, e Jia 2012).

Acidos graxos polinsaturados (PUFAS) sdo os principais componentes de
membranas bioldgicas. A presenca de multiplas insaturagdes torna-os vulneraveis ao
ataque de espécies reativas, dando inicio ao processo de peroxidacdo lipidica
(Halliwell e Gutteridge 2015). A peroxidacao lipidica é o processo de degradacéo de
lipideos poliinsaturados em uma reacdo em cadeia que ocorre em trés etapas:
iniciacdo, propagacao e terminacdo (descritas abaixo com base em Hermes-Lima
2004b; Halliwell e Gutteridge 2015). Danos oxidativos a PUFAs alteram a fluidez de
membranas, afetando suas funcdes fisioldgicas. A fase de iniciagdo é caracterizada
pela abstracdo de um hidrogénio de um grupo metileno (—CH,—) de um lipideo (LH)
por uma espécie reativa (R*) produzindo radical livre de carbono no lipideo (L*). Uma
vez formado, o radical livre de carbono é estabilizado pelo rearranjo de duplas

ligacbes formando dienos conjugados (=CH-CH=), entretanto o radical livre
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permanece (L*). Em condicGes aerdbicas, o radical de carbono reage com o Oy,
produzindo o radical peroxil (LOO®).

LH+R* > L* + RH
L*+0, - LOO®

O radical LOO®, por sua vez, pode abstrair um H de um acido graxo préximo,
formando um novo radical lipidico de carbono (L*), propagando a reacdo em cadeia.
Desta forma, o efeito da primeira reacdo de abstracdo na fase de iniciacdo €
amplificado. A abstracdo do H por LOO® resulta na formacdo de hidroperdxidos
lipidicos (LOOH).

LOO®* +LH - LOOH + L*

Os hidroperoxidos lipidicos ainda podem reagir com ions metalicos,
produzindo os radicais peroxil (LOO®) e alcoxil (LO®), que sustentam a propagacéo
da peroxidacdo. A terminacdo do processo de peroxidacao lipidica ocorre quando:
dois radicais lipidicos reagem entre si; a reacdo em cadeia atinge um antioxidante
lipofilico (e.g. a-tocoferol); ou quando sdo formado produtos finais derivados de
LOOH, LOO®e LO®. Dentre os produtos finais, estdo hidrocarbonetos, isoprostanos e
aldeidos (Hermes-Lima 2004b). Determinacdes dos niveis de dienos conjugados
(Corongiu e Banni 1994), hidroperoéxidos lipidicos (Hermes-Lima, Willmore, e Storey
1995), malondialdeido (MDA) (Buege e Aust 1978), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE)
(Spickett 2013) e Fo-isoprostanos (Roberts e Morrow 2000), sdo comumente usadas
como indicadores de dano oxidativo a lipideos. Os aldeidos MDA e HNE podem
formar adutos com acidos nucleicos, proteinas e fosfolipideos (Esterbauer, Schaur, e
Zollner 1991).

O reparo de danos oxidativos a lipideos é realizado pelas enzimas fosfolipase
A2, GPX, GST, aldeido desidrogenase (ALDH) e citocromo ¢ p450 (Spickett 2013). A
fosfolipase A2 cliva peroxidos fosfolipidicos de membrana liberando-os em solucgéo,
possibilitando a redugéo dos peroxidos pela GPX (van Kuijk et al. 1987). Algumas
formas de GPX ainda séo capazes de reduzir hidroperoxidos fosfolipidicos in situ em
membranas (Ursini et al. 1982). As GSTs catalisam a reagdo de conjugagao entre

aldeidos provenientes da peroxidagdo e a GSH, tornando-os menos reativos
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(Nilsson, Gustafsson, e Mannervik 2000). As ALDHs oxidam o HNE ao &cido 4-
hidroxi-2-nonenoico, um produto muito menos reativo (Uchida 2003), que pode ser
detoxificado pela via da citocromo ¢ P450 (Spickett 2013).

As proteinas formam outra classe de biomoléculas que sdo importantes alvos
de oxidacao por espécies reativas. Os principais efeitos oxidativos de ROS e RNS
em proteinas sao a oxidacao de residuos de cisteina, a sulfoxida¢édo de residuos de
metionina, a oxidacéo de residuos de triptofano e histidina, a nitracdo de residuos de
triptofano e tirosina, e a introducéo de grupos carbonila em diferentes sitios (Bachi,
Dalle-Donne, e Scaloni 2013). Oxidacfes de residuos de cisteina (Cis-SH) a acidos
sulfénicos (Cis-SOH) e dissulfetos (Cis-S-S-Cis) sé@o reduzidas pelos sistemas
dependentes de glutationa e tioredoxina (Figura 1.2.3). Se a oxidacao € mais intensa,
ocorre a geracdo de acido sulfinico (Cis-SO2H), que € reduzido pela atividade de
sulfiredoxinas (Srxs) em uma reacdo que consome ATP (Jeong et al. 2012). A
hiperoxidagdo a acido sulfénico (Cis-SO3H) é irreversivel. A oxidacao de residuos de
metionina produz sulféxidos de metionina (MetO), causando alteracdes
conformacionais ao tornar hidrofilico (MetO) um amino acido hidrofébico (Met) (Oien
e Moskovitz 2007). Os MetO sdo reduzidos pela enzima metionina sulféxido
redutases (Msr), cuja atividade depende do sistema tioredoxina (Trx, TrxR e NADPH)
(Stadtman, Moskovitz, e Levine 2003). J& as proteinas carboniladas s&o o resultado
da modificacdo oxidativa irreversivel de proteinas por diversos mecanismos e seus
niveis sao frequentemente medidos como indicadores de estresse oxidativo (Wehr e
Levine 2012). Em geral, proteinas oxidadas sdo reconhecidas degradadas a
aminoacidos pelas atividades do proteasoma 20S no citosol (Davies 2001) e da

protease Lon na mitocdndria (Bota e Davies 2002).

1.4.1 Estresse Oxidativo

O termo ‘estresse oxidativo’ foi definido pela primeira vez por Helmut Sies
(1991) como uma perturbacdo no equilibrio prooxidante-antioxidante em favor do
primeiro, resultando em dano potencial. Tal conceito foi elaborado em um momento
em que o papel de espécies reativas como sinalizadores celulares essenciais a vida
ainda ndo era apreciado. Ao longo do tempo, tornou-se evidente que vias celulares
de oxidacao e reducédo tém funcdes fisiologicas. Desta forma, o conceito de estresse

oxidativo sofreu mudancas desde sua criagéo, sendo definido como uma perturbacao
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de vias especificas de sinalizacdo e controle redox (Jones 2006). Tal perturbacéo
pode ocorrer de forma independente da producéo de espécies reativas (Jones 2008).
Apesar do avanco do conceito, ainda € comum o uso do termo para se referir a sua
definicdo original (Pamplona e Costantini 2011; Nikolaidis et al. 2012). Neste
trabalho, o termo estresse oxidativo seré usado para se referir ao aumento nos niveis
de marcadores de danos oxidativos a biomoléculas. Portanto, o estresse oxidativo é
caracterizado por um aumento dos niveis de estado estacionario de marcadores de
estresse oxidativo, que pode resultar de trés fendmenos: (i) diminuicdo da
capacidade da rede de sistemas antioxidantes; e/ou (ii) aumento da producéo de
espécies reativas; e/ou (iii) limitacao dos sistemas de reparo.

1.5 Privacao de Oxigénio e Depressao Metabdlica

Mamiferos em geral sdo extremamente vulneraveis a privacdo de oxigénio.
Quando expostos a hipbéxia, mesmo que por segundos ou minutos, seus tecidos
disparam uma série de eventos degenerativos que levam a morte celular (Pérez-
Pinzén et al. 1992). Danos celulares associados a privacdo de oxigénio ocorrem, por
exemplo, nos tecidos cardiaco (Ganote et al. 1975; Jennings et al. 1990), intestinal
(Guan et al. 2009) e cerebral (Love 1999). Este efeito deve-se a inaptiddo de manter
0 equilibrio entre suprimento e demanda de ATP. Por exemplo, em neurénios de
mamiferos sob hipoxia por alguns minutos os niveis de ATP caem drasticamente,
reduzindo o bombeamento de ions e perturbando gradientes intermembranas (Lipton
1999). A consequente despolarizacdo resulta no influxo de Ca®*, que ativa proteases,
endonucleases e lipases, levando a morte celular (Lipton 1999). Outros eventos séo
a gueda de pH e maior producdo mitocondrial de ROS (Lipton 1999; Guan et al.
2009). Tal sensibilidade também é observada em muitos vertebrados além de
mamiferos (Larson et al. 2014).

Por outro lado, varias espécies animais sao tolerantes a privacao direta
(restricao de O, ambiental) ou indireta (incapacidade de obter O, e/ou distribuir O,
para os tecidos, mesmo em concentracbes adequadas de O,) da disponibilidade de
O, por periodos desde horas a meses, como parte integrante de suas vidas (Bickler
e Buck 2007). Tal tolerancia esta associada as capacidades de (i) suprimir de forma
coordenada vias de consumo e producdo de ATP, (ii) tolerar o acumulo de
metabdlitos, e (iii) evitar ou reparar lesGes derivadas da reoxigenacéo (Bickler e Buck

2007). O equilibrio entre oferta e demanda de ATP € atingido por ajustes metabdlicos
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e priorizagdo do uso de ATP para fungbes vitais. Em hepatécitos de tartarugas
Chrysemys picta, conhecidas por sua extraordinaria tolerancia a anoxia, a demanda
por ATP € reduzida a 6% do valor de normoxia (Hochachka e Somero 2002). Tal
reducdo € atingida pela supressdo do consumo de ATP de 75% da atividade Na'-
K*'ATPase, 93% da sintese de proteinas, 94% da degradac&o de proteinas e 100%
da gliconeogénese (Hochachka e Somero 2002). A supressdo de processos
energeticamente dispendiosos, tais como expressao de proteinas e transporte ativo
(Rolfe e Brown 1997), resulta em menor demanda por recursos, maximizando as
chances de sobrevivéncia e reduzindo o consumo de O, (i.e. depressao metabdlica).

No reino animal, a entrada de um estado fisiolégico de depressdo metabdlica
reversivel, no qual a taxa metabdlica basal é fortemente suprimida, € uma estratégia
de autopreservacdo em resposta a ambientes desfavoraveis (Storey 2015).
Ambientes tornam-se desfavoraveis por falta de O,, extremos de temperatura,
escassez de alimento, baixissima humidade relativa, isolada ou conjuntamente. A
reducdo do metabolismo € tipicamente de 70-80%, mas pode atingir 90-99% em
algumas espécies (Storey e Storey 2012), ou até mesmo 100% (Clegg 1997). Tal
fenbmeno é observado desde grupos basais (e.g. poriferos) aos mais derivados (e.g.
mamiferos) e faz parte dos ciclos de vida de espécies pertencentes aos principais
filos de invertebrados e a todas as classes de vertebrados (Guppy, Fuery, e Flanigan
1994). Ao reduzir a demanda por recursos, organismos em hipometabolismo
maximizam suas chances de sobreviver e a possibilidade de retomar
desenvolvimento, crescimento e reproducdo quando condicbes ambientais viaveis
forem restauradas. O hipometabolismo é observado em fenbmenos sazonais, tais
como hibernacao, estivacdo e diapausa (Ruf e Geiser 2015; Carvalho, Navas, e
Pereira 2010; Denlinger 2002), e também em outros eventos que podem ser
sazonais ou nao, incluindo a desidratacdo, o congelamento, a exposicao aérea de
organismos de respiracao aquatica e a privacao de oxigénio (van Ginneken et al.
1999; Muir, Costanzo, e Lee 2007; Storey e Storey 2007).

Como citado anteriormente os fenbmenos de depressdo metabdlica estdo
associados a repressao global de processos celulares. Entretanto, um seleto grupo
de vias celulares é induzido nestas situacdes de limitacdo energética. O grupo é
composto por: (i) mecanismos epigenéticos de repressao de expressao, incluindo
modificacdo de histonas, metilacdo de DNA e microRNAs (Storey 2015); (ii)

mecanismos de preservacdo do proteoma pela acdo de proteinas chaperonas
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(Storey e Storey 2011); (iii) mecanismos de controle dos niveis de espécies reativas
pela acdo de antioxidantes enddgenos (Hermes-Lima e Zenteno-Savin 2002).
Enquanto, alteracdes epigenéticas auxiliam na supressdo metabdlica, chaperonas e
antioxidantes atuam na protecdo do proteoma, o que mantém o funcionamento de
biomoléculas e minimiza a necessidade de gasto energético com sintese e
degradacdo, ao longo do periodo de hipometabolismo. Adicionalmente, 0 aumento
de antioxidantes na fase de dorméncia da depressdo metabdlica minimiza a
superproducdo de ROS esperada no despertar e retomada do metabolismo basal
(Welker et al. 2013), quando ocorre um aumento abrupto do consumo de O, (Toien
et al. 2001). O aumento da capacidade de antioxidantes enddgenos durante a

depressdo metabdlica é uma resposta adaptativa comum no reino animal.

1.5.1 Preparo para o Estresse Oxidativo

As primeiras observacdes do fendbmeno de isquemia e reperfusdo (I/R)
mostraram que se trata de uma situacdo altamente deletéria para as células. A
privacdo de perfusdo impede a oferta de nutrientes e O, e prejudica a eliminacéo de
metabdlitos. Foi demonstrado que a reperfusdo, e ndo a isquemia em si, &
responsavel pelas principais injarias celulares associadas a I/R. O avanco dos
estudos de quadros de I/R mostrou que ROS e sistemas antioxidantes tem papel
fundamental na ocorréncia de lesbes. Um amplo conjunto de evidéncias indica que
os efeitos deletérios da I/R derivam da ocorréncia de estresse oxidativo, incluindo a
observacdo de aumentos dos niveis de ROS e de marcadores de estresse oxidativo
em tecidos pés-isquémicos e a observacdo de diminuicdo ou auséncia de dano em
tecidos pos-isquémicos suplementados com antioxidantes (Granger e Kvietys 2015).

Por exemplo, a producdo de radicais aumenta em segundos apds o inicio
reperfusdo em coracdes de coelho (Zweier, Flaherty, e Weisfeldt 1987), reduzindo o
namero de células endoteliais adrticas viaveis para 10% (Zweier, Kuppusamy, e Lutty
1988). Se a reperfusao é realizada na presencga dos antioxidantes catalase ou SOD,
a viabilidade apods I/R é maior que 90% (Zweier, Kuppusamy, e Lutty 1988).
CoragOes de ratos transgénicos superexpressando SOD produzem menos radicais
durante a reperfusdo, apresentam lesdes miocardicas 50% menores e mantém
melhor funcéo contratil em relacéo a ratos selvagens (Wang et al. 1998). O pico de

formacado de radicais é retardado e menos intenso se a reperfusdo € realizada em
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condi¢Bes hipoxicas (Garlick et al. 1987). A reperfusdo ainda causa aumento dos
niveis de GSSG, queda dos niveis de GSH, acumulo de proteinas carboniladas,
maior producdo de H,O, em mitocondrias cardiacas (Serviddio et al. 2005). Estes
efeitos sdo muito reduzidos ou ausentes se 0s primeiros minutos de reperfuséo
ocorrem em condi¢cdes hipoxicas (Serviddio et al. 2005). Mais recentemente, foi
mostrado que rins, figado, coracdo e cérebro de mamiferos acumulam succinato
durante a isquemia devido a atividade reversa do complexo Il mitocondrial, reduzindo
fumarato a succinato (Chouchani et al. 2014). No momento da reperfusao, as altas
disponibilidades de succinato e O, favorecem a superproducao de espécies reativas
(Chouchani et al. 2014) como observado em estudos anteriores. Enquanto quadros
de I/R causam severos danos oxidativos aos tecidos de mamiferos, muitas espécies
animais toleram transicdes de disponibilidade/consumo de O, analogas
naturalmente.

Neste panorama, pesquisadores comecaram a abordar a seguinte pergunta:
como animais que naturalmente passam por situacdes analogas a I/R ao longo de
suas vidas sdo capazes de tolerar este estresse? Baseado nos dados de efeito
protetor de antioxidantes em modelos de I/R, inicialmente propds-se que tais animais
teriam altos niveis constitutivos de antioxidantes. O alto teor de antioxidantes seria
responsavel por controlar ROS oriundos de situacdes analogas a I/R. De fato, a
primeira observacdo publicada neste sentido foi a de que eritrocitos de cagados
Phrynops hilarii, espécie tolerante a hipdxia, contém niveis incomumente altos de
grupos —SH (Reischl 1986). Tal hipotese foi testada em serpentes Thamnophis
sirtalis tolerantes ao congelamento e a andxia. Foi verificado que os niveis de
antioxidantes enddgenos desta espécie ndo eram especialmente elevados,
apresentando valores inferiores aos de outras espécies animais intolerantes a
hipoxia (Hermes-Lima 2004b). Contudo, quando as serpentes foram submetidas ao
congelamento ou a anoxia, as atividades de diferentes enzimas antioxidantes
aumentaram no musculo, figado e pulmédo (Hermes-Lima e Storey 1993). Na época,
0 aumento de antioxidantes foi surpreendente por dois motivos: (i) esperava-se uma
gueda dos niveis de ROS, e (ii) hd uma supressao global de processos biologicos
durante a fase de restricdo de oxigénio. Contudo, obervacdes subsequentes
confirmaram a ocorréncia do aumento da capacidade antioxidante em caramujos
Otala lactea durante a estivacdo (Hermes-Lima e Storey 1995), rds Rana sylvatica

durante o congelamento (Joanisse e Storey 1996), e rds Rana pipiens durante
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exposicdo a andxia (Hermes-Lima e Storey 1996) e a desidratacdo (Hermes-Lima e
Storey 1998).

Com base no padrdo de resposta de sete espécies animais submetidas a
hipdxia, andxia, congelamento, desidratacdo ou estivacdo, em 1998, foi proposto que
a maior atividade de enzimas antioxidantes nestas situagdes era uma importante
resposta adaptativa para lidar com o estresse da reoxigenacdo (Hermes-Lima,
Storey, e Storey 1998). O fenbmeno do aumento da capacidade antioxidante
endodgena durante a privacdo de oxigénio em animais resistentes a flutuacbes da
disponibilidade/consumo de O, foi batizado de “Preparo para o Estresse Oxidativo”
(POS) (Hermes-Lima, Storey, e Storey 1998). Segundo a hipétese do POS, os
antioxidantes sao induzidos como um mecanismo antecipatério (‘preparo’) para lidar
com o potencial efeito danoso (‘estresse oxidativo’) da reoxigenagao (Hermes-Lima,
Storey, e Storey 1998). Diversos estudos confirmaram que o POS ocorre em muitas
espécies animais (Bickler e Buck 2007), em situacbes como hipdxia, andxia e
exposicao aérea (Welker et al. 2013). Apesar de ser considerado uma resposta
adaptativa fundamental para a tolerancia aos estresses de privacdo de oxigénio
(Hermes-Lima e Zenteno-Savin 2002), o mecanismo pelo qual o POS é acionado
permaneceu elusivo até recentemente.

No contexto em que a hipétese do POS foi concebida, a privacdo de O,
levaria necessariamente a supressdo da producdo de ROS. Logo, um mensageiro
“ndo-radicalar’ era sinal candidato a ativar o POS (Hermes-Lima e Storey 1993).
Com o passar do tempo, acumularam-se evidencias de que durante a privacdo de
O,, a producao de ROS pode na realidade aumentar (secao 1.2.1). Adicionalmente,
em muitos casos foi observado um acumulo de marcadores de estresse oxidativo
durante a privacao de oxigénio em animais tolerantes a falta de O, (e.g. (de Oliveira,
Bello-Klein, e Kucharski 2006; Lushchak e Bagnyukova 2007; Lushchak et al. 2005;
Hermes-Lima e Storey 1996) lista em Hermes-Lima et al. 2015). Com base nestas
observacoes, foi proposto que o mecanismo de ativacdo do POS em organismos
expostos a privacéo de O, ocorre pela superproducdo de ROS mitocondriais induzida
pela hipoxia (Welker et al. 2013). Tal aumento hipotético de ROS acionaria vias de
fatores de transcrigdo, tais como HIF-1, p53, FoxOs, NF-kF e Nrf2 (secdo 1.3.7),
promovendo a expressdo de antioxidantes (Welker et al. 2013). O acumulo de
defesas antioxidantes durante a hipOxia seria, entdo, uma resposta a um desafio

oxidativo que ocorre ja na hipdxia, e ndo somente na reoxigenacao.
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Entretanto, ndo h& evidéncias diretas de aumento de producdo de ROS em
animais que aumentam suas capacidades antioxidantes durante a privagéo de O,.
Na verdade, as observacfes disponiveis apontam para uma queda da producéo de
ROS em trés modelos animais tolerantes a hipdxia: tartarugas Trachemys scripta
(Milton et al. 2007), platelmintos marinhos Macrostomum ligano (Rivera-Ingraham,
Bickmeyer, e Abele 2013) e mexilhdes Mytilus edulis (Rivera-Ingraham et al. 2013).
Cabe ressaltar que algumas espécies nao apresentam qualquer sinal de aumento de
antioxidantes durante a hipoxia, mantendo (Leveelahti et al. 2014) ou reduzindo os
niveis de antioxidantes (e.g. Olsvik et al. 2006; Garcia Sampaio et al. 2008; lista em
Welker et al. 2013). Explicacdes alternativas para organismos que nao apresentam o
POS em resposta a privacdo de oxigénio incluem: altos niveis constitutivos de
antioxidantes enddégenos e potencial capacidade de controlar/evitar a producédo de

espécies reativas (Hermes-Lima e Zenteno-Savin 2002).

1.6 Justificativa e Objetivos

Apesar do grande numero de estudos sobre o metabolismo redox de animais
expostos a privacdo de oxigénio e a depressao metabdlica publicados desde a
concepcao do fenbmeno do POS, algumas questdes fundamentais permanecem sem
resposta. A primeira delas é: qual o sinal molecular que aciona 0os mecanismos
bioguimicos de ativacdo de sistemas antioxidantes nestas situacées? Dada a
frequéncia em que é observado, o POS é uma resposta/estratégia universal de
animais privados de oxigénio? Qual a distribuicdo desta estratégia no reino animal?
Considerando que os relatos de ocorréncia de POS sao majoritariamente de animais
em laboratorio, o fendmeno do POS ocorre na natureza? Este trabalho aborda estas
e outras questdes ao investigar o mecanismo, distribuicdo e ocorréncia do fenémeno

do ‘Preparo para o Estresse Oxidativo’ no reino animal com os seguintes objetivos:

- Propor um modelo de acionamento de vias de ativacdo de sistemas
antioxidantes (POS) em animais tolerantes a estresses de baixa de O, (hipodxia,
anoxia, desidratacdo, congelamento, e exposicdo aérea de organismos com
respiracao aquéatica) e estivacao.

- Desenvolver critérios de classificacdo de animais no ambito do POS com

base na resposta antioxidante durante a privacéo de O,.
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- Classificar espécies animais que tiveram seus antioxidantes enddgenos
aferidos em resposta a privacédo de oxigénio usando os critérios desenvolvidos

- Calcular a prevaléncia do fendbmeno do POS em animais expostos a
diferentes situacfes de limitacao de O,.

- Verificar a ocorréncia do POS em duas espécies de anuros da Caatinga

durante a estivagdo em condi¢des naturais sem intervencgéo experimental.

Para atingir tais objetivos, sdo aqui discutidas adaptacfes bioquimicas de
animais em resposta a privacao de oxigénio e/ou depressdo metabdlica, com énfase
no papel de espécies reativas e antioxidantes. No capitulo 1, foram realizadas
revisdo da literatura e fundamentacéo tedrica acerca da producéo e o controle de
espécies reativas de oxigénio, a manutencdo do equilibrio redox, as adaptacdes
associadas as principais situacdes de privacao de oxigénio e depressédo metabdlica,
e, finalmente, do fendbmeno do “preparo para o estresse oxidativo” (‘preparation for
oxidative stress’, POS). No capitulo 2, é apresentado um modelo molecular
detalhado para o acionamento do fenébmeno do POS em condi¢cdes de falta de
oxigénio e estivacdo. No capitulo 3, foram estabelecidos critérios de classificagdo da
resposta antioxidante em animais privados de oxigénio. Com base nesses critérios e
na analise de mais de uma centena de publicacdes, dezenas de espécies animais
foram categorizadas resultando em um mapa de distribuicdo do fenétipo do POS no
reino animal. No capitulo 4, sdo analisados alteracdes do equilibrio redox, niveis de
marcadores de estresse oxidativo e a modulacdo de antioxidantes enddgenos
durante a estivacdo em duas espécies de anuros na natureza. Nos capitulo 5 e 6,
sdo considerados os avancos, limitacdes e perspectivas referentes a pesquisa do
fenbmeno do POS, a saber, a auséncia de evidéncia direta para suportar o modelo
de acionamento do POS, a escassez de observagbes do fenbmeno do POS em
animais na natureza (comparadas com estudos de animais em laboratorio) e a

posi¢cdo do POS na histéria evolutiva do reino animal.
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2 CAPITULO 2 — MODELO MOLECULAR PARA O FENOMENO DE PREPARO
PARA O ESTRESSE OXIDATIVO

2.1 Resumo

Organismos tolerantes a variagbes amplas da disponibilidade de O,
especialmente a hipoxia, costumam lidar com condigcdes ambientais desfavoraveis
durante suas vidas. Tais condi¢cdes incluem, por exemplo, a indisponibilidade de
alimento e/ou agua, baixas ou altas temperaturas, e a falta de oxigénio. Apesar da
forte supresséo da sintese de proteinas, muitos animais apresentam aumentos dos
niveis de antioxidantes durante a privagdo de O,. Esta observacdo intrigou 0s
pesquisadores por mais de 20 anos. Inicialmente, duas linhas de pensamento
incompativeis vigoravam: por um lado, a hipdxia causaria uma reducao da producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), por outro lado, a inducdo de sistemas
antioxidantes requeria maiores niveis de ROS. A indugdo de antioxidantes
enddgenos durante a hipdxia foi interpretada como uma estratégia de preparo do
organismo para lidar com o possivel estresse oxidativo associado a reoxigenacao. O
termo “preparo para o estresse oxidativo” (POS) foi criado em 1998 com base em tal
interpretagdo. Contudo, muitos animais tolerantes a falta de O, apresentam sinais de
estresse oxidativo, antes da reoxigenacao, ainda na fase de privacao de oxigénio.
Além disso, a ideia de que a producdo de ROS estaria necessariamente reduzida
durante a hipdxia foi contestada. Ao invés disso, dados da literatura apontam para
uma maior producdo de ROS em resposta a hipoxia. Recentemente, tornou-se
possivel propor uma explicacdo detalhada para a inducdo de antioxidantes em
animais sob hipéxia. As evidéncias que suportam tal explicacdo, assim como suas
limitacdes, sdo amplamente exploradas neste trabalho, onde s&o discutidos
resultados de animais expostos a estivacao e a situacoes de baixa de O, incluindo a
hipoxia, o congelamento, a desidratacdo e a exposicdo aérea de animais de
respiracdo aquética. Propomos que, ao atingir um limiar, a privacdo de O, causa uma
superproducdo de ROS e induz respostas bioquimicas a hipdxia. As respostas
seriam mediadas pela ativacdo de fatores de transcricdo sensiveis a alteracoes
redox (FoxO, Nrf2, HIF-1, NF-kB e p53) e pelo acionamento de mecanismos poés-
traducionais, resultando em defesas antioxidantes mais robustas. Adicionalmente,
espécies reativas de nitrogénio podem modular a producédo de ROS nesta situacao.

Concluimos o trabalho discutindo perspectivas para este campo de pesquisa e como
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o0 maior entendimento dos mecanismos envolvidos no POS podem levar a elucidagcéo

de respostas fisioldégicas de organismos a estresses ambientais.
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1. Introduction

Oxygen is essential for the majority of organisms on Earth. For
most of them, oxygen restriction is highly deleterious. However,
many animal species are able to survive long periods of oxygen
deprivation, including a variety of invertebrates and vertebrates. In
nature, oxygen deprivation ranges from mild hypoxia to complete
anoxia [217]. Information on the physiological processes and bio-
chemical mechanisms to cope with hypoxia, in special metabolic
depression, has been amassed for the past 30-40 years, and sev-
eral mechanisms have been unveiled [201]. One of the issues that
have interested researchers since the 1990s is the role of free ra-
dicals in the process of natural hypoxia tolerance, and our aim is to
discuss the interplay between reactive oxygen species and this
process. Additional natural conditions that involve reduced oxygen
delivery to organs, such as freezing stress and severe dehydration,
will also be covered in this article.

One well-known mechanism used to survive low oxygen levels
is the severe depression of the metabolic rate during oxygen de-
privation in association with lower rates of ATP production via
fermentative pathways. Such ability to severely slow down many
energy-consuming pathways is a key strategy for survival. It in-
cludes reduction of key metabolic enzymes activities via post
translational modifications, or via decreased transcription and/or
translation. Changes in expression/activity of several kinases and
phosphatases, transcription factors, and microRNAs participate in
such responses [16,195,198,200]. Next, the modulation of free ra-
dical metabolism during oxygen deprivation in hypoxia-tolerant
animals is presented.

In the early 1990s it was well established that ischemia and
reperfusion episodes in mammalian organs elicited intense for-
mation of reactive oxygen species (ROS) during the recirculation of
oxygenated blood [237,238]. There were unequivocal evidences
that increased formation of ROS during reperfusion was one of the
key factors for cell damage under these conditions. Mitochondria
were already recognized as the major source of excess ROS for-
mation during reoxygenation. Based on the knowledge of ische-
mia/reperfusion injury it was reasonable to argue that hypoxia-
tolerant animals would be adapted to endure the potential dan-
gers of reoxygenation. At that time, it was hypothesized by one of
us that these animals would rely on high levels of antioxidant
defenses to control the effects of a putative overproduction of ROS
during reoxygenation.

The first examination of this hypothesis was performed using

garter snakes Thamnophis sirtalis parietalis, which are naturally
tolerant to anoxia for a few days, and freezing for several hours. The
activities of garter snake antioxidant enzymes, such as catalase,
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), and
glutathione S-transferase (GST) in liver, muscle, and lung were de-
termined. Unexpectedly, garter snake enzyme activities (in tissues
from control animals) were much lower than those reported, for
example, in mice and rats. On the other hand, it was also un-
expected that some of the activities increased during exposure to
anoxia for 10 h at 5 °C or freezing for 5 h (with 40-50% of the total
body water frozen at —2.5 °C) [80]. This increase was observed for
SOD in muscle and liver from anoxia-exposed snakes, as well as for
catalase in muscle and lung and for GPX in muscle from frozen
animals. Under both conditions the increase in enzyme activities
was higher than 100% (liver SOD and muscle GPX) when compared
to controls. Moreover, levels of reduced glutathione (GSH) increased
by about 1.6-fold in muscle of anoxia-exposed garter snakes [80].

In the light of these results, it was suggested that garter snakes
activated their antioxidant defenses under conditions when ROS
production would be low (freezing) or absent (anoxia). The rea-
soning at that time was that free radical formation would always be
dependent on and directly proportional to oxygen availability. Thus,
under the hypoxic condition of freezing oxygen radicals production
would be low. This assumption hampered the understanding of
how antioxidant defenses were being activated. In those days, it
was already known that upregulation of genes for antioxidant de-
fenses happens under oxidative stress conditions; i.e., rises in ROS
formation should stimulate mechanisms that result in increased
expression of antioxidant enzymes. Because garter snakes under
anoxia or freezing would be under severe oxygen limitation, it was
improbable (in 1990s) that ROS formation would increase under
these conditions. Therefore, it was proposed that these snakes en-
hanced their antioxidant capacity in order to prepare them for a
putative increase in ROS generation and oxidative stress during
reoxygenation (i.e., increasing the defenses before oxidative stress).
The conclusion of the study [80] was:

The antioxidant defenses are built when oxyradical formation is
not likely to occur (under the frozen or anoxic condition) in an-
ticipation of their need when the perfusion of oxygenated blood is
reinitiated. A nonradical messenger must stimulate these enzyme
systems at either transcriptional, translational, or posttransla-
tional levels.

Since then, many studies reported that when hypoxia-tolerant
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animals are exposed to low oxygen stress there is an increase in
their antioxidant defense capacity [196,225,84,86]. Low oxygen
stress situations include anoxia, hypoxia, freezing, severe dehy-
dration, and aerial exposure of water-breathing animals. Estivation
is another situation related to the adaptation to harsh environ-
mental conditions (and, in the case of gastropods, decreased O,
availability in tissues) in which endogenous antioxidants were
found increased. In the late 1990s, this process was coined as
“preparation for oxidative stress” (POS) [85].
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Although there were growing evidences of increased anti-
oxidant levels in animals under low oxygen stress (i.e., POS), a
biochemical explanation on the molecular basis of this mechanism
was still missing. The first observation of POS dates back to 1993
and only in 2005 the first attempt to explain the molecular me-
chanisms underlying antioxidant activation appeared in the lit-
erature [4]. The present work describes how we put together the
puzzle about the POS mechanism and discuss a rational for the
understanding of this process.

Table 1
Activated antioxidant defenses in response to freezing, dehydration, and anoxia.
Common name Species Stress Duration Tissue Antioxidant Reference
Wood frog Rana sylvatica Freezing 24h Brain 1 GPX, GSH-eq, GSH [101]
Heart 1 SeGPX, GPX
Kidney 1 SeGPX, GPX
Liver 1 GPX, GST
Muscle 1 SeGPX, GPX, GSH-eq, GSH
Muscle’ 1 CuZnSOD, phospho-MnSOD" 142]
Painted turtle Chrysemys picta marginata  Freezing 5h Brain 1 GSTP1, GSTM1, GSTM3 [117])
Gut 1 GSTM3
Garter snake Thamnophis sirtalis parietalis Freezing 5h Lung 1 CAT [80]
Muscle 1 CAT, SeGPX
Eutardigrade Paramacrobiotus richtersi Dehydration 20h Whole body 1 GPX, SOD, GSH-eq [184]
Antarctic midge Belgica antarctica Dehydration 12h Whole body 1 CAT, MnSOD [128]
Leopard frog Rana pipiens Dehydration 90 h Liver 1 GPX [83]
Muscle 1 CAT
African clawed frog Xenopus laevis Dehydration 162 h Heart 1 GSTP1 [135]
Kidney 1 GSTK1, GSTA3, GSTT1
Liver 1 GSTP1
Lung 1 GSTM1, GSTM3, GSTA3
Muscle 1 GSTM1, GSTM3, GSTK1,
GSTT1
Skin 1 GSTP1, GSTM1, GSTM3
Dehydration 6-7 days Liver 1 CAT, MnSOD [136]
Muscle 1 CAT
Marine worm Heteromastus filiformis Anoxia 6h Whole body 1 CAT [1]
24h Whole body 1 CAT
Pulmonate snail Biomphalaria tenagophila Anoxia 24h Hepatopancreas 1 SeGPX [58]
Common periwinkle Littorina littorea Anoxia 24h Hepatopancreas t GSTT1 [202]
Muscle 1 GSTS1, GSTT1
Anoxia 6 days Hepatopancreas 1 GSH-eq, GSH [164]
Muscle t GSH-eq
Long-lived bivalve” Arctica islandica Anoxia“ 3.5 days Gill 1 GSH-eq [167]
Midge Chironomus riparius Anoxia 24 h Whole body 1 CAT, GCL, GPX, GST [60]
Caribbean fruit fly Anastrepha suspensa Anoxia 1h Whole body 1 GPX, MnSOD [127]
Estuarine crab Chasmagnathus granulata Anoxia 8h Gill 1 CAT, GST [44]
Striped barnacle Amphibalanus amphitrite Anoxia 24h Whole body 1 CAT, SOD [46]
Subterranean amphipod Niphargus rhenorhodanensis ~ Anoxia 24h Whole body 1 GPX [121]
Goldfish Carassius auratus Anoxia 8h Brain 1 GPX [132]
Liver 1 CAT
Leopard frog Rana pipiens Anoxia 30h Brain 1 SeGPX [82]
Heart 1 CAT, SeGPX
Muscle 1 CAT
Red-eared slider Trachemys scripta elegans Anoxia 5h Liver t CuZnSOD, MnSOD [118]
5h Liver 1 CAT [119]
20h Liver 1 GR [228]
Red muscle 1 GR
White muscle 1 GRX, GS
20h Liver 1 CuZnSOD, MnSOD [118]
9 days Plasma 1 GSH-eq [99]
Garter snake Thamnophis sirtalis parietalis Anoxia 10h Liver 1 SOD [80]
Muscle 1 SOD, GSH-eq, GSH

Parameters in bold indicate maximal enzyme activity, parameters in italics indicate mRNA levels, underlined parameters indicate protein levels. Note that only increased
levels of antioxidant parameters are reported. Even though it is not shown, there are cases in which other antioxidants levels may have been reduced or maintained in the
same situation, species, or tissue. CAT, catalase; GCL, glutamate-cysteine ligase; GPX, glutathione peroxidase; GR, glutathione reductase; GRX, glutaredoxin; GS, glutathione
synthase; GSH-eq, total glutathione levels (both reduced and disulfide forms); GSH, reduced glutathione; GST, glutathione transferase; SeGPX, selenium-dependent glu-

tathione peroxidase (activity toward H,0,); SOD, superoxide dismutase.

? Superoxide dismutases were first isolated from frog muscle and then assayed for activity. The phosphorylated form of MnSOD has more affinity for superoxide (i.e.,

lower Ky,).

b Quahogs from the German bight population.
¢ In this study animals were exposed to two kinds of hypoxia, environmentally forced (nitrogen bubbling in water) or self-induced (shell closure). This result refers to

self-induced anoxia.
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Table 2
Activated antioxidant defenses in response to hypoxia and air exposure.

Common name Species Stress Duration Tissue Antioxidant Reference
Midge Chironomus riparius Hypoxia (1.6 mg O, L~ 1) 24h Whole body 1 GST, CuZnSOD, [32]
MnSOD
48 h Whole body 1 MnSOD
Freshwater clam Corbicula fluminea Hypoxia (15-25% O 5 days Whole body 1 CAT, GST [220]
saturation)
Chinese scallop Chlamys farreri Hypoxia (266 mg 0, L~') 12h Serum 1 SOD [28]
Hypoxia (457mg0,L~") 12h Serum 1 SOD
Mediterranean mussel  Mytilus galloprovincialis Hypoxia (20mg O, L")  24h Gill 1 CuZnSOD [231]
Hypoxia (20 mg 0; L") 24h Muscle 1 GST [230]
48 h Muscle 1 GST
Pacific oyster Crassostrea gigas Hypoxia (30% O, 7 days Gill 1 GPX [39]
saturation)
7 days Mantle 1 GPX
14 days  Gill 1 GPX
14 days  Hepatopancreas 1 GPX
14 days  Mantle 1t GPX
21 days  Gill 1 GPX
21 days Hepatopancreas 1 GPX
21 days Mantle 1 GPX
Disk abalone Haliotis discus discus Hypoxia® 1h Gill 1 MnSOD, PRX [45]
2h Gill 1 SeGPX, MnSOD, PRX
4h Gill 1 SeGPX, MnSOD
8h Gill 1 SeGPX, MnSOD
Striped barnacle Amphibalanus amphitrite Hypoxia (1.0mL 0, L") 24h Whole body 1 CAT, SOD [46]
Hypoxia (0.5 mL O, L") 24h Whole body 1 CAT, SOD
Baltic amphipod Monoporeia affinis Hypoxia (30-34% air 5-9 days Whole body 1 CAT, SOD [69]
saturation)
Monoporeia affinis Reference Hypoxia (16-20% air 4 days Whole body 1 CAT, SOD [70]
sediment saturation)
Monoporeia affinis Contaminated Hypoxia (16-20% air 4 days Whole body 1 CAT, SOD
sediment saturation)
Subterranean amphipod Niphargus rhenorhodanensis Hypoxia (22.70 pmol O, 10 days  Whole body 1 GPX [121]
LY
Whiteleg shrimp Litopenaeus vannamei Hypoxia (1.0 mL 0, L") 24h Hepatopancreas 1 SOD [165]
24h Muscle 1 SOD
Hypoxia (1.5mg 0, L™')  6h Gill 1 CAT [212]
24h Gill 1 CAT
Hypoxia (4 kPa) 4h Hepatopancreas 1 MnSOD, GPX [114]
24h Hepatopancreas | MnSOD
Hypoxia (4 kPa) 4h Hepatopancreas 1 MnSOD, GPX
Hypercapnic 24h Hepatopancreas 1 MnSOD
Indian catfish Clarias batrachus Hypoxia (50-098 mg 0,  NS" Gill 1 SOD [213]
L)
Hypoxia (098 mg O, L~') 3h" Gill 1 CAT
6h" Blood 1 CAT
6h" Gill 1 CAT
6h" Muscle 1 CAT
12h° Gill 1 CAT
12h° Muscle 1 GSH-eq
Common carp Cyprinus carpio Hypoxia (<1.0mg 0, L") 8h° Brain 1 SOD [221]
8 h' Gill 1 SOD
8h° Liver 1 SOD
Hypoxia (0.9 mg 0, L") 55h Brain 1 CAT, SeGPX [131]
Characid fish Hyphessobrycon callistus Hypoxia (<10mg 0, L") 10min’ Serum 1 GPX, SOD [163]
Piapara fish Leporinus elongatus Hypoxia (1.92mg O, L~') 14 days Blood 1 SOD, GSH, GSH-eq [227]
14 days  Liver 1 GPX, GST, SOD,
GSH-eq
Hypoxia (391 mg 0, L~') 7 days® Blood 1 GSH-eq
7 days®  Liver 1 GSH-eq
Chinese sleeper Perccottus glenii Hypoxia (0.4 mg 0, L") 2h Muscle 1 GST [130]
6h Liver 1 SOD, L-SH
6h Muscle 1 GST, L-SH
10h Liver 1 L-SH
10h Muscle 1 L-SH
Gilthead sea bream Sparus aurata Hypoxia (28 mg O, L") 3h' Liver 1 GR [166]
6h' Liver 1 SeGPX
Hypoxia (18-19% O, 1h*® Plasma 1 TAC [13]
saturation)
Silver catfish Rhamdia quelen Hypoxia (283 mg O, L™') 20days Gill 1 CAT (53]
Panama lanternfish Benthosema panamense Hypoxia ( < 1 kPa, OMZ) ~h Whole body 1 GST [126]
Mexican lanternfish Triphoturus mexicanus Hypoxia ( < 1 kPa, OMZ) -h Whole body 1 CAT, GST
Mole rat Spalax judaei Hypoxia (6% 0,) 5h Liver 1 GST [188]
Harderian gland 1 GR (193]
Octocoral Veretillum cynomorium Air exposure 10h Whole body 1 GST [211]
15h Whole body 1 GST
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Table 2 (continued )

Common name Species Stress Duration Tissue Antioxidant Reference
20h Whole body 1 CAT, GST
25h Whole body 1 GST
Brown mussel Perna perna Air exposure 4h Hepatopancreas 1 SOD 2]
18h Hepatopancreas 1 GST 4]
Crab Callinectes ornatus Air exposure 3h Muscle 1 CAT, GPX [63]
False king crab Paralomis granulosa Air exposure 3h Gill 1 CAT [185]
3h Haemolymph 1 CAT, SOD
3h Hepatopancreas 1 SOD
6h Gill 1 CAT, GST
6h Haemolymph 1 SOD
6h Hepatopancreas 1 SOD
6h Muscle 1 CAT, SOD
12h Haemolymph 1 SOD
12h Hepatopancreas 1 SOD

Parameters in bold indicate maximal enzyme activity, parameters in italics indicate mRNA levels, underlined parameters indicate protein levels. Note that only increased
levels of antioxidant parameters are reported. Even though it is not shown, there are cases in which other antioxidants levels may have been reduced or maintained in the
same situation, species, or tissue. CAT, catalase; GPX, glutathione peroxidase; GSH-eq, total glutathione levels (both reduced and disulfide forms); GSH, reduced glutathione;
GST, glutathione transferase; L-SH, low molecular mass thiols; PRX, peroxiredoxin; SeGPX, selenium-dependent glutathione peroxidase (activity toward H,03); SOD, su-

peroxide dismutase; TAC, total antioxidant capacity.

? Hypoxia was achieved by stopping the aeration of the tank. Oxygen levels were not specified.

" Tank aeration was stopped and by the consumption of 0, by fish dissolved oxygen decreased from 5.0 to 0.98 mg O, L~ '. Once this oxygen level was achieved a group
of animals was collected (NS). The rest of the fish were maintained under this hypoxic condition for 3, 6, and 12 h more.

© Hypoxia was achieved by stopping the aeration of the tank. Oxygen concentration decreased from 5 to <1 mg O, L' within 1.25 h and was this concentration was

kept for more 6.75 h.

9 Oxygen concentration decreased from 6.5 to < 1.0 mg O, L' within 2.5 h and remained at < 1.0 mg O, L~ for an additional 10 min.
© Fish were exposed first to 1.92 mg O, L' for 14 days, then a group of fish were subsequently exposed to 3.91 mg O, L~' for 7 days more.
T Water aeration was discontinued and within 1 h oxygen concentration reached 2.8 mg O, L~' (from 7.1 mg O, L~'). Once 2.8 mg O, L' was reached it was kept

constant for 3 or 6 h more.

# Hypoxia advanced gradually from > 85% to 18-19% O, saturation. Once 18-19% was reached, fish were kept in this condition for 1 h. Total exposure time was 11 h.
" Fish captured at the oxygen minimum zone (OMZ; day time, 300-400 m, < 1 kPa, 10 °C) compared to fish captured at the surface (night time, 40-50m, 20 kPa,, 20-25

°C).

2. Preparation for oxidative stress under low oxygenation

After the pioneering work on garter snakes [80] many studies
reported that anoxia or hypoxia exposure in several other organ-
isms induces increased activity or gene expression of antioxidant
enzymes. Leopard frogs (Rana pipiens) under 30 h anoxia pre-
sented increased activities of catalase in muscle and heart, GPX in
heart and brain, and GST in brain [82]. Goldfish (Carassius auratus)
under anoxia showed increased GPX activity in brain and catalase
activity in liver [132]. Crabs (Chasmagnathus granulata) under an-
oxia showed increased catalase and GST activities in both anterior
and posterior gills [44]. Anoxia exposure for 6 days of the marine
gastropod (Littorina littorea) caused an increase in GSH levels, al-
though the activity of antioxidant enzymes was reduced [164].
Furthermore, pupae of the Caribbean fruit fly, Anastrepha suspensa,
presented higher GPX and MnSOD activities, while the activities of
catalase and CuZnSOD remained unchanged in response to 1h
anoxia [127].

Similar results have been observed in several animals exposed
to hypoxia. Common carps (Cyprinus carpio) under hypoxia for 5 h
presented increased catalase and GPX activities in brain [131].
Pacific oysters (Crassostrea gigas) under hypoxia (from 3 to 24
days) showed increased mRNA expression for GPX in mantle, gill,
and hepatopancreas [39]. Moreover, microarray analysis of these
oysters under hypoxia (for 20 days) also showed increased ex-
pression of peroxiredoxin-5 in hepatopancreas [206]. In the disc
abalone, Haliotis discus, hypoxia for 8 h prompted increased ex-
pression (mRNAs) of MnSOD, SeGPX, catalase, and thioredoxin
[45]. Exposure of amphipods Monoporeia affinis to hypoxia for 5 or
9 days induced a rise in the activities of catalase and SOD [69,70].
In a study with Balanus amphitrite barnacles under anoxia, severe
hypoxia and mild hypoxia (24 h) resulted in a sharp increase in
catalase and SOD activities in larvae and adults [46]. In another

crustacean, the shrimp Litopenaeus vannamei, hypoxia exposure
for 4 h elicited an upregulation of the genes coding for GPX, cy-
toplasmic MnSOD, and peptide-methionine (R)-S-oxide reductase
[114]. The later enzyme participates in the repair of oxidatively
damaged proteins, specifically methionyl residues. In the case of
the subterranean amphipod Niphargus rhenorhodanensis, an in-
crease in GPX activity was observed after exposure to either anoxia
(24 h) or hypoxia (10 days) [121]. Other cases of increased anti-
oxidant levels in response to anoxia or hypoxia are presented in
Tables 1 and 2.

In addition to hypoxia/anoxia, other conditions are also related
to functional low oxygenation, such as freezing stress, severe de-
hydration, and aerial exposure of water-breathing animals. We and
other authors observed that leopard frogs under dehydration [83],
wood frogs, garter snakes and turtle hatchlings under freezing
[118,80,101], and crabs and bivalves under aerial exposure
[185,2,63] presented increased activities of antioxidant enzymes.
The endogenous antioxidants that were found to be increased in
response to freezing, dehydration or air exposure are presented in
Tables 1 and 2.

In the majority of the studies the enhancement of antioxidant
defenses was regarded as an important adaptation to deal with the
recovery/reoxygenation phase from oxygen restriction, in which a
sharp ROS overproduction is expected to occur. The trigger to such
response, however, was unknown and few attempts were made to
explain at the molecular level this phenomenon. If one looks clo-
sely, there are clues that indicate a putative trigger to the increase
in endogenous antioxidant. These clues are the observations of
altered redox balance and increased oxidative stress during low
oxygen stress discussed in the next section.

Not all animals respond to oxygen restriction by increasing
activity/expression of endogenous antioxidants. Examples are
salamanders under anoxia exposure [98], three fish species under
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hypoxia [122], golden gall fly larvae exposed to freezing [102], and
in the fish Heteropneustes fossilis exposed to air exposure [161,162].
Thus, as noted in previous works [84,86], the process of POS is not
a universal adaptive mechanism in animals for dealing with the
stress of low oxygenation. However, POS is present in a great
number of species that evolved under the pressure of low oxygen
stress.

3. Redox imbalance and oxidative stress under low oxygen
stress and metabolic depression

Following the proposal that a “nonradical” messenger would
trigger the activation of endogenous antioxidant defenses [80]
(Fig. 1), there were many observations indicating oxidative stress
and/or a redox imbalance during low oxygen stress and estivation.
The most relevant examples are discussed below for studies on the
stresses of anoxia, hypoxia, freezing, severe dehydration, aerial-
exposure of aquatic animals, and estivation.

3.1. Anoxia

A 1990s study on the free radical metabolism in leopard frogs
(R. pipiens) under anoxia indicated that levels of disulfide glu-
tathione (GSSG) were increased in muscle and liver after 30 h
anoxia exposure [82]. Moreover, the ratio GSSG:GSH-eq was also
increased in muscle after 30 h anoxia and in liver at 10 and 30 h of
anoxia, followed by a decrease in the GSSG:GSH-eq ratio during
recovery. The elevation in this ratio was indicative of redox im-
balance, indicating that GSSG accumulation occurred at 10 and
30 h anoxia. These results were interpreted as a consequence of
diminished capacity of anoxic frogs to recycle GSSG, possibly by a
reduction in the carbon flux via the pentose pathway, that pro-
vides NADPH for glutathione reductase-catalyzed reactions.
However, such interpretation did not explain why GSH was still
being oxidized under anoxia.

Indeed, in the earlier garter snake study (|80]), it was observed
that GSSG levels increased in muscle from animals exposed to

Low Oxygen Stress - The Old Interpretation

Hypoxia

@ ROS production

|“Nou radical” messenger |

==

Antioxidant
Defenses

Fig. 1. The old explanation of how endogenous antioxidants would become en-
hanced in animals exposed to low oxygen stress. Because the formation of reactive
oxygen species was expected to decrease during oxygen deprivation, a “nonradical
messenger” would be responsible for the activation of antioxidants. This explana-
tion was first published in a study with garter snakes exposed to freezing and
anoxia stresses [80] and then referred to by many works in the comparative biology
field.

Oxidation of
biomolecules and
activation of
. antioxidant defenses

ROS

Hypoxia Anoxia Reoxygenation

Time

Fig. 2. Current view of how changes in oxygen availability and ROS levels would
modulate the preparation for oxidative stress. As oxygen concentration declines
from normoxia to anoxia, cellular hypoxia occurs. At some point during the hypoxic
phase, mitochondrial ROS formation increases temporarily. During reoxygenation,
as oxygen concentration rises from anoxia to normoxia (reoxygenation) ROS for-
mation also increases. In both moments, increased ROS levels are expected to cause
oxidative damage and activate antioxidant defenses. Thus, ROS are the signaling
molecules involved in the preparation for oxidative stress. This figure was based on
Welker et al. [225] and on references therein. Note that this figure has no quanti-
tative meaning; it is just an illustrative expression of how ROS generation would
behave during hypoxia/anoxia exposure. Moreover, we cannot predict the specific
pO2 where the burst of ROS should happen—this should vary considerably within
the many animal species that are tolerant to low oxygenation.

anoxia for 10 h, but not in liver and lung. This was explained as a
consequence of the elevation in total glutathione under anoxia.
This increase was possibly due to activation of GSH biosynthesis,
because the GSSG:GSH-eq ratio was maintained and levels of GSH
increased under anoxia in muscle. This interpretation, however,
failed to explain why oxidation of GSH to GSSG increased under
anoxia. Oxidation of GSH by GPX-catalyzed reaction requires H,0,
or other hydroperoxides. How would hydroperoxides still be
available (or formed) in muscle tissue after 10 h under anoxia?
Other intriguing observations were made in a study with marine
gastropods Littorina littorea under anoxia (| 164]) showing that li-
pid peroxidation (determined by two different methods) increased
in foot muscle after 6 days anoxia, returning to control levels
following recovery. No explanation could be given as to how lipids
would undergo peroxidation under anoxia. Recently, it was sug-
gested that there might be an increase in mitochondrial ROS for-
mation during the hypoxic phase that preceded full anoxia ([225]).
Fig. 2 shows a proposed connection between ROS formation under
anoxia/hypoxia exposure and the activation of endogenous anti-
oxidant defenses.

In addition, a Brazilian study with crabs (C. granulata) under 8 h
anoxia showed an increase in lipid peroxidation in hepatopancreas
[43]. Lipid peroxidation was determined by two methods (con-
jugated dienes and TBARS) and in both methods the levels in-
creased after 8 h anoxia and diminished on recovery. The authors
explained this by the presence of residual O, in the internal tissues
after exposure to anoxia, which could trigger ROS formation.
However, the general view in those days was that under hypoxia
there would be less ROS formation. As discussed in more detail in
the following sections, since the late 1990s there are amounting
evidences for increased ROS formation, at least in mammalian
cells, under hypoxia.

3.2. Hypoxia

A Ukrainian study with carps exposed to hypoxia reported an
increase in liver lipid peroxidation, determined as TBARS, while no



68

1128 M. Hermes-Lima et al. / Free Radical Biology and Medicine 89 (2015) 1122-1143

Table 3
Activated antioxidant defenses in response to estivation.

Common name Species Stress Duration Tissue Antioxidant Reference
Giant African snail Achatina fulica Estivation® 28 days Muscle 1 CuZnSOD [187]
Freshwater snail Biomphalaria tenagophila Estivation’ 15 days Hepatopancreas 1 SeGPX 58]
Estivation” 15 days Hepatopancreas 1 SeGPX, GST
Land snail Helix aspersa Estivation” 20 days Hepatopancreas 1 SeGPX, GSH-eq [174]
Winter Muscle 1 SeGPX
Estivation” 20 days Hepatopancreas 1 SeGPX [175]
Summer Muscle 1 GSH-eq
Estivation” Spring 21 days Muscle 1 SeGPX, GPX [155]
Estivation” 21 days Kidney 1 SeGPX, GPX
Spring Muscle 1 SeGPX, GPX
Land snail Helix pomatia Torpor” - Hepatopancreas 1 CAT, GST [156]
Spring Kidney 1 CAT
Torpor” Autumn - Hepatopancreas 1 GST
Torpor" - Hepatopancreas 1 CAT, GR, GST
Winter Kidney 1 CAT
Muscle 1 GPX
Estivation” 21 days Hepatopancreas 1 GST [153]
Estivation* 21 days Muscle 1 SeGPX [154]
Land snail Otala lactea Estivation’ 30 days Hepatopancreas 1 SeGPX, SOD [81]
Muscle 1 CAT, GST, SOD
Apple snail Pomacea canaliculata Estivation” 30 days Hepatopancreas 1 CAT, PRX1 [203]
Estivation” 45 days Soft tissues t Uric acid [65]
Estivation” 45 days Hepatopancreas 1 Uric acid 66]
Kidney 1 Uric acid
Muscle 1 Uric acid
Estivation” 45 days Kidney 1 Uric acid
African lungfish Protopterus dolloi Estivation” 60 days Brain 1 CAT, SeGPX, GR, CuZnSOD, MnSOD [160]
Heart 1 CAT, SeGPX
African lungfish Protopterus annectens Estivation” 6 days Liver t GSTM [125]
Estivation” 6 days Brain 1 Asc, tAsc [30]
Estivation” 180 days Brain 1 SOD1 [90]
Spadefot toad Scaphiopus couchii Estivation® 60 days Kidney 1 CAT, SeGPX [73]
Liver 1 SOD
Muscle 1 GPX, SOD
Striped burrowing frog Cyclorana alboguttata Estivation” 180 days Gastrocnemius 1 Mit-SSC [234]
lliofibularis 1 Cyt-SSC, mit-SSC
Estivation” 120 days Gastrocnemius t GCL, GSTO2, Srxn1 [179]

Parameters in bold indicate maximal enzyme activity, parameters in italics indicate mRNA levels, underlined parameters indicate protein levels. Note that only increased
levels of antioxidant parameters are reported. Even though it is not shown, there are cases in which other antioxidants levels may have been reduced or maintained in the
same situation, species, or tissue. Asc, ascorbic acid; CAT, catalase; cyt-SSC, cytosolic superoxide scavenging activity; GCL, glutamate-cysteine ligase; GPX, glutathione
peroxidase; GR, glutathione reductase; GSH-eq, total glutathione levels (both reduced and disulfide forms); GST, glutathione transferase; mit-SSC, mitochondrial superoxide
scavenging activity; PRX, peroxiredoxin; SeGPX, selenium-dependent glutathione peroxidase (activity toward H,0,); SOD, superoxide dismutase; Srxn, sulfiredoxin; tAsc,

total ascorbic acid (ascorbic acid +dehydroascorbic acid).
@ Estivating animals versus 24 h aroused animals.
b Estivating animals versus control active animals.
¢ Estivating animals versus outdoor control group.
d Estivating animals versus 10 days aroused animals.

changes were observed in brain, kidney, and muscle [ 131]. At that
time, it was expected that low oxygenation would cause a decrease
or no change in lipid peroxidation, since it was assumed that ROS
formation would be lower. In fact, levels of lipid peroxides (mea-
sured as cumene hydroperoxide equivalents by the xylenol orange
method), initial products of peroxidation, decreased in carp liver
and brain under hypoxia [131]. Based on these findings, the au-
thors speculated that nonradical molecules would be responsible
for the activation of antioxidants [129]. However, in their next
publication, an increase in oxidative stress markers was observed
in rotan fish P. glenii exposed to hypoxia [130]. Protein oxidation
(as carbonyl protein) increased in brain, liver, and muscle after 2 to
6 h of hypoxia exposure. Lipid peroxides concentration also in-
creased in brain and liver after 2 h of hypoxia. Based on such
findings, the authors suggested that mitochondrial ROS production
could be increased under hypoxia [130]. This series of publications
by Lushchak et al. illustrates the transition from the idea of a
nonradical messenger (Fig. 1) to the current view of increased ROS
production during oxygen deprivation that the field has gone
through (Fig. 2).

An interesting study by UK researchers showed that ery-
throcytes from carps exposed to hypoxia for 30 days present si-
milar levels of DNA damage when compared to carps exposed to
hyperoxia [149]. This result was obtained using three different
protocols of the comet assay. It is well known that hyperoxia in-
duces ROS formation and oxidative stress; therefore the authors
concluded that ROS formation also increased under hypoxia, pos-
sibly by “electron scape” from the mitochondrial respiratory chain.
Therefore, fish oxidative stress would result from either excess or
diminished oxygen availability. Since 2007-2008, researchers, in
general, studying hypoxia-tolerant animals began to be aware of
the possibility of increased mitochondrial ROS formation under
hypoxia (see [14]).

A study with two species of subterranean mole rats (Spalax
galili and S. judaei) revealed that these hypoxia-tolerant species
have increased constitutive expression levels (mRNA) of many
genes related to antioxidant protection when compared to la-
boratory rats [188]. This observation was interpreted as a way to
counteract the effects of ROS formation under hypoxia: “The per-
manent subterranean lifestyle of Spalax most probably requires
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Common name Species Stress Duration Tissue Oxidative stress Reference
marker
Intertidal blue mussel ~ Mytilus edulis Hypoxia ( < 0.6% air 48 h Gill 1 PC [183])
saturation)
Mediterranean mussel  Mytilus galloprovincialis Hypoxia (20mg O, L™')  24h Muscle 1 TBARS [230]
48 h Muscle 1 TBARS
Antarctic clam Laternula elliptica Hypoxia (2 kPa) 16 days  Gill 1 PC [36]
South African abalone  Haliotis midae Hypoxia (6.74mg O, L~') 30 days Haemocytes 1 Tail DNA [223]
Baltic amphipod Monoporeia affinis Hypoxia (30-34% air 5-9 days Whole body 1 TBARS [69]
saturation)
| poreia affinis Cc Hypoxia (16-20% air 4 days Whole body 1 GSSG(%), TBARS [70]
sediment saturation)
Common carp Cyprinus carpio Hypoxia (0.9mg O, L") 55h Liver 1 TBARS [131]
Hypoxia (18 mg O, L~') 30 days Erythrocytes 1 Tail DNA [149]
Longsnout seahorse Hippocampus reidi Hypoxia (1.5mg O, L") 8h Erythrocytes 1 Tail DNA [150]
Piapara fish Leporinus elongatus Hypoxia (1.92mg 0, L~') 14 days Blood t GSSG [227]
14 days  Liver 1 GSSG, TBARS
Hypoxia (3.91mg 0, L~') 7 days’ Blood 1 GSSG
7 days®  Liver 1 GSSG
Chinese sleeper Perccottus glenii Hypoxia (04mg O, L™') 2h Brain 1 LOOH [130]
2h Liver 1 LOOH, PC
6h Brain 1 PC
6h Liver 1 LOOH, PC
6h Muscle 1PC
10h Brain 1 PC, TBARS
10h Liver 1t PC
10h Muscle 1 PC
Gilthead sea bream Sparus aurata Hypoxia (28mg O, L™') 6h" Liver 1 TBARS [166]
Brown mussel Perna perna Air exposure 24h Gill 1 8-oxodGuo, TBARS  [4]
24h Hepatopancreas 1 TBARS
False king crab Paralomis granulosa Air exposure 3h Gill 1 PC [185]
6h Gill 1 PC
6h Hepatopancreas 1 LOOH
12h Gill 1 PC
12h Hepatopancreas 1 LOOH
24h Gill 1 PC
24h Hepatopancreas 1 LOOH
24h Muscle t LOOH
Asian catfish Heteropneustes fossilis Air exposure 3h Brain 1 PC, TBARS [161]
6h Brain 1 PC, TBARS, H,0;
12h Brain 1 PC, TBARS, H202
18h Brain 1 PC, TBARS, H,0,
3h Muscle 1 TBARS, H,0, [162]
6h Muscle 1 PC, TBARS, H20,
12h Muscle 1 PC, TBARS, H,0,
18h Muscle 1 PC, TBARS, H,0,
Goldenrod gall fly Eurosta solidaginis Freezing 24h Whole body 1 GSSG, GSSG(%) [102]
Wood frog Rana sylvatica Freezing 24h Brain 1 GSSG, GSSG(%) [101]
Kidney 1 GSSG, GSSG(%)
Leopard frog Rana pipiens Dehydration 90h Liver 1 GSSG, GSSG(%) 83]
Common periwinkle Littorina littorea Anoxia 6 days Hepatopancreas 1t GSSG [164]
Muscle 1 CD, LOOH
Estuarine crab Chasmagnathus granulata Anoxia 8h Hepatopancreas 1 CD, TBARS [43]
Leopard frog Rana pipiens Anoxia 30h Liver 1 GSSG, GSSG(%) [82]
Muscle 1 GSSG, GSSG(%)
Red-eared slider Trachemys scripta elegans Anoxia 20h Liver 1 GSSG, GSSG(%) [228]
Garter snake Thamnophis sirtalis parietalis Anoxia 10h Muscle 1 GSSG [80]
Land snail Helix aspersa Estivation® 20 days Hepatopancreas 1 GSSG, LOOH, TBARS [174]
Winter Muscle t+PC
Land snail Helix pomatia Torpor’ Autumn - Kidney 1 TBARS [156]
Torpor” Winter - Muscle 1 TBARS
Land snail Otala lactea Estivation* 30 days Hepatopancreas 1 GSSG, GSSG(%) [81]
30 days Muscle 1 GSSG, GSSG(%)
Apple snail Pomacea canaliculata Estivation’ 45 days  Soft tissues 1 TBARS [65]
Estivation® 45 days  Kidney 1 TBARS 166])
Estivation* 45 days  Kidney 1 TBARS
Muscle t TBARS
African lungfish Protopterus dolloi Estivation® 60 days  Brain 1 Nitrotyrosine [160]
Striped burrowing frog Cyclorana alboguttata Estivation” 180 days lliofibularis 1 PC [234]
Spadefot toad Scaphiopus couchii Estivation’ 60 days Gut 1 CD, GSSG, GSSG(%) 73]
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Table 4 (continued )

Common name Species Stress Duration Tissue Oxidative stress Reference

marker

Heart 1 CD, GSSG, GSSG(%)

Kidney 1 CD, GSSG(%)

Liver 1 CD, GSSG(%),
LOOH

Lung 1 GSSG(%)

Muscle 1 CD, LOOH

Note that only increased levels of oxidative stress markers are reported. Even though it is not shown, there are cases in which other oxidative stress markers levels may have

been reduced or maintained in the same situation, species, or tissue. 8-oxodGuo, 8-0x0-7,8-dihydro-2'-dec

ysine; CD, conj! d dienes; GSSG(%), ratio between

disulfide glutathione and the total pool of glutathione; GSSG, disulfide glutathione; LOOH, lipid hydroperoxides; PC, protein carbonyl; Tail DNA, DNA damage assessed by the

COMET method; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.

* Fish were exposed first to 1.92 mg O, L' for 14 days, then a group of fish were subsequently exposed to 3.91 mg O, L~ for 7 days more.
b Water aeration was discontinued and within 1 h oxygen concentration reached 2.8 mg 0, L' (from 7.1 mg O, L~ "). Once 2.8 mg O, L~ was reached it was kept

constant for 3 or 6 h more.
¢ Estivating animals versus 24 h aroused animals.
d Estivating animals versus control active animals.

constant protection against hypoxia-generated ROS injury. If O>
tension suddenly drops even more, e.g. by flooding of the soil in the
rainy season (Shams et al., 2005), immediate prophylactic protection
by high antioxidant levels is required” [ 188]. As far as we know, this
is the first study in comparative biology to treat increased ROS
formation during hypoxia as an assured phenomenon. Accord-
ingly, the idea that mitochondrial ROS formation is increased un-
der hypoxia in mammalian cells is presented in the 2008 edition of
the Lenhinger textbook.

3.3. Air exposure

Aerial exposure of aquatic animals, that causes functional hy-
poxia to internal tissues, has been the subject of many studies [64].
Many water-breathing sessile animals are periodically subjected to
air exposure as a consequence of tidal height variations. In this
context, bivalves compose a group of extensively studied animals.
Mussels Perna exposed to air for 18 h showed 1.5-fold increase in
hepatopancreas GST activity [4]. Moreover, when the same species
was exposed to air for 24 h increased lipid peroxidation (as TBARS)
in gills and hepatopancreas was observed. They also had increased
DNA damage in gills measured as levels of 8-oxodGuo [4]. The
authors originally proposed the idea (quoted below) that increased
mitochondrial ROS formation during hypoxia would modulate
antioxidant defenses in mussels. This was the first biochemical
explanation by which the POS process functions and was also
discussed in following publications [3,5].

The decrease in cytochrome oxidase V,,q during hypoxia is re-
sponsible for an increase in mitochondrial redox state (Chandel
and Schumacker, 2000), which, in turn, accelerates ROS genera-
tion during hypoxia, triggering the activation of different tran-
scriptional factors involved in numerous cellular hypoxia re-
sponses. Despite its modulator effect, such increase in ROS pro-
duction would be also accounted for increases in lipid and DNA
damage in cells.

As in mussels, stone crabs Paralomis granulosa exposed to air
for 3 to 24 h presented increased protein oxidation in gills, mea-
sured as carbonyl protein, while no changes happen in muscle or
hepatopancreas | 185]. Moreover, lipid peroxidation, determined as
levels of lipid peroxides, increases in muscle and hepatopancreas
after 6 to 24 h of aerial exposure. This indication of increased ROS
formation could be a trigger for regulation of several antioxidant
enzymes in the tissues of P. granulosa.

In cnidarians, the air exposure of corals Veretillum cynomorium
for 2.5h resulted in no change in TBARS levels, but a sharp

increase (by 10-fold) in TBARS levels occurs after 30 min re-
immersion [211]. Catalase and GST activities increased during air
exposure, and SOD activity shows no changes. Interesting, catalase
and GST activities returned to control levels on reimmersion, while
SOD activity increased on reimmersion. Despite a probable ROS
overgeneration on return to water, an increase in ROS of smaller
magnitude may have happened under air exposure, inducing
catalase and GST without an increase in oxidative damage.

34. Freezing and dehydration

In the mid-1990s, a Canadian study |[101] described the alterations
in the redox metabolism in a cycle of freeze and thaw in the wood frog
R. sylvatica. The main observation was the increase in GPX activity in
several tissues (muscle, liver, kidney, brain, and heart) after 24 h of
freezing exposure at —2.5 °C. Overall lipid peroxidation levels (de-
termined as TBARS and total lipid peroxides) remained stable in all
tested tissues after thawing (30 min, 90 min, and 4 h). Moreover, GSSG
levels remained stable after 24 h thawing in five tissues. It was con-
cluded that thawing would cause no oxidative stress because tissues
had increased antioxidant capacity during freezing, in a way to pre-
pare tissues for potentially deleterious effects of ROS. This was in
agreement with previous observations in garter snakes under freezing
stress [80]. However, a couple of observations indicated a redox im-
balance in kidney and brain during freezing in wood frogs: the in-
crease in GSSG levels and GSSG:GSH-eq ratio. These changes were not
observed in muscle, liver, and heart. The unexpected increases in GSSG
and GSSG:GSH-eq ratio were interpreted by the authors as a con-
sequence of reduced capacity (due to hypometabolism) for glutathione
recycling [101], the same explanation presented in the study with
leopard frogs under anoxia [82]. Alternatively, we can currently con-
sider that an increase in ROS formation during freezing could cause
GSH oxidation to GSSG in the two frog organs (kidney and brain), even
though this was unable to induce lipid peroxidation.

Severe dehydration is a condition that resembles the effect of
freezing on internal organs. Dehydration-tolerant anurans may
endure up to 60% loss of body water. The consequences of this
condition are reduced blood volume and increased blood viscosity,
which induces a severe loss in aerobic cardiovascular capacity,
including a decline in pulse rate and oxygen consumption.
Therefore, internal organs become hypoxic during severe dehy-
dration. Restoration of body fluids in dehydrated anurans is
comparable to reoxygenation/reperfusion, in which an increase in
ROS formation would be expected [84,36].

The observed increase in the activity of antioxidant enzymes in
liver and muscle (and levels of hepatic GSH) during severe dehy-
dration (50% body water loss) in leopard frogs was considered a
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preventive process to counteract the effects of ROS during rehy-
dration [83]. As in the case of freezing, ROS formation was sup-
posed to be decreased only during dehydration, due to the hy-
poxic/ischemic condition. However, levels of GSSG in liver, as well
as the GSSG:GSH ratio, increased during dehydration by 80-90%.
These results were regarded as a failure in the GSSG recycling
mechanism, as in the case of wood frogs under freezing or leopard
frogs under anoxia. On the other hand, this redox imbalance in
liver could be (from the current point of view) a sign for increased
ROS formation during severe dehydration.

In summary, there is a wide range of species that had signs of
redox imbalance and increased levels of oxidative markers when
exposed to low oxygen stress (anoxia, hypoxia, air exposure,
freezing, and dehydration). In most cases, these observations were
somehow unexpected due to the lack of O, availability. Thus, due
to the assumption of an assured reduction of ROS formation during
oxygen restriction, the perturbations in redox balance parameters
as well as the increases in oxidative stress markers (Table 4) were
left without explanation or explained by “nonradical” hypotheses.
It was not until 2005 [4] that an explanation different from the
idea of a “nonradical” messenger was made and set the base for a
more comprehensive explanation of the POS.

4. Estivation

Another adaptation to stressful environmental conditions that
is related to modulation of the antioxidant capacity is estivation in
snails, fish, and anurans. Estivating land snails O. lactea deeply
depress their metabolic rate and continue to rely on aerobic cat-
abolism. As a result of the dormancy phenotype, oxygen partial
pressure decreases in the hemolymph of estivating snails [9]. Thus,
mitochondrial respiratory chain may function at “low speed” due
to restricted provision of NADH and/or FADH, in a hypoxic in-
tracellular environment. Therefore, in the mid-1990s, it was con-
sidered that mitochondrial ROS formation would be low under
estivation [85]. On the other hand, there is a bout in oxygen
consumption [88] that could increase mitochondrial ROS forma-
tion and oxidative stress during early moments of arousal.

The activities of several antioxidant enzymes in O. lactea in-
crease after 30 days estivation [81]. This occurs with total SOD and
GPX in hepatopancreas and total SOD, catalase, and GST in foot
muscle, which could be a preparatory mechanism to control oxi-
dative stress during arousal. Moreover, lipid peroxidation (as
TBARS) increased in hepatopancreas during the first minutes of
arousal. It was suggested that the enhanced antioxidant capacity
during estivation functioned in a way to minimize such oxidative
stress during arousal (few years after this study, the concept of
“preparation for oxidative stress” was proposed [85]).

This adaptive mechanism was also reported for land snails Helix
aspersa, because GPX activity increased in hepatopancreas and foot
muscle (by 2- to 3-fold) during 20-day estivation [174]. Levels of
GSH increased during estivation in hepatopancreas, but not in foot
muscle, suggesting that GSH biosynthesis increases during snail
estivation. Furthermore, the GSSG:GSH-eq ratio increased in hepa-
topancreas during the first moments of arousal, indicating that
arousal promotes redox imbalance. Levels of TBARS did rise in he-
patopancreas when comparing snails active for 5 min versus
30 min. The increase in GSH and GPX levels was regarded as an
adaptation to minimize oxidative stress just during arousal, but not
during estivation. The same conclusion was made for a study on
estivation of the aquatic snail Biomphalaria tenagophila in which an
increase in GPX activity occurred at 15 days estivation [58].

It was proposed in the studies cited above that during estivation
ROS production would be decreased, and that an alternative “non-
radical” mechanism would activate antioxidant defenses. However,

when reexamining these studies, a number of evidences indicate
that ROS formation increases in estivating snails, compared to active
snails. In the case of O. lactea, the increase in GSSG levels in hepa-
topancreas and foot muscle and the increase in GSSG:GSH ratio in
foot muscle alone during estivation [81] are evidences of a redox
imbalance. The hypoxic condition in between breaths in O. lactea, as
well as the increase in oxygen input during breaths, could increase
mitochondrial ROS formation during estivation.

In the case of H. aspersa, there is clear evidence for increased
ROS formation and consequent oxidative stress during estivation,
even though this was not concluded in the original article. When
compared to aroused active snails, estivating animals had increased
TBARS and lipid peroxides levels in hepatopancreas, increased car-
bonyl protein levels in foot muscle, and increased GSSG con-
centration in hepatopancreas [174]. These findings strongly suggest
that oxidative stress increases during 20-day winter estivation in H.
aspersa. No changes in markers of oxidative stress and redox bal-
ance happened in summer estivation in this snail species [175].

In addition, a Polish study on Helix pomatia revealed an in-
crease in lipid peroxidation (determined as TBARS) in muscle and
kidney, but not in hepatopancreas, during winter torpor. Moreover,
these land snails increase their enzymatic antioxidant activities,
especially catalase and glutathione-related enzymes during torpor
[156]. The results obtained with H. pomatia in the field roughly
agree with those from estivating O. lactea and H. aspersa per-
formed in the laboratory.

The upregulation of antioxidant proteins, such as catalase and
thioredoxin peroxidase, as well as some chaperones (small heat shock
protein and protein disulfide isomerase), was also reported in the
freshwater apple snail Pomacea canaliculata after 30 days of estivation
[203]. Furthermore, other authors also found increased TBARS con-
centration in total soft tissue or in foot and kidney, indicating oxidative
stress in apple snails after 45 days of estivation at 23-25 °C [65,66).
Under these conditions uric acid was possibly used as nonenzymatic
antioxidant in hepatopancreas and kidney [66]. Furthermore, when
metabolic depression was induced at 13 °C these snails showed an
increase in both TBARS concentration (in hepatopancreas, kidney and
foot) and in antioxidant defenses (SOD and GSH) in foot muscle [68].

Estivation and oxidative stress were also investigated in anur-
ans. The first study analyzed desert spadefoot toads Scaphiopus
couchii and compared animals that had been estivating for
2 months with active animals [ 73]. The majority of the activities of
antioxidant enzymes and concentrations of GSH were decreased in
several tissues of toads under estivation (exceptions are shown in
Table 3). Moreover, in most organs lipid peroxidation parameters,
as well as GSSG:GSH ratio increased during estivation (Table 4).

A study with the striped burrowing frog Cyclorana alboguttata
showed that superoxide scavenging capacity (possibly SOD activ-
ity) increased in both iliofibularis and gastrocnemius muscles
during estivation. Carbonyl protein levels increased in the iliofi-
bularis muscle, but not in the gastrocnemius muscle, after
6 months of estivation [234]. Another study with these animals
showed that the mRNA levels for glutamate cysteine ligase reg-
ulatory subunit and glutathione transferase omega 2 increased
after 4 months of estivation | 179]. Furthermore, H,0, formation by
permeabilized gastrocnemius frog muscle was decreased after
4 months estivation, while it remained unchanged in cardiac
muscle when compared to muscles from active controls [178].
These observations as a whole indicate that there is a response of
the redox metabolism (ROS formation, oxidative damage, and
expression of antioxidants) during estivation in green-striped
frogs and such response is dependent on muscle type.

In the case of lungfish Protopterus dolloi increased activity/protein
levels of antioxidant enzymes were observed in brain (MnSOD,
CuZnSOD, catalase, and GR) and heart (GPX) after 60 days of estiva-
tion. However, there was no increase in the levels of indicators of
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oxidative stress, except for nitrotyrosine levels in brain [160]. Because
the ratio GSSG:GSH was not measured, one cannot conclude if a redox
imbalance took place during estivation of P. dolloi.

Similar to what was observed for low oxygen stresses there are
many examples of estivating animals that had increased oxidative
stress markers, and enhanced antioxidant defenses. These ob-
servations indicate that ROS generation increases at some point of
estivation in anurans, gastropods, and lungfish. Such increase in
ROS production would in turn trigger mechanisms that would
ultimately result in increased expression of endogenous anti-
oxidants. ROS-mediated activation of Nrf2 and FoxO1 transcription
factors [135,136,179] could be one of these mechanisms.

5. Mechanisms of ROS formation under hypoxia—Evidence in
mammalians and invertebrates

The effects of hypoxia on mammalian models have been long
and extensively studied under the premise that ROS production is
directly proportional to oxygen concentration. But it was not until
the early 1970s, with the radiobiological studies by Hall [75], that
we find the first reports providing a deeper insight on the levels of
free radical production under limiting oxygen conditions. Rao et al.
[176] later reported that coronary occlusion elicited a 55% increase
in free radical levels in dog ventricular tissue when compared to
normoxia. Such observations constituted a key finding that opened
a completely new perspective on what was known at the time on
ROS formation under limited oxygen concentrations and set the
bases for later works.

The impact of the earlier works by Rao et al. [176] is demon-
strated by the growing number of studies showing similar in-
creases in ROS on hypoxic exposure in a wide diversity of

Table 5

mammalian cell lines, cells types, and tissues (Table 5). Rao et al.
[176] measured free radical formation through electron spin re-
sonance, so far the only analytical method for direct detection of
free radicals [134], but the theory of increased ROS formation
under hypoxia has also been widely supported by data obtained
using fluorescent-specific probes for detecting ROS. Imaging cel-
lular events is by no means an easy task, and much controversy
has arisen on the use of such techniques [106,61]. Further studies
have, however, confirmed hypoxic ROS production through the
application of RNA interference techniques in conjunction with the
use of protein-based fluorescence resonance energy transfer
(FRET) sensors (HSP-FRET). Guzy et al. [74] applied such a ratio-
metric probe, consisting of the fusion of two fluorescent peptides
(one yellow, YFP, and one cyan, CFP) linked to a redox-sensitive
bacterial heat shock protein, to provide further direct and reliable
evidence for increased ROS formation in the cytosol under
hypoxia.

Diving mammals such as whales or seals constitute a valuable
model in the study of the physiological effects of hypoxia-reox-
ygenation events. These animals are obliged to make subsequent
dives in order to feed, exposing themselves to cyclic bouts of
ischemia and reperfusion and the negative consequences that the
later entails. Vazquez-Medina et al. [219] have recently reviewed
the current knowledge regarding how such diving species are able
to avoid oxidative damage. This and similar reports led the authors
to hypothesize that hypoxia-induced ROS production in diving
mammals may be involved in the induction of antioxidant me-
chanisms and other protective pathways relevant for hypoxic
adaptation. This would occur through the activation of HIFs (e.g.,
[103], reviewed by [235]), heterodimeric transcription factors pre-
sent in the cytoplasm which through their activation a wide variety
of hypoxia adaptive cell responses are regulated [113,189,190,26].

Examples of works reporting hypoxia-induced increase in reactive oxygen species production.

Measurement Animal Tissue or cell Method 0, (%) Average A (hypoxia vs nor- Duration (min) Reference
model moxia) (%)
FR Dog Ventricular tissue EPR na 54.5 15 [176]
FR Rat Ventricular tissue EPR na 56.5 10 [139]
ROS Chick Cardiomyocytes Fluorescence (DCFH-DA) 1.9 150 10 [218])
ROS Chick Cardiomyocytes Fluorescence (DCFH-DA) 1 300 15 [54]
ROS Chick Cardiomyocytes Fluorescence (DCFH-DA) 1 1100 120
ROS Human Hep3B cells Fluorescence (DCFH-DA) 1 300 30 [26]
ROS Rat Pulmonary artery smooth muscle  Fluorescence (DCDHFH- 16 500 60 [110]
cells DA)
ROS Rat Pulmonary artery smooth muscle  Fluorescence (DCDHFH- 16 165 10
cells DA)
ROS Rabbit Intrapulmonary artery smooth Fluorescence (DCFH-DA) 1 85 60 [159]
muscle cells
0y~ Guinea pig Ventricular tissue Fluorescence (DHE) na 35 1 [109]
0y Guinea pig Ventricular tissue Fluorescence (DHE) na 95 20
ROS Human A549 cells Fluorescence (DCFH-DA) 1 50 120 [71]
ROS Human HepG2 cells Fluorescence (DCDHFH- 1 200 1440 [33]
DA)
ROS Human Umbilical vein endothelial cells Fluorescence (C-DHFH- 6.3 15 30 [141)
DA)
ROS Mouse Lung tissue Fluorescence (RoGFP) 15 58 5 [47]
0y Cow Aortic endothelial cells Fluorescence (DHE) 1 360 10 (87]
0~ Human EA.hy926 cells Fluorescence (DHE) 1 300 10
ROS Cow Aortic endothelial cells Fluorescence (C-DCFH- 1 450 30
DA)
0y~ Human EA.hy926 cells Fluorescence (Mito-HE) 1 100 10
0y Cow Aortic endothelial cells Fluorescence (Mito-HE) 1 427 10
0y~ Mouse C57 cells Fluorescence (DHE) 1 300 10
0y Mouse C57 cells lacking functional Fluorescence (DHE) 1 100 10

OXPHOS

C-DCFH-DA, carboxydichlorofluorescein diacetate; C-DHFH-DA, carboxydihydrofluorescein diacetate; DCDHFH-DA, dichlorodihydrofluorescein diacetate; DCFH-DA, di-
chlorofluorescein diacetate; DHE, dihydroethidium; DHFH-DA, dihydrofluorescein diacetate; EPR, electron paramagnetic resonance; Mito-HE, mitohydroethidine; n.a. not

available.
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A great body of information also comes from the field of car-
diology and what it is currently known as “ischemic pre-
conditioning” (IPC), that is, the process by which subsequent is-
chemic-reperfusion events increases cell resistance [148]. The
involvement of ROS in IPC has been demonstrated through indirect
means, such as through the use of antioxidants (which reduce the
cardioprotective effects of IPC) [208] and prooxidants (which un-
der normoxia induced IPC-like protection as shown by Baines [7]
or Vanden Hoek et al. [218].

But when does such a ROS increase occur in mammalian cells?
Reports agree that this ROS peak can occur only some minutes
after the hypoxic insult. Recent investigations conducted on bo-
vine and human endothelial cells under acute hypoxia (1-2% 0O3)
showed that ROS formation peaks around 10-20 min of hypoxic
exposure [87], agreeing with previous studies (Table 5). In contrast
to mammalian cells, fewer studies have assessed ROS production
in animals that are naturally exposed to low oxygen stress. A study
using in vivo staining with the nonspecific ROS detector C-
H,DFFDA, evidenced that the marine platyhelminthes Macro-
stomum lignano ROS formation follows the typical oxygenation-
dependent pattern [182]. However, superoxide formation (DHE
staining) remained constant across oxygenation conditions (ran-
ging from hyperoxia (40 kPa) to near-anoxia), and only reox-
ygenation caused a 2-OH-E':DHE ratio increase. Even though
these contrasting results are difficult to interpret, this work was
the first in comparative biology to demonstrate that superoxide
formation under near-anoxia remains unchanged in comparison to
normoxia and suggests that it could be contributing as a signaling
mechanism in hypoxic acclimation.

Another study by the same group evidenced that, in the hy-
poxia-tolerant mussel Mytilus edulis, levels of carbonyl proteins in
gills increase after 48 h under near-anoxia ( < 0.6% air saturation)
even though ROS formation decreases (as determined ex vivo by
DHE and C-H,DFFDA staining) |183]. Shorter periods of near-an-
oxia exposure were not assessed, but it is possible that ROS pro-
duction increases in gill tissues before the investigated 48 h time
point. Indeed, as discussed above, increased ROS formation occurs
during the first 10-20 min from the onset of hypoxia exposure in
mammalian cells, decreasing after that period [87]. Future quan-
tification of ROS at shorter incubation times might help verify if, as
observed in mammalian cells, increased ROS formation under
hypoxia also applies to invertebrates.

It is also of major interest to review the current knowledge
related to the molecular mechanism of hypoxic ROS production
since most of the results come from mammalian cell studies. It is
within mammalian cells that it is long known that mitochondria
produce ROS [100] and that mitochondria are the main ROS pro-
ducers (e.g., [18,217]). Thus, many works have attempted to de-
termine the exact source of the hypoxia-induced ROS formation.
Both pharmacological and genetic methods have been extensively
applied, the later being mostly related to the analysis of the acti-
vation of HIFs. Chandel et al. [26] demonstrated in Hep3 cells that
functional mitochondria are necessary to produce the hypoxia-
induced ROS that are required for IPC. This is expected, since as the
same author correctly points out, other ROS-regenerating systems
such as cytochrome P450 or NADPH oxidase would decrease ROS
production under hypoxic conditions. In a more recent study,
Hernansanz-Agustin et al. [87] further demonstrated that the hy-
poxia-derived ROS largely requires a mitochondrial oxidative
phosphorylation system. But where exactly are such ROS pro-
duced? Complexes I, II, and III are the main mitochondrial sources
of Oy~ [171,217]. Located in the inner side of the inner mi-
tochondrial membrane, complexes I and Il generate O," which is
released in the mitochondrial matrix. Complex III, on the other
hand, is a transmembrane complex, and, thus, not only generates
0,"" in the matrix but also to the intermembrane space from

where they can be carried to the cytoplasm via voltage-dependent
anion channels [76] and be potentially available for HIF activation
and participation in other signaling pathways. Even though the
exact mechanism through which mitochondrial ROS are involved
in HIF activation is not established, the important role of complex
Il must be highlighted. This has been further supported by several
other groups working with a variety of cells lines (e.g.,
[12,74,138,224]). Chandel et al. [26] proposed that this occurs due
to an accumulation of electrons in the proximal areas of the re-
spiratory chain and their further leakage to form O,"~ when there
is limited oxygen available to the terminal cytochrome c oxidase.
Later, studies allowed the refinement of such model and suggested
that, under hypoxia, the mitochondrial complex IIl suffers a con-
formational change that would facilitate the interaction between
0, and ubisemiquinone, resulting in an increase of O,"~ formation
| 74]. Others also consider complex II as relevant for ROS formation
during hypoxia exposure [ 159]. It was proposed that this complex
switches its catalytic activity from succinate dehydrogenase to
fumarate reductase at diminished oxygen levels. This would not
only cause succinate to accumulate but additionally will cause ROS
generation because fumarate reductase has been demonstrated to
be a powerful O," generator (e.g., [94,140,216]). This change in
complex Il would then be modulating the directionality of the
electron flow because not only O, would be the final electron
acceptor but also fumarate [34]. Further research is required to
consolidate knowledge on the role of each of the mitochondrial
complexes in the induction of hypoxia adaptation across the dif-
ferent tissues and cell models.

6. Redox sensitive transcription factors and low oxygen stress

The description of transcription factors that regulate the ex-
pression of genes coding for antioxidant proteins in animals ex-
posed to low oxygen stress is limited. A strong indication that a
transcription factor acts in any particular gene is the presence of a
consensus binding sequence for such specific factor in the pro-
moter region of the gene. In this case, the promoter region of the
gene must be known. Data about the promoter sequences of the
antioxidant genes from the organisms cited in the present review
are scarce. Therefore, the evidence of the action of any particular
transcription factor on the induction of antioxidant defense genes
in the animals discussed herein is rather indirect.

The nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) reg-
ulates genes involved in the biosynthesis of glutathione and
NADPH as well as genes coding for CuZnSOD, peroxiredoxin,
thioredoxin, GPXs, and GSTs [112,115,207,25,8,96]. Its stability and
activity can increase on exposure to H,0, through oxidation of its
inhibitory protein Keap1 [62]. Nrf2 also controls a number of genes
involved in intermediate metabolism that may also contribute to
survival under reduced oxygen tensions [78]. In the African clawed
frog X. laevis, the exposure to dehydration resulted in increased
expression of GST isoforms in several organs [135]. GST-P1 was
induced in liver, heart and skin by 2- to 9-fold, whereas GST-M1
and GST-M3 increased in muscle, kidney, and skin. These results
were related to increased Nrf2 expression at both protein and
mRNA levels [135].

The protein p53 is reported to control the expression of MnSOD
and GPXs [133,209]. Both up- and downregulation of antioxidant
gene expression can result from p53 action depending on its in-
tracellular concentration [49]. This protein may also provide an-
tioxidant protection under hypoxia by upregulating the mi-
tochondrial glutaminase 2 (GSL2) gene. Glutaminase 2 catalyzes
the hydrolysis of glutamine to glutamate, which is a precursor of
GSH. Activation of p53 increases the level of glutamate and GSH
and decreases ROS levels in cells in vitro. In addition, the human
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GSL2 gene contains a p53 consensus DNA-binding element and
this element may also be present in the GSL2 gene from other
organisms [93].

The hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) is the main transcription
factor involved in the response to hypoxia. The role of HIF in an-
imal adaptation to hypoxia has been the subject of numerous
studies since the 1990s [92]. There is an indication that HIF-1
regulates the expression of GPX3 in human plasma [15]. HIF-1
subunits have been cloned from some nonmammalian species,
including shrimp, oyster, and fish [146,168,192]. A putative HRE
has been located in intron 2 of the lactate dehydrogenase B gene
from the killifish Fundulus heteroclitus. Putative HREs may also be
present in the genes coding for F. heteroclitus antioxidant enzymes
[177]. This indicates that HIF-1 or its homologs may be involved in
mediating the effects of environmental hypoxia in other animals.

The genes coding for MnSOD and catalase are direct transcrip-
tional targets of forkhead box O (FoxO) transcription factors [ 116,72].
The role of FoxOs in the induction of antioxidant defenses has been
demonstrated in studies in species facing low oxygen stress. The
liver of African clawed frogs, X. laevis, exposed to dehydration had
increased FoxO1 abundance in nucleus, increased FoxO1 DNA
binding activity, and reduced levels of phosphorylated FoxO1 [136].
This activation of the FoxO1 pathway was related to the increase of
two antioxidant enzymes, MnSOD and catalase, at both protein and
mRNA levels in the liver [ 136]. Furthermore, activation of FoxO1 and
FoxO3 transcription factors has been also demonstrated in the an-
oxia-tolerant turtle Trachemys scripta elegans [119].

The influence of NF-xB proteins on ROS levels occurs via in-
creased expression of MnSOD, CuZnSOD, GST, and GPX [147]. In
mice neonatal cardiac myocytes and adult myocardial endothelial
cells the migration of NF-xB and AP-1 to the nucleus is associated
with increased enzyme activity and amount of MnSOD protein
under conditions of anoxia/reoxygenation preconditioning. The
mouse MnSOD gene contains putative bind sites for NF-xB and AP-
1 in its promoter region. The use of NF-xB and AP-1 artificial in-
hibitors indicates a direct action of these transcription factor on
MnSOD gene expression [186].

An explanation was proposed on how antioxidant enzymes are
increased under conditions of low oxygen availability [225,3]. The
proposal assumes that ROS formation increases during hypoxia in
aquatic animals, and that such increased ROS formation would
activate transcriptional factors that regulate the expression of
antioxidant enzymes. Candidate transcription factors are Nrf2,
p53, HIF-1, NF-xB proteins, and FoxO proteins (Fig. 3). Herein, we
expand the idea on the role of such transcription factors in animals
during estivation and situations of low oxygen stress, including
freezing and dehydration in both terrestrial and aquatic species. In
another section, the role of ROS-derived electrophiles in the acti-
vation of transcription factors will also be considered.

7. Is there a role for post translational modifications of anti-
oxidant enzymes during low oxygen stress?

In addition to transcription factors, post translational modifica-
tion of proteins is a mechanism for regulating protein function with
the advantages of being rapid and ATP-inexpensive, meeting the
conditions of hypometabolism. Indeed, protein phosphorylation has
been shown to regulate the activity of enzymes involved in energy
metabolism in animals under low oxygen stress, for example, ar-
ginine kinase and glutamate dehydrogenase in crayfish under se-
vere hypoxia [40,41], lactate dehydrogenase in turtles under anoxia
[232], and creatine kinase and hexokinase in frogs exposed to
freezing conditions [50,52]. Moreover, there are evidences that re-
versible phosphorylation and other post translational modifications
are mechanisms that control the activity (in terms of Vi.x) of
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Fig. 3. The general proposed mechanism used by organisms to tolerate estivation
or low oxygen stress. Low oxygen stress includes hypoxia (including anoxia),
freezing, aerial exposure of water-breathing animals, and severe dehydration. The
hypoxic nature of such stresses leads to mitochondrial ROS overproduction that
causes oxidative damage to biomolecules and activates redox-sensitive transcrip-
tion factors (FoxO, Nrf2, p53, HIF-1a, and NF-xB). These transcription factors pro-
mote activation of antioxidant defenses (such as catalase, SOD, glutathione trans-
ferase, glutathione peroxidase, thioredoxin, and peroxiredoxins). Mitochondrial
ROS overproduction might also promote post translational modification of anti-
oxidant enzymes. Activation of antioxidant defenses may function as a negative
feedback and reduce ROS levels.

antioxidant enzymes. However, only one study has analyzed the
specific role of post translational regulation of an antioxidant en-
zyme in animals under low oxygen stress [42]. The altered ROS
production in organisms under low oxygen stress could trigger
signaling pathways leading to post translational modifications of
antioxidant enzymes and related proteins.

Protein phosphorylation is widely recognized as a post trans-
lational modification that modulates the activity of enzymes in
general. In addition to the switch on and off effect, by the action of
kinases and phosphatases on proteins, reversible phosphorylation
may also alter enzyme properties and the interaction between
enzymes and other proteins [197]. Although not an antioxidant
enzymes itself, glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) is an
important enzyme that fuels glutathione and thioredoxin systems
by producing reducing potential in the form of NADPH. Reversible
phosphorylation regulates G6PDH enzymatic properties in re-
sponse to hypometabolism in land snails [ 173], to freezing in wood
frogs [51], and to anoxia in periwinkles [120]. Snails estivating for
10 days have higher levels of phosphorylated G6PDH resulting in
increased G6PDH activity in comparison to active animals [173].
On the other hand, phospho-G6PDH levels are reduced in wood
frogs exposed to freezing conditions for 24 h, leading to a reduced
affinity for its substrates in the frozen state [51].



75

M. Hermes-Lima et al. / Free Radical Biology and Medicine 89 (2015) 1122-1143 1135

Regarding antioxidant enzymes, H,0,-related enzymes (cata-
lase, glutathione peroxidase, and peroxiredoxins) have been
shown to have their activities regulated by phosphorylation in
response to oxidative stress mediated by H,0, in mammalian cells
[180]. Two important tyrosine kinases c-Abl and Arg are activated
on H,0, treatment and phosphorylate catalase [20] and GPX1 [21],
leading to increased activities. Phosphorylation of several perox-
iredoxins occurs in vitro and this modification leads to reduced
activity of peroxiredoxin I, which is phosphorylated in vivo [27].
The antioxidant-related enzymes glutamate-cysteine ligase (GCL)
and glutathione transferase P1 (GSTP1) are also subject to re-
versible phosphorylation. While GCL has its activity reduced [204],
GSTP1 presents higher catalytic efficiency when phosphorylated
by different kinases [124,157,191]. Phosphorylation has also been
reported to regulate MnSOD activity in vivo and in vitro in mam-
malian cells exposed to radiation, in such a manner that phos-
phorylation by CyclinB1/Cdk1 increases its activity [19].

In addition to reversible phosphorylation, antioxidant proteins
are targets of other covalent modifications that may alter their ac-
tivities, including acetylation [111] and glutathionylation [137].
There is a broad range of proteins known to be modified by re-
versible acetylation (the transfer of an acetyl group from acetyl
coenzyme A to a protein) resulting in the regulation of many cel-
lular processes [152,194]. A large number of mitochondrial proteins
have been found to be acetylated, including enzymes involved in
the energetic metabolism and stress response, e.g., MnSOD, CuZn-
SOD, thioredoxin, and isocitrate dehydrogenase 2 [111].

Several studies have shown that MnSOD activity is affected by
deacetylation in response to different stresses [158,239]. Specifi-
cally, the deacetylation of MnSOD by the mitochondrial sirtuin
Sirt3 (a NAD *-dependent protein deacetylase) increases SOD ac-
tivity [ 172,29]. Increased MnSOD expression (by 6-fold) results in a
slight (10%) decrease of ROS levels in mammalian cells [172].
However, ROS levels are strongly suppressed (90%) when SIRT3
and SOD2 are coexpressed. Moreover, the expression of a modified
deacetylated SOD2 alone also reduces ROS levels by 90% [172].
Thus, the overexpression of SOD has little effect on ROS levels
unless deacetylation occurs [172,210,29].

To our knowledge, there is a single study about post transla-
tional modification of antioxidant enzymes in animals in response
to low oxygen stress [42]. Muscular MnSOD was purified from
control and frozen Rana sylvatica frogs. Freezing induces increased
relative phosphorylation levels of MnSOD resulting in greater
stability (assessed by resistance to urea denaturation) and in-
creased affinity (lower K,,) of the enzyme for O," . However, no
effect on V,,,,x was observed as a result of phosphorylation [42].

It is tempting to consider the role of post translational mod-
ifications on the activity of antioxidant enzymes for several rea-
sons. First, there is a wide range of intermediary metabolism en-
zymes regulated by phosphorylation, as well as other post trans-
lational modifications, in these animals [201]. Second, many stu-
dies have shown post translational modification of antioxidant
enzymes in other systems (including in response to increased ROS)
and sites for modifications other than phosphorylation have been
identified in these enzymes. Finally, the trigger for these mod-
ifications to occur during hypoxia exposure could be the increased
ROS formation, which, for example, is known to alter the activities
of protein kinases, phosphatases, and sirtuins. Thus, one could
speculate that reversible covalent modifications of antioxidant
enzymes play an important role in hypoxia-tolerant animals under
low oxygen stress. For example, a hypothetical Sirt3-mediated
activation of MnSOD in response to elevated levels of H,0, under
hypoxia (which could happen in the hypoxic condition that
antecedes full anoxia) could be an alternative explanation for the
increase in SOD activity in anoxia-exposed garter snakes reported
by Hermes-Lima and Storey [80].

Besides the direct effects on antioxidant enzymes, many studies
have reported the occurrence of the post translational modifications
addressed above on redox-sensitive transcription factors. For ex-
ample, the acetylation of several transcription factors has been re-
ported, including FoxOs, HIF-1a, NF-xB, Nrf2, and p53 [11,194,
205,215]. Furthermore, the roles of reversible phosphorylation and
acetylation of p53 [236] and reversible phosphorylation of FoxO1 and
FoxO3 [119] were investigated in T. scripta elegans turtles exposed to
anoxia. For example, in liver and muscle, several phosphorylated
forms of p53 increase in T. scripta elegans exposed to anoxia [236].

The discussion above highlights the importance of the employ-
ment of methodologies to specifically detect antioxidant enzymes
in their active forms (e.g., enzymatic activity or selective antibodies
against the active form of the enzyme). Due to the multiple layer
control of gene expression, mRNA levels do not always match
protein levels, and protein levels do not necessary reflect active
protein levels [57]. Moreover, when analyzing antioxidant enzymes
one should take care to avoid in vitro protein modification during
sample handling, for example, adding phosphatase inhibitors to the
sample at the time of homogenization. Furthermore, proteins in-
volved in these post translational modifications (e.g., Sirt3) are
candidates to be regulated and investigated in animals under low
oxygen stress and during metabolic depression.

8. The role of reactive nitrogen species

Reactive nitrogen species (RNS) have also been demonstrated
to play important physiological roles in a wide range of taxa. Nitric
oxide (NO), for example, is an evolutionarily conserved inter-
cellular messenger involved in multiple biological processes, ran-
ging from defense in bacteria [77] to mitochondrial biogenesis in
mammals [151]. NO is directly involved in regulating respiration
rates [169], essential for prolonging survival on hypoxic periods.
This molecule is more stable under very low environmental oxy-
gen (0.5-1.5 uM O,) and acts as a multisite inhibitor of the mi-
tochondrial respiratory chain [22]. Cytochrome oxidase has higher
affinity for NO when compared to O,, making complex IV (re-
sponsible for most of the oxygen consumption) the most sensitive
site to this inhibition [169,37]. But the reversible nature of this
inhibition [17] is probably the key adaptive response to sub-
sequent ischemia-reperfusion events, since a decrease in mi-
tochondrial respiration prevents an excess of ROS production on
reoxygenation. Moreover, NO-derived metabolites (nitrite and, due
to the low pH in tissues during hypoxia, also the strong S-ni-
trosylating agent N,0O3) can interact with complex I through S-
nitrosylation, also slowing down the electron flow at the re-
spiratory chain, and thus mitigating any ROS burst [56].

Studies analyzing RNS-derived biochemical markers in esti-
vating or low oxygen stressed animals are scarce. In addition to the
well-known products nitrite and nitrate, RNS may react with a
range of cellular components producing, for example, iron-nitrosyl
(FeNO), S-nitroso (SNO), and N-nitroso (NNO) compounds
[104,108,24]. Jensen et al. [99] reported that, in the anoxia-tolerant
red-eared slider turtle T. scripta, NO metabolites (FeNO and NNO)
increased in response to a 9-day exposure to anoxia in all analyzed
tissues. Other metabolites such as SNO also increased during an-
oxia but decreased shortly after O, reintroduction, which makes it
a good candidate molecule for it to be involved in S-nitrosylation
of complex I and, thus, controlling ROS formation. Nitrite, which
has also been demonstrated to be an important cytoprotector on
ischemia-reperfusion events [48], increased in a tissue-specific
way in turtles exposed to anoxia [99]. Animal species that estivate
are also interesting study models. A study in the lungfish Proto-
pterus dolloi showed an increase in NOS activity in heart and
kidney after 40 days estivation, suggesting that NO is involved in
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the adjustment of these organs [G]. Such long-term estivation had
no effect in heart nitrotyrosine levels in the pulmonate snail
Achatina fulica (subject to 4-week estivation) [187] or the lungfish
P. dolloi (60-day estivation) [160], although levels increased in
other tissues such as brain [160]. After an estivation period of
6 months [31], another lungfish, Protopterus annectens, also had
increased levels of nitrite and nitrate in liver. These and other
examples not reviewed here indicate some similarities regarding
NO-derived metabolism among taxa.

At the transcriptional level, NO is also involved in the regula-
tion of hypoxia-related genes. Several studies focused on the role
of NO and its derivatives in stabilization of HIF, a key component in
hypoxic acclimation. HIFs are not only stabilized by a decrease in
0, but also require S-nitrosylation of certain pathway components
as recently reviewed [170,91], highlighting the important role of
RNS in hypoxic acclimation.

9. Lipid peroxidation and hypoxia studies

9.1. Molecular mechanisms for increased lipid peroxidation under
hypoxia

A number of studies have shown increased lipid peroxidation
products, including TBARS and lipid hydroperoxides, in tissues of
many animal species under low oxygen stress (Table 4). However,
molecular oxygen (0,) is a critical substrate for the propagation of
the lipid peroxidation cascade [233], playing a role, for instance, in
the reaction of alkyl radicals with O,. Therefore, if O, is essential
for the lipid peroxidation cascade, how can it be enhanced in or-
ganisms exposed to hypoxic conditions?

As discussed above, mitochondria may increase ROS formation
(specifically O, and H;0;) under low oxygen stress. Further-
more, H,0, can undergo a heterolytic reduction in the presence of
iron ions or heme-containing proteins giving rise to hydroxyl ra-
dicals. This radical, in turn, can abstract hydrogen atoms from
unsaturated lipids initiating lipid peroxidation reactions [79].
However, the burst of free radicals produced under hypoxia ex-
plains only the formation of alkyl radicals, but fails to explain the
formation of peroxyl radicals, a crucial step that requires the re-
action with O,. In this context, Hernansanz-Agustin and co-
workers [87] showed that the burst of free radical production—
measured by superoxide detection with DHE—Ilasts for 30-60 min
in cells exposed to hypoxia. If this hypoxia-induced superoxide
production occurs for such a short period in most animal species,
how can we explain the increased lipid peroxidation observed over
the course of hours or days under hypoxia?

One hypothesis to explain this increased oxidative damage in
animals exposed to hypoxia is related to the chemistry of O, and
its solubility in membranes (Scheme 1). Since oxygen is a nonpolar
molecule, its solubility in the nonpolar core of lipid membranes is
higher than in aqueous media [229,55]. Therefore, regardless of
the overall O, availability in tissues/cells, the pO, in the hydro-
phobic portion of the membrane should be higher than the pO, in
the aqueous phase of cytosol. Such behavior ensures that there
would be enough O, in the membrane to allow the occurrence of
lipid peroxidation even under hypoxia.

Once alkyl radicals are generated in the initial burst of free
radicals (Eq. (1) in Scheme 2) the following reactions of the cas-
cade can occur for hours (even days) with the residual O, in the
membrane. This relatively high abundance of O, in the membrane

O, (membrane) —e——— O, (cytosol)

Scheme 1. Chemical equilibrium of oxygen in cells.

"OH +LH L'+ H,0 1)
L'+ 0, > LOO’ 2
LOO" + LH - LOOH + L 3)
2 LOO" & LOOOOL = LO + LOH + '0, (4)
LOOH + Fe?" > LO" + OH + Fe'' (5)
LO"+LH = LOH + L (6)

Scheme 2. Simplified lipid peroxidation cascade showing the requirement of O,
and formation of oxidizing species. Equation (1) represents the initiation of the
lipid peroxidation cascade pr d by *OH (g d in the burst of free radi-
cals). Equation (2) represents the critical step that requires O,. Equations (3) to
(6) represent reactions in the peroxidation cascade that produces oxidizing species,
including peroxyl and alkoxyl radicals and singlet molecular oxygen ('0,)
[144,145]. Excited carbonyl species can also be formed as a product of the Russel
mechanism [ 145]. Such species, in turn, could lead to oxidative damage.

during hypoxia could be a key aspect for explaining the increased
levels of lipid peroxidation products in a number of studies dis-
cussed in this article (Table 4). Noteworthy, this reaction (Eq. (2) in
Scheme 2) is favorable from both a thermodynamic and a kinetic
point of view [233]. Peroxyl radicals, in turn, generate several
other oxidizing species—including lipid hydroperoxides—that
could induce the oxidative damage observed in animals exposed to
hypoxia (Scheme 2). The production of such peroxyl-derived oxi-
dizing species would be independent from the pO; inside the cell,
which could also be related to the increase in lipid peroxidation
during hypoxia. Moreover, besides their involvement in free radi-
cal reactions, lipid hydroperoxides can also affect membrane or-
ganization and cell-signaling effects, leading to increased cellular
protection, apoptosis, or necrosis |144,67].

The lipid peroxidation cascade ends with the production of
ketones and aldehydes, including «,p-unsaturated species such as
4-hydroxynonenal (HNE) [79]. These species have been shown
elevated in cells exposed to hypoxia [23] and also conjugated to
GSH in livers of a fish under hypoxic conditions [10]. Due to the
chemical nature of species such as HNE, it can covalently modify
several amino acids in the cell through either a Michael addition
(addition to the double bond) or a Schiff base mechanism (for-
mation of an imine bond) [97]. Indeed, lysine, histidine, cysteine,
and arginine residues are modified in proteins modified by HNE
[97]. Such modifications are able to alter protein structure and
function, which leads to protein malfunction, oxidative stress,
signaling effects, and cell death [226].

Overall, the observed increase in oxidative stress could be related
to the residual oxygen levels found in the membrane even after long
periods under hypoxic conditions. In addition, the electrophiles
produced over the course of the lipid peroxidation could also
modulate Nrf2 activity (see following topic) and, therefore, the en-
zymatic antioxidant response of the organisms under hypoxia.

9.2. Lipid peroxidation products as signaling molecules

A new line of thought to explain the activation of antioxidant
response in organisms exposed to long periods of hypoxia is based
on the effects of electrophiles in cells. As discussed above, lipid
peroxidation is a process that can occur “independently” from the
PO, in the cell and may last for hours (even days). In such a scenario,
lipid peroxidation products—as electrophilic aldehydes—could be
produced hours (or days) after the beginning of the hypoxia. These
molecules, such as HNE, may play a pivotal role in triggering the
antioxidant defense in organisms. Some reports show that HNE can
react with amino acid residues in the Keap1-Nrf2 complex, mod-
ulating its activity [107,89]. Although the exact mechanism remains
unclear, Kansanen and co-workers [ 107] suggest that HNE covalently
modifies specific cysteine residues in the Keapl domain. These
modifications decrease the affinity between Keap1 and Nrf2, which
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Oxidation of Electrophilic products Nrf2 potentially explains how antioxidant enzymes can be activated
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Fig. 4. The overall view of the mechanisms that participates in the preparation for
oxidative stress (POS). When some animal species are exposed to an environmental
situation that induce a short-term hypoxia exposure, we propose that reactive
oxygen species (ROS) formation increases causing the oxidation of biomolecules
(e.g., GSH, proteins, and membrane lipids) and the activation of redox-sensitive
transcription factors (Nrf2, HIF, etc.). These transcription factors could induce
augmented expression of antioxidant enzymes. Moreover, ROS-mediated covalent
modification of antioxidant proteins may also increase their activities, contributing
to the “POS response.” The formation of electrophilic products of lipid peroxidation
(such as HNE) could also activate Nrf2 and thus contribute to the POS response
under long-term hypoxia.

allows Nrf2 translocation to the nucleus where it activates the an-
tioxidant response [107,89]. Moreover, treatment with oxidized LDL
also leads to an activation of Nrf2 pathway, corroborating the finding
that lipid peroxidation products modulate antioxidant response [95].
In addition to nonspecific lipid peroxidation products (as HNE),
enzymatic lipid peroxidation products, such as prostaglandins, have
been shown to modulate the Nrf2 pathway, increasing the anti-
oxidant response (Fig. 4) [89].

9.3. Challenges for lipid peroxidation measurements in comparative
biology

A major limitation of our study (and the comparative biology
field) is that most of the available data on lipid peroxidation is
based on TBARS and xylenol orange and determinations of lipid
hydroperoxides by conjugated dienes. All these methods have
been publicly criticized due to their lack of specificity, which could
lead to a misinterpretation of the actual levels of lipid peroxida-
tion. Therefore, one of the great challenges of the field is to im-
prove the analytical measurements of lipid peroxidation. Methods
such as TBARS should not be used when the matrix is complex
[61], which is the case of comparative biology studies. Future re-
searchers should consider replacing such methods by more precise
methods of detection, such as the detection of F2-isoprostanes by
mass spectrometry [123,142].

One can also argue that the observed increase in lipid perox-
idation markers in tissues of hypoxia-exposed animals could be
due to postmortem effects. However, since the handling of control
(normoxia) and hypoxic groups was equal, the postmortem effects
were also equal, which would only increase the baseline for both
groups without affecting the difference already present.

10. Conclusions, limitations, and perspectives

10.1. Free radical formation under low oxygen stress and estivation
produce redox imbalance and activate antioxidant defenses

As noted before, it was recently proposed that increased ROS
generation during hypoxia—in comparison with normoxia—is re-
sponsible for the activation of transcriptional factors involved in
the upregulation of antioxidant enzymes [225]. This mechanism

ROS formation could be higher in the hypoxic phase that precedes
full anoxia), dehydration, freezing, and air exposure of water-
breathing animals. Thus, ROS-mediated activation of redox-sensi-
tive transcription factors and pathways leading to post transla-
tional modifications are—according to our proposal—key compo-
nents of the molecular POS mechanism.

Furthermore, the increase in GSH oxidation (toward GSSG), li-
pid peroxidation, protein oxidation, and DNA damage—reported in
many works throughout this review—can be explained by an
augment in ROS formation. One example is the increased levels of
lipid peroxidation after 6 days under anoxia in marine gastropods
[164]. In another example, the putative low pO, in internal organs
of land snails during estivation could be the reason for an in-
creased ROS formation, leading to mild oxidative stress (increased
lipid peroxidation, protein oxidation, and GSSG levels; [ 174]). Thus,
the augment in endogenous antioxidant defenses may minimize
oxidative damage under (i) low oxygenation and (ii) also in the
following condition, normoxic recovery, which is expected to in-
crease ROS generation.

In summary, we propose that the following events underlie the
increased expression of endogenous antioxidants in response to
oxygen restriction known as “preparation for oxidative stress”
(Fig. 4):

(i) Once animals are exposed to low oxygen stress, oxygen con-
centration begins to drop and, at some point, pO, reaches a
threshold level, in which electrons accumulate at the mi-
tochondrial electron transport chain and, thus, the generation
of superoxide radicals and H,0; increases temporarily;

(ii) This increment in ROS levels under low oxygenation may:
(a) cause redox imbalance, increasing the GSSG/GSH-eq ratio;
(b) oxidize cellular components directly or participate in reactions
that produce other oxidizing species (e.g., peroxynitrite and lipid
hydroperoxides), increasing the levels of oxidative stress markers
(eg., conjugated dienes, protein carbonyls, and 8-oxodGuo);
(c) trigger the activation of redox-sensitive transcription factors
(e.g., FoxOs, HIF-1, NF-xB, Nrf2, and p53), resulting in an increased
expression of antioxidant defenses; and (d) activate signaling
pathways (e.g, Sirt3 and specific kinases) that cause post trans-
lational modifications in both antioxidant enzymes and redox-
sensitive transcription factors. The overall result would be an
enhanced antioxidant system.

(iii) After some period of time the burst in ROS generation will
eventually decrease and so will its effects. However, electro-
phile lipid peroxidation products may further extend the sig-
nal for the expression of antioxidants by acting on transcrip-
tion factors (e.g., Nrf2; section 9.2). This should be important
to maintain the “POS response” in long-term hypoxia.

To some extent, our proposal is a simplification of a complex
process that may be affected by the action of RNS (Section 8),
protein chaperones [199,214], uncoupling proteins (UCPs 2 and
3 seen to control mitochondrial ROS formation: [13,98]) as well as
the presence of nonenzymatic compounds such as ascorbate [181]
or uric acid [65].

10.2. Limitations on the POS mechanistic proposal

The biggest limitation of our POS hypothesis is that actually
there is no direct evidence that mitochondrial ROS generation
increases during estivation or under low oxygen stress. The few
works that had measured ROS levels using chemical probes in-
dicate that indeed ROS formation still occurs during oxygen de-
privation (even in animals under anoxia) ([ 143,182,183]), but, so
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Fig. 5. Animals from six different phyla when exposed to low oxygen stresses
(anoxia, hypoxia, freezing, dehydration, and air e) or during estivation
enhance their antioxidant defenses. The examples are distributed within the fol-
lowing groups: Anthozoa (corals), Polychaeta, Bivalvia (mussels and clams), Gas-
tropoda (land and aquatic snails), Eutardigrada (“water bears”), Malacostraca
(amphipods, shrimps, and crabs), Maxillopoda (barnacles), Insecta, Actinopterygii
(ray-finned fish), Dipnoi (lungfish), Amphibia (frogs and toads), and Reptilia
(snakes and turtles).

far, there is no report of increased ROS in these situations. On the
other hand, there are many pieces of indirect evidence that in-
dicates that ROS levels should rise. The disturbed redox balance,
increased levels of oxidative stress markers, and the increase in
antioxidant defenses itself points toward conditions of increased
ROS generation. Once experimentally tested, the burst in ROS
formation in hypoxia-tolerant and estivating animals will con-
solidate the POS mechanism.

Another relevant limitation of our proposal is that we cannot
predict (or even estimate) exactly when ROS production is ex-
pected to increase (and then activate antioxidant defenses) once
exposure to low oxygen stress begins. The reason is that available
data on the activation of endogenous antioxidants in oxygen-re-
stricted and metabolic depressed animals varies enormously in
terms of exposure time. If we look at the reports of increased
antioxidant defenses only, the response times ranged from 5 to
24 h for freezing, 12 h to 1 week for dehydration, 10 min to 21 days
for hypoxia/anoxia, 1 to 18 h for air exposure, and 6 to 180 days for
estivation. Moreover, the respiratory physiology of a given animal
is also expected to affect the exact time in which the proposed
phenomena (i.e., increased ROS formation and antioxidant re-
sponse) take place.

What is common among all these cases is that so many dif-
ferent animals had increased antioxidants—at some point—when
exposed to low oxygen stress. This process was observed in six
animal phyla: cnidarians (corals), annelids (polychaetes), tardi-
grades, mollusks (bivalves and gastropods), arthropods (crusta-
ceans and insects), and vertebrates (fish, amphibians and reptiles)
(Fig. 5). Such widespread distribution is also observed for hypoxia
tolerance phenotypes (p. 108, [92]).

10.3. Historical perspective

Our present article described the scientific path that led to a
biochemical/molecular explanation on how animals respond to
low oxygen stress. It has been observed by a great number of
authors since the 1990s that many animals increase their

antioxidant defenses during estivation and under low oxygen
stress and this was interpreted as a way to protect themselves
against the potential danger of reoxygenation or reoxygenation-
like stress. For quite a number of years researchers could not go
beyond a biological/physiological explanation for the POS phe-
nomenon. This phenomenon was regarded as an adaptive strategy
for hypoxia/reoxygenation survival, with ecological relevance for
animals facing intermittently oxygen restriction in nature’ [38].
The observations that mitochondrial ROS formation could be in-
creased under hypoxia in mammalian cells shed some light on the
potential molecular pathways to induce the POS phenomena
(Section 5). Evidences for that started to emerge in the 1980s
(Table 5), and for many years, in the words of Thomas Clanton in
an editorial, “scientists have been hesitant to embrace the idea that
conditions of hypoxia induce ROS in the absence of reoxygenation”
[35]. Therefore, according to our understanding, ROS formed at an
early phase of estivation or low oxygen stresses could both
(i) activate endogenous antioxidants and (ii) inflict oxidative da-
mage to biomolecules in anoxia/hypoxia-tolerant animals. Other
reactive species, such as 4-HNE and prostaglandins (lipid perox-
idation products), as well as RNS, may also play relevant roles in
the POS process.

The key aspect of the present article is that the original POS
proposal has not changed to “something else,” but it has evolved
from a simplistic hypothesis to a theory based on several direct
and indirect evidences. The “danger” of reoxygenation (well re-
cognized since the 1980s) is still there [34]. The understanding of
the molecular mechanisms that allow animals to respond to low
oxygen stress should pave the road for further experiments that
now can be based on a firm rational that can be tested, confirmed
or dismissed. Because most of the studies about low oxygen stress
were performed in the laboratory, the occurrence of the me-
chanisms proposed herein is yet to be verified in animals in the
wild. This is the next frontier.

Note added in proof Three other cases of POS that were not
listed in the tables are briefly described below. Earthworms
(Dendrobaena octaedra) exposed to freezing for 14 h had increased
mRNA levels for GST when compared to control animals [59].
Moreover, hepatic CuZnSOD activity increased in European com-
mon lizards (Lacerta vivipara) in response to freezing for 20 h
[222]. In another lizard species (Phrynocephalus vlangalii), hypoxia
(8% 0,) exposure for 6 weeks resulted in increased TBARS levels
and catalase activity in liver and brain, while SOD activity in-
creased only in liver [240].

Acknowledgments

This work was supported by grants from INCT-Processos Redox
em Biomedicina (CNPq, Brazil), Projeto Universal (CNPq) and from
the Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Distrito Federal (FAPDF,
Grant 193.000.040/2012). D.C. Moreira is a graduate student fun-
ded by a CAPES studentship. M. Hermes-Lima receives a Research
Fellowship from CNPq. G. Rivera-Ingraham is supported by Marie
Curie Actions EU grant (FP7-PEOPLE-2013-IEF) [Grant 622087-
“IAS-Life”]. We acknowledge Prof. Alexis F. Welker (University of
Brasilia) for the critical reading of the manuscript. This study is in
honor of Claudio Mdrio Guimaraes da Silva (Rio de Janeiro, Brazil),
retired biology teacher.

2 In contrast to intermittent oxygen availability, animals chronically exposed to
hypoxia may present increased fitness when compared to animals in normoxia.
This is the case of the fingernail clams (Sphaerium sp.), in which a population living
further in the swamp (low dissolved O,) presents higher number of animals, de-
creased levels of oxidative damage to nucleic acids, and increased reproductive
success when compared to clams living in normoxia closer to the stream [105].
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3 CAPITULO 3 - DISTRIBUICAO DO FENOMENO DE PREPARO PARA O
ESTRESSE OXIDATIVO NO REINO ANIMAL

3.1 Resumo

Muitas espécies animais tolerantes a hipoxia apresentam aumentos da
atividade e/ou expressao de antioxidantes endégenos durante situacdes de privacéo
de O, — um fendmeno chamado de “Preparo para o Estresse Oxidativo” (POS). Este
fendbmeno é observado durante a exposi¢cdo ao congelamento, desidratacdo severa,
exposicdo aérea de organismo de respiracdo aquatica e estivacdo. Apesar do
grande numero de relatos do POS nestas condi¢cbes, a prevaléncia do POS dentro
do reino animal nunca foi analisada. Uma dificuldade importante € a prépria
definicdo do fenbmeno do POS, ja que em muitos casos ha registros de aumentos
de niveis de antioxidantes simultaneamente com registros de queda durante
estresses de baixa de O, e estivacdo. Portanto, foram estabelecidos trés critérios de
classificagcdo, com diferentes graus de restricdo, com o objetivo de analisar a
ocorréncia do POS entre animais.

Critério 1 — POS-positivo: ocorréncia de um aumento do nivel de qualquer
antioxidante de qualquer magnitude em qualquer tecido na fase de privacao de O..
POS-negativo: ocorréncia de queda do nivel de um antioxidante qualquer sem
eventos de aumento. POS-neutro: se ndo ha mudancas.

Critério 2 — POS-positivo: ocorréncia de um aumento do nivel de qualquer
antioxidante maior que 50% (em relacdo ao controle) em qualquer tecido na fase de
privacdo de O2. POS-negativo: ocorréncia de uma queda do nivel de um antioxidante
qualquer maior que 25% (em relacdo ao controle) sem eventos de aumento. POS-
neutro: se ndo ha mudancas acima dos limiares.

Critério 3 — POS-positivo: ocorréncia de mais eventos de aumento do nivel de
qualquer antioxidante maior que 50% (em relagcdo ao controle) do que eventos de
queda maior que 25% (em relagdo ao controle). POS-negativo: ocorréncia de mais
eventos de queda do que eventos de aumento. POS-neutro: se ndo ha mudancas
acima dos limiares, ou se ha o mesmo numero de eventos de queda e aumento.

Com base nestes critérios, foram analisados todos os estudos sobre a
modulacdo de antioxidantes druante a privacdo de O, disponiveis em diferentes
bancos de dados. As espécies foram classificadas como POS-positivas, POS-

negativas ou POS-neutras. A prevaléncia de animais POS-positivos (em um universo
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de 102 espécies de 8 filos) foi dependente do estresse, Nos casos de estivagédo e
desidratagdo a prevaléncia foi de 91-100%; para hipoxia foi de 37,5-53%,
dependendo do critério usado. O percentual de espécies POS-positivas foi de 54-
77%, 64-77% e 75-86% nos casos de exposicdo aérea, anoxia e congelamento
respectivamente. A andlise global de todos as situacdes em conjunto resultou em
uma prevaléncia de espécies POS-positivas de 58-68%. A alta prevaléncia do
fendbmeno do POS em animais aponta para um papel fundamental da modulacéo dos

sistemas antioxidantes durante estresses de baixa de O..



3.2 How Widespread is Preparation for Oxidative Stress in the Animal
Kingdom?

Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 200 (2016) 64-78

Contents lists available at ScienceDirect

Comparative Biochemistry and Physiology, Part A

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cbpa

How widespread is preparation for oxidative stress in the
animal kingdom?*

@ CrossMark

Daniel C. Moreira ?, Larissa P.R. Venancio °, Marcus A.C.T. Sabino *, Marcelo Hermes-Lima **

? Laboratério de Radicais Livres, Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, 70910-900, DF, Brazil
Y Centro de Ciéncias Biolégicas e da Satide (CCBS), Universidade Federal do Oeste da Bahia (UFOB), Barreiras, 47805-100, BA, Brazil
€ Faculdade da Ceilandia, Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, 72220-140, DF, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Arn'd_e history: Itis well known that many anoxia/hypoxia tolerant species when exposed to anoxia/hypoxia respond by increas-
Received 20 November 2015 ing the activity/expression of antioxidant enzymes and/or glutathione levels—a phenomenon called “preparation
Received in revised form 26 January 2016 for oxidative stress” (POS). This phenomenon was also observed during freezing exposure, severe dehydration,
Accepted 29 January 2016

aerial exposure of water-breathing animals and estivation. However, as far as we know, there is no analysis avail-
able of the prevalence of POS among animal species. A major problem is the very definition of POS, since many
Keywords: animal species show both increases and decreases of antioxidants during low oxygen stress and estivation.
Air exposure Therefore, we established three different criteria; from inclusive to restrictive and analyzed how widespread
Anoxia the POS phenomenon is in the animal kingdom. We analyzed all available papers in several databases about

Available online 4 February 2016

Antioxidant the modulation of antioxidant defenses during oxygen deprivation or estivation. Based on the magnitude of
Dehydration change (as % change) during the specific low oxygen stresses or estivation, we classified each species as POS-
Estivation positive, POS-negative or POS-neutral, considering the three different criteria. The prevalence of POS-positive an-
Freezing imals (102 species from 8 phyla) was stress-dependent: in estivation and dehydration it was 91-100%, while in
::.{Iuratpwne hypoxia it was 37.5-53%, depending on the criteria. In the case of air exposure, anoxia and freezing the propor-
Oi::lzxr::‘/e —_— tions of POS-positive species were 54-77%, 64-77% and 75-86%, respectively. Overall, the prevalence of POS was

58 to 68% when all stresses and all species were analyzed together. The results indicate the key importance of POS
as asurvival strategy of animals exposed to freezing, dehydration and estivation, and, to a lesser extent, to oxygen
deprivation itself (i.e. hypoxia and anoxia).

Reactive oxygen species

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The introduction of molecular oxygen in the atmosphere and its use
as a final electron acceptor (as well as the concomitant production of re-
active oxygen species) shaped the way life evolved on Earth. As a result,
animals were able to produce energy more efficiently, but became high-
ly dependent on oxygen and sensitive to changes in oxygen availability.
However, many animal species escape this rule, in special ectothermic
animals that developed mechanisms to endure/survive extreme condi-
tions, in which the oxygen availability is low or even absent (hypoxia,
anoxia, freezing, severe dehydration and aerial exposure of water—
breathing animals; Krivoruchko and Storey, 2015; Welker et al., 2013).

In order to understand the biochemical mechanisms responsible for
the adaptation to oxygen deprivation, a large number of research
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groups have analyzed the activity or expression of antioxidant enzymes,
as well as levels of glutathione (GSH), in animals under low oxygen
stress or estivation (for review see Hermes-Lima et al., 2015). Antioxi-
dant defenses (antioxidant enzymes and GSH) are important for the
management of reactive oxygen species (ROS) and the control of
oxidative damage. Moreover, they appear to play a very important
role in the biochemical adaptation of animal species that tolerate oxy-
gen deprivation (Krivoruchko and Storey, 2015). In many studies, it
was observed that exposure to low oxygenation or estivation bring
about the increase in activity/expression of antioxidant enzymes and/
or GSH levels (e.g. Almeida et al., 2005; Hermes-Lima and Storey,
1995, 1996, 1998; Joanisse and Storey, 1996; Teixeira et al., 2013).
After the observation of increased endogenous antioxidant levels
under low oxygenation and in conditions of metabolic depression,
Hermes-Lima et al. (1998) named this phenomenon as “preparation
for oxidative stress” (POS). This preventive measure would be the way
these animals avoid the potential damage caused by the expected ROS
overgeneration at the moment of reoxygenation after oxygen depriva-
tion. However, there are many pieces of evidence indicating that ROS
formation may also be increased under low oxygen stress for both
hypoxia-sensitive and hypoxia-tolerant species (e.g. increased levels
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of lipid hydroperoxides, carbonyl protein, disulfide glutathione and
markers of DNA damage; Almeida et al., 2005; Hermes-Lima and
Storey, 1996, 1998; Lushchak and Bagnyukova, 2006, 2007;
Pannunzio and Storey, 1998; Romero et al., 2007).

Based on these observations, it was proposed that the activation of
endogenous antioxidants during low oxygen stress could be triggered
by an increase in mitochondrial ROS generation during oxygen depriva-
tion (Welker et al,, 2013). Recently, this explanation was further devel-
oped and new features were added to the POS concept. It was proposed
that the events that underlie the increased expression of endogenous
antioxidants in response to oxygen restriction (and during estivation)
are related to (1) a temporarily increase in generation of superoxide
radicals and H,0, as a result of a more reduced state of the mitochondri-
al electron transport chain components, (2) the increment in ROS levels
may cause redox imbalance, oxidation of cellular components, and pro-
duction of other oxidizing species, (3) the activation of redox-sensitive
transcription factors (Nrf2, FoxOs, NF-B, HIF-1q, and p53), resulting
in increased expression of antioxidant enzymes, and (4) the post trans-
lational modifications in both antioxidant enzymes and redox-sensitive
transcription factors (Hermes-Lima et al., 2015).

Regardless of the molecular mechanism by which the POS process
takes place, it is clear that many animals do increase their endogenous
antioxidants when exposed to low oxygen stress (Hermes-Lima et al.,
2015). On the other hand, it is also clear that there are animal species
for which there is no evidence of POS (Leveelahti et al.,2014) and others
in which antioxidant levels decrease (Welker et al., 2013). Moreover,
within one same species the modulation of antioxidants differs depend-
ing on tissue, developmental stage, age, population, and which antioxi-
dant is analyzed. Thus, the present study is an attempt to classify animal
species that present POS (POS-positive), animals that do not present it
(POS-neutral) and those that respond by decreasing their endogenous
antioxidants (POS-negative) when exposed to low oxygen stress or es-
tivation. To do so, we established different criteria; from inclusive to re-
strictive and analyzed how widespread the POS phenomena is in the
animal kingdom. The significance of such criteria and future directions
are discussed.

2. Material and methods

We analyzed all available papers in several databases (PubMed, Web
of Science, Scopus, Research Gate and Google Scholar) about the modu-
lation of antioxidant defenses during situations of low oxygen stress and
estivation. We found 189 papers with original data to start our analysis.
Any study that measured the enzymatic antioxidants, catalase, glutathi-
one peroxidase (GPX), selenium-dependent glutathione peroxidase
(SeGPX), glutathione transferase (GST), peroxiredoxin (PRX), and su-
peroxide dismutase (SOD, and its isoforms CuZnSOD, MnSOD and cyto-
solic MnSOD), as well as the non-enzymatic antioxidants glutathione
(GSH) and metallothionein (MT) at activity, protein, transcript and/or
concentration levels were included in the list. Metallothionein was
added to the classical antioxidant defenses due to its antioxidants prop-
erties (Hussain et al., 1996) in addition to its metal binding function. Be-
sides their well-known role in detoxification pathways, GSTs are
commonly analyzed in studies about oxidative stress due to its func-
tions in redox metabolism (Kalinina et al., 2014). For instance, GSTs
are able to reduce organic hydroperoxides and to conjugate lipid perox-
idation products (Board and Menon, 2013). Thus, GSTs were included in
the antioxidants list. Moreover, the expression of MTs and GSTs is regu-
lated by the antioxidant response element (Niture et al., 2014). Others
papers include high throughput approaches such as cDNA arrays and
RNA-seq, as well as proteomics. Only papers that measured any of
these parameters during the oxygen deprivation (or metabolic depres-
sion) phase were considered for a more detailed analysis.

Studies that only compared animals during the recovery phase from
the low oxygen stress against the control group were removed from the
list of 189 publications (e.g. papers that compare control animals versus

a frozen and thawed group, but did not compare frozen versus control).
To take one example, hatchlings of the painted turtle Chrysemys picta
were exposed to freezing or hypoxia for 48 h, but they were allowed
to thaw and/or recover for 24 h before antioxidant capacity was assayed
(Baker et al., 2007). Moreover, papers in which the comparison and the
statistical significance between the low oxygen stressed (or estivating)
group and the control/normoxic (or active) group was not clear were
also removed. In the case of estivation, the values of estivating animals
were compared to those of animals that were aroused for 24 h (when
available). The reason is that the 24 h-aroused groups have been used
as reference most often and, thus, it allows a wider comparison
among studies. Herein, the term low oxygen stress refers to freezing, de-
hydration, air, anoxia and hypoxia exposures (Hermes-Lima et al.,
2015). Estivation was considered separately.

Other papers about the redox metabolism and hypoxia tolerance
that did not fit the requirements described in this section were also re-
moved. These removed papers include studies that compared diving
and non-diving species (Vazquez-Medina et al., 2006, 2007; Wilhelm
Filho et al., 2002; Zenteno-Savin et al., 2010), mammals with different
diving capacities (Canti-Medellin et al., 2011), animals living perma-
nently in hypoxic conditions (Joyner-Matos et al., 2007), fish inhabiting
different depths (Janssens et al., 2000), and mussels inhabiting different
heights (Letendre et al., 2009).

2.1. Preparation for oxidative stress criteria

The screening described above (starting with 189 publications) re-
sulted in a smaller list of 142 papers. We collected the magnitude of
change (as % change) during the specific low oxygen stress (or estiva-
tion) in comparison to the control group. Only statistically significant
differences, as stated by the authors, were considered. When the % of
change was not stated in the text and the values for each group were
not available, the values were estimated from graphs by comparing
the height of the column of the experimental group to that of the control
group using an image editor software (GIMP v.2.8.14). Such values for
animals exposed to freezing are shown in Table 2 (for the values from
the other studies see supplementary tables). In some cases, the % change
could not be extracted from the papers and in these cases only up-
regulation or down-regulation was included in our dataset. Once the %
change values were collected, we classified each species as POS-
positive, POS-negative or POS-neutral based on three different criteria.
This classification was made for each tissue. Importantly, when different
activities (total- or selenium-dependent GPX) and isoforms (CuZnSOD,
MnSOD and cytosolic MnSOD) were measured, they were considered
individually. In the case of GST, however, for which more than five
isoforms were measured in a few cases (Krivoruchko and Storey,
2010b; Malik and Storey, 2009; Storey et al., 2013), the average of the
% change was calculated and considered for the next steps. Figs. 1 and
2 illustrate all the recorded changes (as %) in antioxidant parameters
in tissues of animals species exposed to freezing and during estivation
respectively.

2.2. First criterion

The first criterion was the occurrence of at least one statistically sig-
nificant up-regulation event of antioxidant defense in any tissue at any
time-point regardless of what happened in this or other tissues and at
other time-points. In this criterion, if no changes occurred at all, the
tissue/species was flagged as neutral, but if any down-regulation
occurred (and no up-regulation) it was flagged as negative. To take
one example, the activity of catalase increased by 35% in the brain of
Heteropneustes fossilis after 6 h of air exposure (Paital, 2013 ). Although
the activities of GPX and SOD decreased in the same tissue at the
same time, this species was classified as POS-positive following the
first criterion.
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Fig. 1. Relative changes (expressed as the percentage of change) in activity, protein or mRNA levels of antioxidant parameters in tissues from frozen animals compared to control animals.
Changes that were not statistically significant are presented as 0% change. Antioxidant parameters are catalase (CAT), total or selenium-dependent glutathione peroxidase (GPX),
glutathione transferase isoforms (GST), peroxiredoxins (PRX), superoxide dismutase isoforms (SOD), total or reduced glutathione (GSH), and metallothionein (MT). Different numbers
refer to different animal species. (1) Dendrobaena octaedra (Fisker et al., 2016); (2) Belgica antarctica (Lopez-Martinez et al., 2008); (3) Eurosta solidaginis (Joanisse and Storey, 1998);
(4) Littorina littorea (English and Storey, 2003); (5) Rana sylvatica (Dawson and Storey, 2016; Dawson et al., 2015; Joanisse and Storey, 1998; Storey, 2004); (6) Chrysemys picta
(Krivoruchko and Storey, 2010b; Storey, 2006); (7) Lacerta vivipara (Voituron et al., 2006); (8) Thamnophis sirtalis (Hermes-Lima and Storey, 1993). Each data point represents a single
combination of species, time of exposure, tissue, antioxidant parameter and reference. The shaded area delimits the upper and lower thresholds set in criterion 2. Right panels
represent an amplified view for species (5) and (8), in which data are presented as the frozen value over control value (changes not statistically significant are shown as 1.0 value at Y
axis) the horizontal dashed lines mark the thresholds for criterion 2. Note the higher abundance of points above the upper threshold in comparison to the lower limit. Raw data used
to make this graph is presented in Table 2.
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Fig. 2. Relative changes (expressed as the percentage of change) in activity, protein or mRNA levels of antioxidant parameters in tissues from estivating animals compared to control
animals. Changes that were not statistically significant are presented as 0% change. Antioxidant parameters are catalase (CAT), total or selenium-dependent glutathione peroxidase
(GPX), glutathione transferase isoforms (GST), peroxiredoxins (PRX), superoxide dismutase isoforms (SOD), and total or reduced glutathione (GSH). Different numbers refer to
different animal species. (1) Isostichopus badionotus (Klanian, 2013); (2) Achatina fulica (Salway et al., 2010); (3) Biomphalaria tenagophila (Ferreira et al., 2003); (4) Helix aspersa
(Nowakowska et al., 2011, 2014; Ramos-Vasconcelos et al., 2005; Ramos-Vasconcelos and Hermes-Lima, 2003); (5) Helix pomatia (Nowakowska et al., 2009a, 2009b, 2011, 2015);
(6) Otala lactea (Hermes-Lima and Storey, 1995); (7) Pomacea canaliculata (Giraud-Billoud et al., 2013; Sun et al., 2013); (8) Protopterus annectens (Hiong et al., 2013, 2015; Loong et
al,, 2012); (9) Protopterus dolloi (Page et al., 2010); (10) Cyclorana alboguttata (Hudson et al., 2006; Reilly et al.,, 2013; Young et al,, 2013); (11) Scaphiopus couchii (Grundy and Storey,
1998). Each data point represents a single combination of species, time of exposure, tissue, antioxidant parameter and reference. The shaded area delimits the upper and lower
thresholds set in criterion 2. Right panels represent an amplified view for species (2) and (11), in which data are presented as the estivating value over control value (changes not
statistically significant are shown as 1.0 value at Y axis) the horizontal dashed lines mark the thresholds for criterion 2. Note that for S. couchii, although a general trend of decreased
antioxidants is observed, the changes in muscle resulted in the classification of this species as POS-positive in all three criteria. Raw data used to make this graph is available in
supplementary material.
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2.3. Second criterion

The second criterion was based on the definition of thresholds for
up- and down-regulation events. This criterion was the occurrence of
at least one up-regulation above a 50% threshold in any tissue at any
time-point regardless of what happened in this or other tissues. On
the other hand, the threshold for down-regulation was set at 25%.
Figs. 1 and 2 show how the changes in antioxidant levels were distribut-
ed in reference to the thresholds for freezing and estivation, respective-
ly. These threshold values were arbitrary and they are discussed in
Section 3.1. Species were classified as in criterion 1, but only considering
changes that reached the thresholds. Studies and animal species for
which it was impossible to collect the % change were removed. In this
criterion, H. fossilis, for example, is now classified as POS-negative,
because the catalase increase did not reach the 50% threshold and the
decrease of GPX was more than 25%.

2.4. Third criterion

The third criterion was the occurrence of more cases of up-
regulation in comparison to down-regulation within a tissue at any
time-point regardless of what happened in other tissues. Thus, only
studies that measured at least two of the antioxidant parameters listed
above were considered in criterion 3. In a few cases, we combined pa-
pers that had the same experimental procedure with the same animal
species (these cases are described in Section 3). It should be noted
that this criterion also uses the thresholds defined in the previous. For
all three criteria the occurrence of one positive-flagged tissue was
enough to classify the species as POS-positive. One limitation of this cri-
terion is that sometimes in high throughput approaches it is not clear if
the antioxidant parameters were unaffected by the low oxygen stress, if
they were not detected or if it was not possible to identify the protein/
transcript. Thus we only considered the changes that were evident in
the studies. For some species that have been exposed to more than
one kind of stress, when stresses were combined (such as the analysis
of merged low oxygen stresses or all stresses together) the classification
as POS-positive in one kind of stress was enough to define the species as
POS-positive.

2.5. Prevalence of specific antioxidants in POS-positive species

We also analyzed which antioxidant was most commonly up-
regulated in these situations of low-oxygen stress (and estivation). For
this analysis, we combined all isoforms for one antioxidant. This was
the case of GPX (total and selenium dependent), GST (several isoforms)
and SOD (CuZnSOD, MnSOD and cytosolic MnSOD). To do so we record-
ed which antioxidants were up-regulated by any magnitude (criterion
1) in each animal species through the exposure to low oxygen stress
or estivation. Thus, each animal generated a specific set of antioxidants
that increased during low oxygen stress or estivation. In this way, each
animal species could only contribute to one up-regulation event for
each antioxidant, regardless if it had been measured and increased sev-
eral times. The number of times each antioxidant was up-regulated was
compared to the total number of up-regulations among animal species.

The case of freezing (Fig. 1) studies is described below to clarify the
methodology. First, we recorded which antioxidants were found in-
creased for a given species. To do so we combined observation from dif-
ferent tissues and papers when available. For freezing, the up-regulated
antioxidants were: (a) GST and metallothionein for Dendrobaena
octaedra (Fisker et al,, 2016); (b) there was no up-regulation for Belgica
antarctica (Lopez-Martinez et al., 2008) or Eurosta solidganis (Joanisse
and Storey, 1998); (c) metallothionein for Littorina littorea (English
and Storey, 2003); (d) catalase, GPX, GST, GSH, SOD and metallothione-
in for Rana sylvatica (Dawson et al., 2015; Dawson and Storey, 2016;
Joanisse and Storey, 1996; Storey, 2004); (e) GPX, GST and PRX for C.
picta (Storey, 2006); (f) SOD for Lacerta vivipara (Voituron et al.,

2006); (g) catalase and GPX for Thamnophis sirtalis (Hermes-Lima and
Storey, 1993). Second, the numbers of animal species in which a given
antioxidant was up-regulated were summed. For freezing, the result
as 3 for GPX, 3 for GST, 3 for metallothionein, 2 for catalase, 2 for SOD,
1 for GSH, and 1 for PRX. Then, all these up-regulation events were
added together. The result was a total of 15 up-regulation events. Final-
ly, the contribution of each antioxidant was compared to the total num-
ber of up-regulation events. For freezing, the result was 20.0% for GPX,
20.0% GST, 20.0% for metallothionein, 13.3% for SOD, 13.3% for catalase,
6.7% for PRX, and 6.7% GSH. This procedure was repeated for the other
stresses of anoxia, air exposure, dehydration, estivation and hypoxia.

3. Results and discussion

A total of 102 species from 8 animal phyla (Cnidaria, Nematoda,
Annelida, Tardigrada, Arthropoda, Mollusca, Echinodermata, and
Chordata) were analyzed from the redox metabolism point of view
(Table 1). These species were distributed in the different low oxygen
stresses and estivation as follows: 8 species in freezing, 9 species in de-
hydration, 13 species in air exposure, 11 species in estivation, 23 species
in anoxia, and 57 species in hypoxia. Low oxygen stresses only (exclud-
ing estivation) accounted for 93 species. Among these, 18 species have
been exposed to more than one kind of low oxygen stress or estivation.
This is a great increase in comparison to the 14 animal species
(removing the two hibernation examples therein) reported in a 2002
review that analyzed these same low oxygen stresses (Hermes-Lima
and Zenteno-Savin, 2002). The cumulative number of papers and spe-
cies studied each year, from 1989 to 2015, are shown in Fig. 3. Note
that only papers in the 142 studies-list are considered.

3.1. Criteria

We defined three criteria in order to sort animal species as those that
fit in the preparation for oxidative stress response, those that present an
opposite response and those that does not respond (from the redox me-
tabolism point of view). With the aim to obtain a fair evaluation, we
proceeded from a weak and inclusive requirement to a restrictive and
exclusive one. Each one of these criteria has its limitations. Indeed, crite-
rion 1 is inclusive and does not regard what occurred to the antioxidant
defense system as a whole. Moreover, very small changes (e.g. 5-20%)
raise concerns about the reproducibility and experimental variations,
even though differences are statistically significant (for a recent discus-
sion on reproducibility see Nuzzo, 2014). In order to address the
problems with criterion 1 we established a second criterion based on
thresholds. Our thresholds were arbitrarily determined, since no refer-
ence to this kind of analysis was found for similar systems. There is,
however, a threshold established for plant systems, in which a 2-fold
(100% change) up-regulation of antioxidants was considered as a cut-
off value (Blokhina and Fagerstedt, 2010). This cut-off was applied to
transcriptomic data only. In contrast, most of studies compiled herein
are changes in enzyme activity measurements. Thus, we defined a 50%
increase, as well as a 25% decrease as our cut-off level. Still, criterion 2
does not account for what happened with other antioxidants within a
tissue. Then, criterion 3 was designed to do so. The definition of third
criterion resulted in the exclusion of several studies, because they only
measured one of the antioxidants considered herein. One obvious limi-
tation is that data about antioxidants that were not measured is not
available. Overall, the problem stems from the definition of POS itself,
which proved to be hard define. As can be concluded from Fig. 4,
increasing the restrictiveness of the criteria had the general trend to
reduce the prevalence of POS-positive species.

3.2. Low oxygen stress

The prevalence of POS-positive species of all low oxygen stresses
(anoxia, air exposure, dehydration, freezing and hypoxia) combined



90

68 D.C. Moreira et al. / Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 200 (2016) 64-78

Table 1

Classification as POS-positive ((+)), POS-neutral (0), or POS-negative ([—]) within the three criteria of the 102 species exposed to anoxia (A), dehydration (D), estivation (E), freezing (F),
hypoxia (H), or air exposure (R). Species that did not meet the minimum requirements for the criteria are marked with “na". Some species have been exposed to more than one kind of

stress,
o & Criteria o
cies Tess e
L 1 2 3
Cnidaria
Anthozoa (corals)
Veretillum cynomorium R (+) (+) (+) Teixeira et al. (2013)
Nematoda
Secernentea (nematodes)
Aphelenchoides fragariae D (+) (+) (+) Fuetal. (2012)
Annelida
Polychaeta (fan worms and tube worms)
Arenicola marina H -1 -1 -1 Abele-Oeschger and Oeschger (1995)
Heteromastus filiformis A (+) (+) (+) Abele et al. (1998)
Nereis diversicolor A 0 0 0 Abele-Oeschger et al. (1994)
Paralvinella grasslei H -] -1 -1 Marie et al. (2006)
Clitellata (earth worms)
Dendrobaena octaedra F (+) (+) (+) Fisker et al. (2016)
Tardigrada
Eutardigrada (water bears)
Milnesium tardigradum D (+) na na Schokraie et al. (2012)
Paramacrobiotus richtersi D (+) (+) (+) Rizzo et al. (2010)
Arthropoda
Malacostraca (amphipods, crabs and shrimps)
Callinectes danae R -1 -1 -1 Freire et al. (2011)
Callinectes ornatus R (+) (+) (+) Freire et al. (2011)
Callinectes sapidus H -1 -1 -1 Brouwer et al. (2004)
Chasmagnathus granulata A (+) (+) (+) de Oliveira et al. (2005, 2006)
Euphausia mucronata H 0 0 0 Tremblay and Abele (2015)
Euphausia pacifica H -] -1 -] Tremblay and Abele (2015)
Euphausia superba H 0 0 0 Tremblay and Abele (2015)
Fenneropenaeus chinensis H -1 -1 -1 Jiang et al. (2009)
Lithodes santolla H (+) (+) na Alter et al. (2015)
Litopenaeus vannamei H (+) (+) (+) Multiple references
Macrobrachium nipponense H (+) (+) (+) Sunet al. (2015)
Monoporeia affinis H (+) (+) (+) Gorokhova et al. (2010, 2013)
Niphargus rhenorhodanensis A (+) (+) +) Lawniczak et al. (2013)
Niphargus rhenorhodanensis H (+) (+) (+) Lawniczak et al. (2013)
Palaemonetes pugio H -] -1 -1 Brouwer et al. (2007)
Paralomis granulosa R (+) (+) (+) Romero et al. (2007)
Petrolisthes laevigatus H (+) (+) na Alteret al. (2015)
Maxillopoda (barnacles)
Amphibalanus amphitrite A (+) (+) (+) Desai and Prakash (2009)
Amphibalanus amphitrite H (+) (+) (+) Desai and Prakash (2009)
Entognatha (springtails)
Folsomia candida D (+) na na Timmermans et al. (2009)
Megaphorura arctica D (+) (+) (+) Clark et al. (2009), Serensen et al. (2010)
Insecta (insects)
Anastrepha suspensa A (+) (+) (+) Lopez-Martinez and Hahn (2012)
Belgica antarctica A -] na na Lopez-Martinez et al. (2008)
Belgica antarctica D (+) (+) (+) Lopez-Martinez et al. (2009)
Belgica antarctica F -1 na na Lopez-Martinez et al. (2008)
Chironomus riparius A (+) (+) (+) Forcella et al. (2007)
Chironomus riparius H (+) (+) (+) Choi et al. (2000)
Epiblema scudderiana A 0 0 0 Joanisse and Storey (1998)
Eurosta solidaginis A 0 0 0 Joanisse and Storey (1998)
Eurosta solidaginis F 0 0 0 Joanisse and Storey (1998)
Polypedilum vanderplanki D (+) (+) (+) Cornette et al. (2010)
Mollusca
Gastropoda (snails and limpets)
Achatina fulica E (+) (+) (+) Salway et al. (2010)
Biomphalaria tenagophila A (+) -1 -1 Ferreira et al. (2003)
Biomphalaria tenagophila E (+) (+) (+) Ferreira et al. (2003)
Haliotis discus H (+) (+) (+) De Zoysa et al. (2009)
Haliotis midae H -] -1 -] Vosloo et al. (2013a, 2013b)
Helix aspersa A (+) (+) +) Welker (2009)
Helix aspersa E (+) (+) (+) Multiple references
Helix pomatia E (+) (+) +) Multiple references
Littorina littorea A (+) (+) +) Multiple references
Littorina littorea F (+) (+) na English and Storey (2003)
Nacella concinna H (+) -1 [-1] Weihe et al. (2010)
Nacella concinna R (+) -1 -1 Weihe et al. (2010)

Mollusca
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Table 1 (continued)
Criteria
Species Stress Reference
1 2 3
Gastropoda (snails and limpets)
Nacella deaurata R (+) (+) (+) Pohlmann et al. (2011)
Nacella magellanica R (+) (+) (+) Pohlmann et al. (2011)
Otala lactea E (+) (+) (+) Hermes-Lima and Storey (1995)
Pomacea canaliculata E (+) (+) (+) Giraud-Billoud et al. (2013), Sun et al. (2013)
Bivalvia (clams, oysters and mussels)
Arctica islandica A (+) (+) (+) Multiple references
Arctica islandica H 0 0 0 Philipp et al. (2012), Strahl et al. (2011a)
Astarte borealis H -1 -1 -1 Abele-Oeschger and Oeschger (1995)
Chamelea gallina A -1 -1 -1 Monari et al. (2005)
Chlamys farreri H (+) (+) na Chen et al. (2007a)
Chlamys farreri R (+) 0 na Chen et al. (2007b)
Corbicula fluminea H (+) 0 0 Vidal et al. (2002)
Crassostrea gigas H (+) (+) (+) David et al. (2005), Sussarellu et al. (2010)
Crassostrea gigas R (+) (+) na Zhang et al. (2012)
Mercenaria mercenaria H 0 0 0 Joyner-Matos et al. (2009)
Mytilus edulis H 0 0 0 Rivera-Ingraham et al. (2013)
Mytilus edulis R -1 -] na Letendre et al. (2008)
Mytilus galloprovincialis H (+) (+) 0 Woo etal. (2011, 2013)
Perna perna R (+) (+) (+) Almeida et al. (2005), Almeida and Bainy (2006)
Pinctada fucata R -1 -1 -1 Kuchel et al. (2012)
Cephalopoda (squids)
Dosidicus gigas H -1 -1 -1 Tritbenbach et al. (2013)
Echinodermata
(sea )
Isostichopus badionotus E (+) (+) (+) Klanian (2013)
Chordata
Elasmobranchii (sharks)
Hemiscyllium ocellatum H 0 0 0 Leveelahti et al. (2014)
Sarcopterygii (lobe-finned fish)
Protopterus annectens E (+) -1 na Multiple references
Protopterus dolloi E (+) (+) (+) Page et al. (2010)
Actinopterygii (ray-finned fish)
Benthosema panamense H (+) -1 -1 Lopes et al. (2013)
Carassius auratus A (+) (+) (+) Lushchak et al. (2001)
Carassius auratus H (+) na na Zhong et al. (2009)
Clarias batrachus H (+) (+) (+) Tripathi et al. (2013)
Cyprinus carpio H (+) (+) (+) Multiple references
Fundulus heteroclitus H 0 0 0 Ransberry et al. (2016)
Gadus morhua H -] -1 -1 Olsvik et al. (2006)
Gasterosteus aculeatus H -1 0 0 Leveelahti et al. (2011, 2014)
Gillichthys mirabilis H (+) (+) na Gracey et al. (2001)
Gillichthys seta H -1 -] na Gracey et al. (2001)
Gymnocephalus cernua H (+) (+) (+) Tiedke et al. (2014)
Heteropneustes fossilis R (+) -1 -1 Paital (2013, 2014)
Hyphessobrycon callistus H (+) (+) (+) Pan et al. (2010)
Leiostomus xanthurus H (+) (+) (+) Cooper et al. (2002)
Leporinus elongatus H (+) (+) (+) Wilhelm Filho et al. (2005)
Leporinus macrocephalus H -1 -1 -1 Riffel et al. (2012)
Oncorhynchus mykiss A (+) 0 na Wulff et al. (2008)
Oncorhynchus mykiss H 0 0 0 Leveelahti et al. (2014)
Oreochromis niloticus H 0 0 0 Welker et al. (2012)
Oryzias latipes H (+) (+) na Oehlers et al. (2007)
Perca flavescens H 0 0 na Grasset et al. (2014)
Perccottus glenii H (+) (+) (+) Lushchak and Bagnyukova (2007)
Piaractus mesopotamicus H -] -1 -1 Multiple references
Platichthys flesus H -1 -1 -1 Tiedke et al. (2014)
Porichthys notatus H -1 -1 na Craig et al. (2014)
Rhamdia quelen H (+) -] -1 Dolci et al. (2014), Riffel et al. (2014)
Sparus aurata H (+) -1 -1 Pérez-Jiménez et al. (2012)
Triphoturus mexicanus H (+) (+) (+) Lopes et al. (2013)
Amphibia (salamanders, frogs and toads)
Calotriton asper A -1 -] -1 Issartel et al. (2009)
Cyclorana alboguttata E (+) (+) (+) Multiple references
Proteus anguinus A -1 -1 -1 Issartel et al. (2009)
Rana pipiens A (+) (+) (+) Hermes-Lima and Storey (1996)
Rana pipiens D (+) (+) (+) Hermes-Lima and Storey (1998)
Rana sylvatica F (+) (+) (+) Multiple references
Scaphiopus couchii E (+) (+) (+) Grundy and Storey (1998)
Xenopus laevis D (+) (+) (+) Malik and Storey (2009, 2011)
Reptilia (lizards, snakes and turtles)
Chrysemys picta A (+) (+) (+) Storey (2006)
Chrysemys picta F (+) (+) (+) Storey (2006), Krivoruchko and Storey (2010b)
Lacerta vivipara F (+) (+) (+) Voituron et al. (2006)

(continued on next page)
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Criteria
Species Stress Reft e
2 3

Phrynocephalus vlangalii H (+) (+) (+) Zhang et al. (2015)

Thamnophis sirtalis A (+) (+) (+) Hermes-Lima and Storey (1993)

Thamnophis sirtalis F (+) (+) (+) Hermes-Lima and Storey (1993)

Trachemys scripta A (+) (+) (+) Multiple references

Mammalia (mole-rats)

Spalax galili H -] -] -] Soria-Valles et al. (2010), Schiilke et al. (2012)
Spalax judaei H (+) (+) (+) Soria-Valles et al. (2010), Schiilke et al. (2012)

Species with multiple references: Litopenaeus vannamei (Felix-Portillo et al., 2014; Garcia-Triana et al., 2010; Kniffin et al., 2014; Li et al,, 2016; Parrilla-Taylor and Zenteno-Savin, 2011;
Trasvifia-Arenas et al., 2013), Helix aspersa (Nowakowska et al., 2011, 2014; Ramos-Vasconcelos and Hermes-Lima, 2003; Ramos-Vasconcelos et al., 2005), Helix pomatia (Nowakowska
etal., 2009a,2009b, 2010, 2011, 2015), Littorina littorea (English and Storey, 2003; Pannunzio and Storey, 1998; Storey et al,, 2013), Arctica islandica (Philipp et al., 2012; Strahl etal., 2011a,
2011b), Protopterus annectens (Hiong et al., 2013, 2015; Loong et al., 2012), Cyprinus carpio (Lushchak et al., 2005; Mustafa et al., 2011; Vig and Nemcsok, 1989), Piaractus mesopotamicus
(Bastos et al., 2013; Hauser-Davis et al., 2014; Sampaio et al., 2008), Cyclorana alboguttata (Hudson et al., 2006; Reilly et al., 2013; Young et al., 2013), Rana sylvatica (Dawson and Storey,
2016; Dawson et al., 2015; Joanisse and Storey, 1996; Storey, 2006), Trachemys scripta (Jensen et al., 2014; Krivoruchko and Storey, 2010a, 2013; Willmore and Storey, 1997a, 1997b, 2005).

started at 64.5% for criterion 1 (60 species out of 93), went down to
54.9% for criterion 2 (50 species out of 91), and then to 53.0% for criteria
3 (44 species out of 83) (Fig. 5). Hypoxia had a major effect on these per-
centages because more than half of animal species exposed to low oxy-
gen stress was from hypoxia studies. Because some species have been
exposed to more than one kind of low oxygen stress, comparison be-
tween stresses can be made. For example, the limpet Nacella concinna
was classified as POS-negative (criteria 2 and 3) for both air exposure
and hypoxia. Moreover, slight differences can also be identified. Larvae
of the midge Chironomus riparius were flagged as POS-positive for
both anoxia and hypoxia exposures. The identity of the up-regulated an-
tioxidants was different between the two stresses however. Whole
body activities of catalase, GPX and GST increased in C. riparius larvae
exposed to anoxia for 24 h (Forcella et al., 2007). When larvae from
the same species were exposed to hypoxia (1.6 mg O, L™'), GST,
CuZnSOD and MnSOD activities increased in whole body homogenates,
while catalase and GPX activities did not change significantly (Choi et
al,, 2000).

Some species may respond differently when exposed to different
stress. This is the case of B. antarctica, which was flagged negative, pos-
itive, and negative for anoxia, dehydration and freezing stresses respec-
tively following criterion 1 (other criteria could not be applied because
the % change was not available). The same antioxidants (catalase and
MnSOD at mRNA level) were measured for the three stresses, although
the duration of exposures was 48 h for anoxia and freezing, and 12 h or
14 days for dehydration. These cases point out that, although cell oxy-
gen availability is a common feature among these stresses, they may
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Fig. 3. Cumulative number of animal species (white circles) and publications (gray circles)
for each year from 1989 to 2015. Publications dated as 2016 but already available were
also included. Only the 142 papers that met the requirements described in Section 2
were considered.

be not fully comparable when it comes to the modulation of antioxidant
defenses/redox metabolism. Among low oxygen stresses, freezing and
dehydration had the highest prevalence of positive species. One com-
mon feature of these two conditions that could affect the redox metab-
olism is the osmotic stress caused by the loss of cellular water to the
extracellular spaces and/or to the environment. Overall, 53% of the ani-
mal species exposed to low oxygen stress (excluding estivation) were
flagged as POS-positive (as in criterion 3) indicating that the majority
of the analyzed species exposed to low oxygen stress increase their
endogenous antioxidants.

As can be seen from the studies that analyzed several tissues, the
antioxidant response is tissue-specific in many cases (Supplementary
Tables). To take one example, SOD activity decreased in brain, it did
not change in muscle, and it increased in liver of the fish Percottus glenii
after 6 h of hypoxia exposure (Lushchak and Bagnyukova, 2007). Differ-
ent tissues have different oxygen partial pressures at steady-state con-
ditions (Carreau et al., 2011). Thus, it is expected that the tissues of
animals exposed to low oxygen stress experience different degrees of
oxygen deprivation and at different times. In addition to the peculiari-
ties regarding the functions of each tissue, such factors could differen-
tially affect the antioxidant response for each tissue.

32.1. Anoxia

Anoxia can be considered the most extreme situation of low oxygen
stress because oxygen is completely absent in the environment. Within
tissues, however, there must be a transition phase between normal ox-
ygenation levels and those resulting from the anoxic exposure. More-
over, due to the polarity of molecular oxygen, O, may persist even for
long periods of anoxia exposure. The percentage of POS-positive animal
species (23 species were analyzed) ranged from 74% to 64% depending
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Fig. 4. Effect of criteria restrictiveness on the prevalence of POS-positive animal species for
the stresses of air exposure, anoxia, dehydration, estivation, freezing, and hypoxia.
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Fig. 5. Distribution of POS-positive (green), POS-neutral (yellow) and POS-negative (red) animal species within the three different criteria for studies on low oxygen stresses (air exposure,
anoxia, dehydration, freezing and hypoxia). Prevalence of POS-positive species and the total number of species for each criterion are highlighted in the boxes. Note that the number of

species decreases as criteria proceed due to the requirements of each criterion.

on the criterion (Fig. 6). Among anoxia studies, the red-eared slider
Trachemys scripta has been the most studied species, probably due its
remarkable anoxia-tolerance. Early studies showed a general decrease
of the activity many antioxidant enzymes in several tissues (Willmore
and Storey, 1997a, 1997b). More recently, studies reported increased
transcript levels for catalase (Krivoruchko and Storey, 2013), as well
as CuZnSOD and MnSOD (Krivoruchko and Storey, 2010a) when
T. scripta was exposed to anoxia for 5 h. These increases in the levels
of mRNA for antioxidant enzymes were related to the activation of
redox-sensitive transcription factors NF-kB (Krivoruchko and Storey,
2010a) and FoxOs (Krivoruchko and Storey, 2013). The activation of
redox-sensitive transcription factor and increased mRNA for antioxi-
dants make T. scripta a good example of the activation of antioxidant
pathways in response to low oxygen stress. Regarding the criteria appli-
cation, the 2013 study would be removed following the third criterion,
because it only measured one of the antioxidants from our list. Since
the exact same anoxia protocol was used, these studies were combined
(avoiding the elimination of the study) and the turtle species flagged as
POS-positive.

3.2.2. Hypoxia

Hypoxia stress accounted for the majority of studied species (57 an-
imal species), and was also the stress that showed the lowest proportion
of POS-positive species (Fig. 4). The percentage of POS-positive ranged
from 53% (criterion 1) to 37.5% (criterion 3, with 18 positive-flagged
species out of 48) (Fig. 6). In the last criterion the POS-positive and
POS-negative shared the same value of 37.5% of the studied species.
Hypoxia is also a stress in which protocols vary greatly. For example,
when looking at studies on fish species exposure time ranged from
2 h (Lushchak and Bagnyukova, 2007) to 6 weeks (Olsvik et al., 2006),
and oxygen levels ranged from 0.28 (Welker et al., 2012) to 6.5 mg O,
L~ (Tiedke et al., 2014). Moreover, protocols vary from slow and grad-
ual decrease in oxygen levels to a more rapidly change. Such variations
are explained by the different oxygen tensions normally occurring for
one species, specific sensitivity to hypoxia and how hypoxia takes
place in nature for each species (Nikinmaa, 2013; Vaquer-Sunyer and
Duarte, 2008).

Studies with a single species exposed to oxygen deprivation for dif-
ferent times revealed that the duration of low oxygen stress affects the
antioxidant response (Supplementary Tables). For instance, GST activ-
ity increased significantly after 2 and 6 h of hypoxia exposure, but did
not change significantly after 10 h of hypoxia in the muscle of P. glenii
(Lushchak and Bagnyukova, 2007). Furthermore, the time of occurrence
of up-regulation events in different species ranged from 1 h in the gills
of the abalone Haliotis discus (De Zoysa et al., 2009) to 14 days in the
liver of the fish Leporinus elongatus (Wilhelm Filho et al., 2005). Long ex-
posure experiments do not allow the identification of biochemical
changes in time, because, in the given example, the changes observed
may have happened any time between the first moments and 14 days
(i.e. changes in antioxidants parameters may have been missed in
these long term exposures with just one determination time). On the
other hand, long exposure protocols allow the observation of the

maintenance of biochemical changes for long periods of hypoxia expo-
sure. Such maintenance would be physiologically relevant for long-
term hypoxia and reoxygenation events.

In addition to protocol diversity, another potential source of variabil-
ity in the biochemical response to hypoxia is the occurrence of physio-
logical adjustments that optimize oxygen absorption, delivery and
consumption (Porteus et al., 2011). These adaptations may partially or
fully compensate the diminished oxygen availability. As a result, hypox-
ia may take longer to occur in tissues or never happen at all. Since these
adaptations are expected to depend on animal species, oxygen levels
and exposure time they should also vary among studies with diverse
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Fig. 6. Distribution of POS-positive (green), POS-neutral (yellow) and POS-negative (red)
animal species within the three different criteria for studies on anoxia and hypoxia.
Prevalence of POS-positive species and the total number of species for each criterion are
highlighted in the boxes. Note that the number of species decreases as criteria proceed
due to the requirements of each criterion.
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protocols resulting in different outcomes. In summary, there is a set of
factors that may affect the response to hypoxia, which are not present
in other cases of low oxygen stress, such as freezing and dehydration.
This feature is a possible cause of the higher diversity of responses to
hypoxia.

3.2.3. Air exposure

Many aquatic animals, sessile or not, are often exposed to air due to
periodic variation in tide height. Exposure to air disrupts the ability of
water-breathing animals to extract oxygen from the environment and
it is expected to cause a hypoxic state (Allen and Burnett, 2008). The
percentages of air-exposed species flagged as POS-positive were 77%
for criterion 1 (10 species out of 13), 54% for criterion 2 (7 species out
of 13), and 60% for criterion 3 (6 species out of 10) (Fig. 7). The analysis
of air exposed species revealed some interesting discrepancies between
species in the same genus and between populations of the same species.
Two crab species of the Callinectes genus exposed to air for 3 h were
flagged oppositely (Freire et al,, 2011). For all three criteria, Callinectes
danae was classified POS-negative, while Callinectes ornatus was classi-
fied as POS-positive. This divergence may be explained by the different
life history of each species (Freire et al., 2011). Intertidal and subtidal
populations of the limpet Nacella concinna responded differently to air
exposure. Superoxide dismutase activity in gills of the intertidal popula-
tion decreased by 42% and was not significantly different from control
after 6 and 12 h of air exposure respectively (Weihe et al., 2010). In

Air exposure (1)

Air exre 2) szlng:)

60.0% |\,
otal =10

Air esuro (3)

83.3%
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Freezing (3)
Fig. 7. Distribution of POS-positive (green), POS-neutral (yellow) and POS-negative (red)
animal species within the three different criteria for studies on air exposure and freezing.
Prevalence of POS-positive species and the total number of species for each criterion are

highlighted in the boxes. Note that the number of species decreases as criteria proceed
due to the requirements of each criterion.

the subtidal population, however, SOD activity increased by 23% and
33% after 6 and 12 h of air exposure respectively (Weihe et al., 2010).
Since the increase in SOD activity did not reach the 50% cut-off value
for up-regulation, but the decrease in activity reached its threshold,
this species was flagged as POS-negative. Similar differences were ob-
served between high shore and low shore populations of Mytilus edulis
(Letendre et al., 2009). In this study, high shore animals, which are ex-
pected to experience longer periods of air exposure, had higher catalase,
GPX, GST, and CuZnSOD activities when both were exposed to air for 2 h
(Letendre et al., 2009). This study was not included in our analysis be-
cause it did not compare air-exposed mussels to a control submerged
group, therefore, it is impossible to conclude if any up-regulation took
place. In another limpet (Nacella magellanica), geographically distinct
population also responded differently. One population was flagged as
POS-neutral because no significant changes in catalase or SOD activities
occurred in gills after 2,6 or 12 h (P6hlmann et al,, 2011). The other pop-
ulation was flagged as POS-positive due to a 57% increase in gill SOD ac-
tivity after 2 h of air exposure (P6hlmann et al., 2011). Thus, this species
was considered POS-positive in the three criteria.

3.24. Freezing

Many ectothermic animals survive sub-zero temperatures by
allowing and controlling the freezing of extracellular fluids. As intercel-
lular water freezes, breathing, muscle movement and distribution of ox-
ygen to tissues is interrupted and an ischemic condition takes place
(Storey and Storey, 2013). Freezing exposure presented a high rate of
POS-positive species: 75% for criterion 1 (6 species out of 8), 86% for cri-
terion 2 (6 species out of 7), and 83% for criterion 3 (5 species out of
6) (Fig. 7). Among freeze-tolerant vertebrates, the wood frog R. sylvatica
is one of the most studied animal species, including studies on the mod-
ulation of endogenous antioxidants. Glutathione peroxidase activity in-
creased by 26-149% in several tissues of R. sylvatica exposed to freezing
for 24 h in comparison with control frogs (Joanisse and Storey, 1996). It
was from a freezing study on R. sylvatica that the first evidence of post
translational regulation of antioxidant enzymes during low oxygen
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Fig. 8. Relative contribution of each antioxidant within up-regulation events for the
stresses of air exp e, anoxia, dehyd estivation, freezing and hypoxia. Each
animal species generated a single set of up-regulated antioxidants. The number of
species that presented increased levels for a given antioxidant was compared to the
total number of up-regulation events. Antioxidant parameters are catalase (CAT), total
or selenium-dependent glutathione peroxidase (GPX), glutathione transferase i

(GST), peroxiredoxins (PRX), superoxide dismutase isoforms (SOD), total or reduced
glutathione (GSH), and metallothionein (MT). See Section 2.5 for details.
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stress was reported. MnSOD extracted from the muscle of frozen frogs
had a higher phosphorylation levels than MnSOD from control animals
(Dawson et al,, 2015). The increased phosphorylation state was related
to an increased affinity of MnSOD for superoxide anions, as evidenced
by a reduced Km value (Dawson et al.,, 2015). Similar results were ob-
served for muscle catalase from frozen frogs, whose phosphorylation
levels increased in comparison with control animals (Dawson and
Storey, 2016). The higher overall phosphorylation state was associated
with increased maximal activity and increased affinity for hydrogen
peroxide (Dawson and Storey, 2016). Such observations together with
the occurrence of oxidative stress responsive kinases (Cao et al.,
2003a, 2003b) add a new mechanism to be considered in the context
of antioxidant defenses during changes in oxygen availability.

3.2.5. Dehydration

Tolerance to dehydration is widespread in the animal kingdom,
ranging, for example, from nematodes to anurans (Table 1). Similar to
freezing, dehydration disrupts the circulatory functions of anurans by
increasing blood viscosity and reducing blood volume (Hillman,
1978). Thus, oxygen delivery is limited resulting in a situation that re-
sembles ischemic/hypoxic events. All animal species exposed to dehy-
dration were classified as POS-positive in all three criteria (Figs. 4 and
$1). The total number of species, however, changed from on criterion
to another, due to the requirements of each criterion. Total number of
animal species ranged from 9 (criterion 1) to 7 (criteria 2 and 3). The

Table 2
Alterations (% change) in

parameters

cellular pathways that led to increased endogenous antioxidants have
been elucidated in the African clawed frog Xenopus laevis. Severe dehy-
dration elicited the increase of several GST isoforms in six tissues of
X. laevis (Malik and Storey, 2009). This general activation of GST was re-
lated to tissue-specific increases in Nrf2 mRNA levels, protein levels and
nuclear translocation (Malik and Storey, 2009). In another study, in-
creases of catalase and MnSOD (at both mRNA and protein levels)
were associated with the activation of FoxO1 transcription factor in
the liver of dehydrated X. laevis (Malik and Storey, 2011).

3.3. Estivation

Estivation is a life-saving metabolic depression state usually associ-
ated to arid and relatively hot environments used by animals from sea
cucumbers and snails to lungfish and amphibians. The general biochem-
ical mechanisms presented by estivating species are shared with other
situations of metabolic depression (Storey and Storey, 2012). Moreover,
at least in land snails (Barnhart, 1986) and lungfish (da Silva et al.,
2008), plasma oxygen partial pressure drops during estivation, resem-
bling a situation of mild hypoxia. The number of species flagged as
POS-positive/total number of species was 11/11, 10/11 and 10/10 by
criteria 1, 2 and 3 respectively (Figs. 4 and S1). Such high rates are
only comparable to those observed in the dehydration stress. To take
one example, when compared to active animals, spadefoot toads
Scaphiopus couchii presented a general trend of decreased antioxidants

d in tissues o animals exposed to freezing compared to control animals. Changes in activity levels are highlighted in bold, changes

in protein levels are underlined, and changes in mRNA levels are italicized. When the % change could be estimated only the direction of change is presented as “up” or “down”.

Species Duration Tissue CAT GPX GST PRX SOD GSH MT
Dendrobaena octaedra® 14h Whole body - - 450 - - — 230
Belgica antarctica® 48h ‘Whole body down - - - 0 — —
Eurosta solidaginis® 24h Whole body 0 0 0 - 0 0 -
Littorina littorea® 1h Hepatopancreas - - - - - - 230
Muscle - - - - - - 160
12h Hepatopancreas - - - — — — 500
Muscle - - - - - - 160
24h Hepatopancreas - - - - - - 0
Muscle - - - - - - 230
Rana sylvatica® 24h Brain 0 38 (] - [} 24 -
Heart 0 149 -23 - -57 0 -
Kidney 0 85 —28 = —57 0 -
Liver 0 26 18 - 0 0 -
Muscle 0 87 0 - =23 41 -
Rana sylvatica” 24h Muscle 48 - - - 51 - -
Rana sylvatica® 24h Heart - - up — — — up
Chrysemys picta” 5h Heart - 135 80 60 - - -
Liver - 110 145 90 - - -
Chrysemys picta' 5h Brain - - 52 - - - -
Gut - - 35 - - - -
Liver = - —23 = = = -
Muscle - - —15 - - - -
Lacerta vivipara 20h Liver 0 0 - - 56 — -
Muscle 0 0 - - 0 - -
Thamnophis sirtalis* 5h Liver 0 -9 -27 - 0 0 -
Lung 63 0 0 - 0 0 -
Muscle 183 52 0 - 0 0 -

Abbreviations: catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX), glutathione transferase (GST), peroxiredoxin (PRX), superoxide dismutase (SOD), glutathione (GSH), metallothionein (MT).
@ Metallothionein change is the average of the increases in transcript levels for MT1 (100%) and MT2 (360%) (Fisker et al., 2016).

b Change recorded for MnSOD (Lopez-Martinez et al., 2008).

© Total GPX and total SOD activities, and total GSH levels (Joanisse and Storey, 1998).
4 English and Storey (2003).

© Total GPX and total SOD activities, and total GSH levels (Joanisse and Storey, 1996).

! Catalase, CuZnSOD and MnSOD were first isolated from muscle of frozen frogs. CuZnSOD maximal activity increased by 51%, while no changes in Vmax were observed for MnSOD
(Dawson et al., 2015). Protein and transcript levels for both SOD isoforms did not change (Dawson et al., 2015). Catalase overall phosphorylation state increased in frozen animals and this

was associated with a 48% increase in its maximal activity (Dawson and Storey, 2016).
£ Results from cDNA array screening (Storey, 2004).

" Results from cDNA array screening. Specific alterations were GPX1 (80-140%); GSTMS5 (170%); GSTA2 (120%); PRX1 (70-110%) in liver, and GPX1 (120-150%); GSTMS5 (70-90%);

GSTA2 (80%); PRX1 (60%) in heart (Storey, 2006).

" Six different GST isoforms were analyzed (Krivoruchko and Storey, 2010b). The average for these six values is shown.
1 CuZnSOD activity increased by 56%, while MnSOD activity did not change significantly (Voituron et al., 2006).

¥ SeGPX and total SOD activities, and total GSH levels (Hermes-Lima and Storey, 1993).
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Table 3

Distribution of POS-positive animals species within major animal groups as classified by
criterion 3 for all low oxygen stresses and estivation combined. Note that only 91 of the
102 species had the minimum requirement for criterion 3.

POS classification

Animal group Positive Neutral Negative Total
Cnidaria

Corals 1 0 0 1
Nematoda

Nematodes 1 0 0 1
Annelida

Polychaetes 1 1 2 4

Earthworms 1 0 0 1
Tardigrada

Water bears 1 0 0 1
Arthropoda

Crustaceans 8 2 5 15

Springtails 1 0 0 1

Insects 4 2 0 6
Mollusca

Gastropods 10 0 2 12

Bivalves 4 3 10

Cephalopods 0 0 1 1
Echinodermata

Sea cucumbers 1 0 0 1
Chordata

Fish 10 5 8 23

Amphibians 0 2 7

Reptiles 5 0 0 5

Mammalians 1 0 1 2
Total 53 14 24 91

after 60 days of estivation, in contrast to few enzymes that were up-
regulated (Grundy and Storey, 1998). Cardiac muscle, for example,
had decreased catalase, GPX, GST and SOD activities by 30-53%. On
the other hand, skeletal muscle had increased GPX activity (by 59%)
and SOD activity (by 42%), whereas the activities of catalase and GST
remained unchanged and total GSH levels decreased only by 16% (insuf-
ficient decrease as defined in criterion 3). Thus, although several tissues
presented a down-regulation of their endogenous antioxidants,
S. couchii was considered as a POS-positive species in criterion 3 due
to the results recorded for the skeletal muscle. This classification dis-
agrees with a former classification of this toad species as a POS-
negative case (Hermes-Lima and Zenteno-Savin, 2002).

In the case of the giant African snail Achatina fulica, catalase, SeGPX,
CuZnSOD and MnSOD did not change significantly in heart, hepatopan-
creas and kidney after 4 weeks estivation in comparison to snails
aroused for 24 h (Salway et al., 2010). In muscle of estivating snails,
however, SeGPX activity fell by 21% (did not reach criterion 3 cut-off),
MnSOD activity did not change significantly, and CuZnSOD increased

by 74% compared with 24 h aroused group (Salway et al., 2010). Thus,
A. fulica, together with the other snail species Biomphalaria tenagophila,
Helix aspersa, Helix pomatia, Otala lactea, and Pomacea canaliculata were
flagged as POS-positive by all three criteria.

34. Antioxidants

The antioxidant that was up-regulated in most animal species for
each stress was GPX for anoxia (27%), SOD for air exposure (37.5%), cat-
alase and SOD for dehydration (both with 29%), GPX and SOD for estiva-
tion (both with 26%), GPX, GST and metallothionein for freezing (all
with 20%), and SOD for hypoxia (33%) (Fig. 8). Table 2 shows the raw
data for freezing stress. Superoxide dismutase contributed to most of
the up-regulation events in 3 of the five low oxygen stress, as well as
in estivation. One problem of this approach is that not all antioxidant
were measured in all studies, i.e. enzymes measured more often are
overrepresented. Peroxiredoxins make one interesting example.
This group of enzymes is considered to be crucial in redox signaling
pathways and the maintenance of redox balance in cells (Cox et al.,
2010). In contrast to its essential role, only 10 of the 142 studies pre-
sented data about PRXs. This is partially explained by methodological
difficulties associated to the measurement of PRX activity in non-
purified preparations. Indeed, from the papers analyzed herein, data
were for Prx mRNA levels or PRX protein levels, not activity
(Supplementary Tables). On the other hand, the activity of the core an-
tioxidant defenses, catalase, GPX, GST and SOD, are routinely measured
by classical methods.

Other interesting point is the case of glutathione levels. Although
total or reduced glutathione levels have been measured very often,
these parameters are rarely increased and barely appear in the set of
up-regulated antioxidants (Fig. 8). For example, both reduced and
total GSH levels increased in the hepatopancreas of L. littorea exposed
to anoxia for 6 days (Pannunzio and Storey, 1998) and in muscle of
T. sirtalis exposed to anoxia for 10 h (Hermes-Lima and Storey, 1993).
Noteworthy, the ratio between disulfide and total glutathione, which
is a reliable indicator of redox state, has been shown to be altered in an-
imals exposed to low oxygen availability (Hermes-Lima et al., 2015).

4. Conclusion

Overall, regardless of the criteria used to define a species as positive,
neutral or negative, it is evident that a large number of species are clas-
sified as POS-positive. When low oxygen stresses and estivation were
combined the prevalence of POS-positive animal species was 67.6% for
criterion 1 (69 out of 102), 59.6% for criterion 2 (59 out of 99), and
58.2% for criterion 3 (53 out of 91; Table 4). Even following the most re-
strictive criterion, all eight phyla analyzed in the present study (i.e.

Dehydration 57%

Anoxia Hypoxia

Estivation Freezing

Air exposure

Chordata

Fig. 9. Animal species from 8 different phyla were found to increase their levels of endogenous antioxidants when exposed to low oxygen stresses (anoxia, air exposure, dehydration,
freezing and hypoxia) or estivation. This is the POS-positive response. The proportions of POS-positive animal species in the different phyla are 57% for Chordata (21 out of 37 studied
species), 57% for Mollusca (13 out of 23 species), 59% for Arthropoda (13 out of 22 species), and 67% for others (Cnidaria, Nematoda, Annelida, Tardigrada and Echinodermata

combined; 6 out of 9 species), as classified by criterion 3.
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Table 4
Proportions and total number of species (inside brackets) classified as positive, neutral or
negative for all stresses combined under each criteria.

POS classification
Criteria Positive Neutral Negative Total
1 67.6% (69) 10.8% (11) 21.6% (22) 102
2 59.6% (59) 13.1% (13) 27.3% (27) 99
3 582% (53) 15.4% (14) 26.4% (24) 91

phyla that had been studied from the redox point of view) had at least
one species classified as POS-positive (Table 3). The prevalence of
POS-positive animal species, as well as the identity of the antioxidant
that is induced, depend on the stress to which animals are exposed.
On the other hand, phylogenetic differences do not seem to influence
the rate of POS-positive species. For the three phyla with at least 20
species analyzed herein, the proportion of animal species classified as
positive were 59%, 57% and 57% for arthropods, mollusks and chordates,
respectively (Fig. 9). These proportions are very similar to the propor-
tion for all studied animals combined, which is 58.2%.

These observations indicate a crucial role for antioxidant defenses
during low oxygen stress and estivation, otherwise antioxidants
would be suppressed as other cell processes are in order to spare ener-
gy. Interestingly, responses similar to POS were also reported for many
plant species (Blokhina and Fagerstedt, 2010; Blokhina et al., 2003) and
also yeast cells (Franca et al., 2007) when exposed to low oxygen stress.
Therefore, POS-positive organisms may be found outside the animal
kingdom, making it even more widespread than expected.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.cbpa.2016.01.023.
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4 CAPITULO 4 — EFEITO DA ESTIVACAO EM AMBIENTE NATURAL SOBRE O
METABOLISMO REDOX DE ANUROS DA CAATINGA

4.1 Introducéao

A habilidade de diminuir a taxa metabdlica € uma importante estratégia de
sobrevivéncia de animais desafiados por ambientes extremos (Withers e Cooper
2010). A supressdo do metabolismo é atingida pela inibicdo global de diversos
processos celulares, por exemplo, metabolismo intermediario, transporte ativo de
ions, transcricdo de genes e traducdo de proteinas (Storey 2015). Desta forma, a
necessidade por recursos é amplamente reduzida, maximizando o tempo de
sobrevivéncia até o retorno de condicdes ambientais favoraveis. Devido a reducéo do
turnover de biomoléculas, a implementacéo de vias de preservacéo celular, incluindo
a inducdo de antioxidantes e chaperonas, € crucial e comum em estados de
hipometabolismo (Storey e Storey 2011, 2012). A deflagracdo de uma resposta
antioxidante em animais com taxa metabdlica reduzida é definida como “preparo
para o estresse oxidativo” (Hermes-Lima, Storey, e Storey 1998; Hermes-Lima et al.
2015). De fato, a maioria das espécies investigadas do ponto de vista redox até o
momento mostram o aumento de pelo menos um antioxidante durante a depressao
metabdlica em resposta a hipoxia, congelamento, desidratacdo e estivacdo (Moreira
et al. 2016).

A estivacdo é um estado de supressdo metabodlica aerébica em resposta a
ambientes aridos, comumente associada a baixa disponibilidade de agua e alimento
(Storey 2002). As adaptacdes bioquimicas associadas a estivacdo tém sido
investigadas majoritariamente em caramujos pulmonados (Hermes-Lima e Storey
1995; Ramos-Vasconcelos, Cardoso, e Hermes-Lima 2005), peixes pulmonados
(Frick et al. 2008b; Page et al. 2010) e anuros. Dentre os anuros, os estudos
concentram-se na inducdo artificial da estivagdo em laboratério de espécies
australianas Neobatrachus spp. (Fuery et al. 1998; Withers 1993) e Cyclorana spp.
(Withers 1993; Reilly et al. 2013) e a espécie norte americana Scaphiopus couchii
(McClanahan 1967; Cowan et al. 2000). Durante periodos de seca, estes animais
enterram-se em busca de um microhabitat mais favoravel e permanecem inativos por
varios meses ou até alguns anos (McClanahan 1967; Withers 1993). Neste periodo,
o consumo de O, por anuros dos géneros Cyclorana, Neobatrachus e Scaphiopus

apresenta queda de 60-80% em comparagdo com animais ativos (Seymour 1973;
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Withers 1993). Com a chegada das chuvas, os anuros emergem de seus abrigos
subterraneos e deslocam-se para corpos d’agua, onde iniciam atividades intensas de
alimentacéo e reproducao.

O estudo dessas espécies revelou importantes adaptacdes fisiologicas e
bioguimicas envolvidas no hipometabolismo em anuros. Por exemplo, durante a
estivacdo, ha queda do consumo de O, pelo tecido muscular isolado (Flanigan,
Withers, e Guppy 1991); inibicdo de vias metabdlica dependentes de O, (Hudson et
al. 2006; Berner et al. 2009); supressao da sintese de proteinas (Fuery et al. 1998),
via fosforilagdo do fator de iniciacdo eucarético (elF2a) (Pakay et al. 2003); aumento
dos niveis de fatores silenciadores epigenéticos (Hudson et al. 2008); incremento da
taxa de acoplamento mitocondrial (Kayes et al. 2009); menor producdo de H,O,
mitocondrial (Reilly et al. 2014); e maior atividade de enzimas antioxidantes em
determinados tecidos (Grundy e Storey 1998). O tecido muscular esquelético de
anuros estivadores tem recebido énfase especial, devido a sua peculiar resisténcia a
atrofia por jejum e desuso em comparacdo com modelos animais, tais como, ratos,
camundongos, porquinhos-da-india e caes (Hudson e Franklin 2002). A tolerancia a
atrofia muscular parece estar associada, parcialmente, ao papel de antioxidantes
enddgenos ao longo da depressao metabdlica em ambientes semiaridos (Hudson e
Franklin 2002; Reilly e Franklin 2016).

A Caatinga é um bioma semiarido exclusivamente brasileiro que ocupa
aproximadamente 10% do territdrio nacional dentro da faixa de latitutde de 2°54’ a
17°21° S (Prado 2003). Este dominio morfoclimatico é caracterizado por alta
incidéncia de radiacdo solar, elevada temperatura média anual, baixa umidade
relativa e, principalmente, regime de chuvas irregulares (Prado 2003). A estacdo
chuvosa é limitada a um periodo de poucos meses, geralmente com inicio em
Janeiro. O padréo de precipitacdo, entretanto, € extremamente variavel, de maneira
que a duracao da estiagem € incerta ano a ano. Na Caatinga, € comum que algumas
regides permanecam sem qualquer chuva ao longo de anos inteiros (Nimer 1972).
Ainda assim, o numero de espécies de anfibios que habitam este bioma extremo é
estimado entre 73 e 120 espécies (Camardelli e Napoli 2012; Toledo e Batista 2012).
Os anuros residentes em fitofisionomias secas da Caatinga apresentam adaptacdes
morfolégicas, comportamentais e fisioldégicas para manter a viabilidade durante
longos periodos de seca (Navas, Antoniazzi, e Jared 2004). Assim como as espécies

australianas e norte americanas, alguns anuros da Caatinga enterram-se e reduzem
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o consumo de O, durante a estiagem, utilizando a estivacdo como estratégia de
sobrevivéncia (Carvalho, Navas, e Pereira 2010).

Apenas recentemente, ajustes fisiolégicos e do metabolismo energético tém
sido investigados durante a estivacdo de espécies da Caatinga, com énfase no
equilibrio hidrico (Pereira 2009, 2016). Alteracbes do metabolismo redox, i.e.
producdo de espécies reativas e controle por antioxidantes, ainda nao foram
estudadas neste bioma. Desta forma, considerando o papel do controle de espécies
reativas por antioxidantes enddgenos em resposta a depressdo metabdlica, o
objetivo deste estudo é investigar adaptacbes do metabolismo redox em anuros da
Caatinga durante a estivacdo. Todos os dados disponiveis na literautra de anuros
estivadores sdo de animais induzidos a estivar em condicdes artificalmente
controladas. Por outro lado, neste estudo, usamos uma abordagem diferente, na qual
0s animais sao coletados diretamente na natureza durante periodos de atividade ou
de hipometabolismo. Espera-se que os resultados de tal abordagem tenham maior
relevancia ecologica que os gerados em laboratorio. Este € o primeiro estudo que
analisou a modulacdo de antioxidantes enddégenos em animais estivando no

ambiente natural sem intervengéo experimental humana.
4.2 Material e Métodos

4.2.1 Local do Estudo

Os animais investigados neste estudo foram coletados em uma propriedade
privada denominada Fazenda S&o Miguel (5°30'43"S, 36°36°'18"W), localizada a 156
km de Natal, no distrito de Angicos, Rio Grande do Norte. Dentro da fazenda, hd uma
ampla area de Caatinga onde ocorrem a formacdo e o desaparecimento de riachos
temporarios, como consequéncia de periodos de chuva e estiagem. O
comportamento dos anuros residentes acompanha a formacgéao e secagem de corpos
d’agua. Durante a estagdo chuvosa, um grande niumero de anuros é encontrado em
pocgas d’agua forrageando ou reproduzindo (Pereira 2009). J& na temporada de seca,
algumas espécies de anuros sdo encontradas no subsolo de leitos de rios secos em
estivacdo. A distancia da superficie em que os animais estivam varia de 30 a 112 cm
(secéo 4.2.3), podendo atingir 180 cm (Pereira 2009). A concentracao de O no solo,
na faixa de 25 a 150 cm, é relativamente estavel, atingindo valor minimo de

aproximadamente 20,7% na maior profundidade (Carvalho, Navas, e Pereira 2010)
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(Figura 17A). A profundidade em que os animais sdo encontrados tende a aumentar
conforme a estacéo seca avanca (Pereira 2009) (Figura 17B). Este fendbmeno pode
ser explicado pela maior umidade relativa do solo em maiores profundidades. Por
exemplo, durante fase de estiagem, a umidade relativa no solo é de 92 e 65% nas

profundidades de 80 e 40 cm respectivamente (Pereira 2009).
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Figura 17. Disponibilidade de O, no solo e profundidade onde P. diplolistris é
encontrado durante a estacdo seca. (A) Concentracdo de O, na faixa de
profundidade onde os animais abrigam-se durante a estacdo seca. O nivel de O, cai
significativamente a partir de 75 cm. (B) Profundidade na qual P. diplolistris é
encontrado no periodo de estigagem em relagdo a data da ultima chuva. Dados de
Pereira (2009).

Nesta area sdo registradas trés espécies de anuros que apresentam o
comportamento de estivacdo durante a estacdo seca: Pleurodema diplolistris (Anura:
Leptodactylidae, Leiuperinae), Proceratophrys cristiceps (Anura: Odontophrynidae) e
Physalaemus albifrons (Anura: Leptodactylidae, Leiuperinae). Neste estudo, somente
as duas primeiras espécies foram analisadas. Ambas as espécies, P. diplolistris e P.
cristiceps, entram em estivagdo no subsolo, quando deprimem o consumo de
oxigénio em repouso em aproximadamente 50% quando comparados aos animais
ativos durante as chuvas (Pereira 2016) (Figura 18A). Nota-se que o consumo de
oxigénio em repouso em P. cristiceps é cerca de 70% menor que o de P. diplolistris
(Pereira 2016) (Figura 18A). Quando sao forcados a se locomover, individuos P.
diplolistris ativos e estivando consomem O, em taxas similares (Pereira 2016). Por
outro lado, individuos P. cristiceps durante a estivacdo, mesmo em atividade for¢ada,
consomem 70% menos O, (Pereira 2016) (Figura 18B). Estes dados de
respirometria corroboram as observacdes de diferencas na responsividade entre as
espécies. Quando desenterrados, anuros P. diplolistris prontamente retomam a

atividade (Pereira 2016). No caso, de P. cristiceps, mesmo ap0s manipulacdo os
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animais permanecem imoveis. Portanto, mesmo ocupando o0 mesmo microhabitat

estas duas espécies apresentam importantes diferencas fisioldgicas.
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4.2.2 Coleta 1

Individuos adultos das espécies P. diplolistris e P. cristiceps foram coletados
pela equipe do professor Carlos Navas (IB/USP) no interior da fazenda Séo Miguel
(Figura 19). A coleta foi realizada sob a autorizagao do IBAMA (02010.003380/04-82
e 14836-1) e registro no comité de ética do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sao Paulo (168/2012). Os animais P. diplolistris em estivacdo (estacdo seca)
foram coletados no més de novembro (2012). O grupo de animais ativos (estacéo
chuvosa) dessa mesma espécie foi coletado em dezembro (2005). Este grupo de
animais estava ativo na superficie do solo mesmo sem a ocorréncia de precipitacéo
significativa. Para a espécie P. cristiceps, 0 grupo de animais ativos foi coletado no
més de abril (2007). Ja os anfibios P. cristiceps que estavam estivando foram
coletados no més de agosto (2012). Os animais estivando foram coletados
manualmente apds escavacao de regides do leito seco do rio Sobradinho (5°30°43”S,

36°36’8”W), identificados e eutanasiados imediatamente por imersdo em nitrogénio



106

liquido e armazenados a -80°C até serem analisados. Foram coletados ao todo 12
animais P. diplolistris pesando 4,18 + 0,44 g (media + desvio padrdo) e com

comprimento rostro-cloacal de 3,18 + 0,13 cm. No caso de P. cristiceps, foram

coletados 12 animais com peso de 9,44 + 3,21 g e comprimento de 3,92 £ 0,32 cm.
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Figura 19. PreC|p|tagao mensal total de janeiro de 2005 a dezembro de
2012. Dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) coletados na
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estagdo Florania (06°6’36”S; 36°48'36'W, altitude 324 m) ha 60 km dos
locais de coleta durante o periodo da coleta 1. (A) Precipitagdo mensal total
no intervalo da coleta 1. (B) O painel & esquerda mostra o ano de 2005
guando animais P. displolistris ativos foram coletados no més de dezembro.
(B) O painel a direita mostra o ano de 2012 quando animais P. displolistris
estivando foram coletados no més de novembro. (C) O painel a esquerda
mostra o ano de 2007 quando animais P. cristiceps ativos foram coletados
no més de abril. (C) O painel & direita mostra o ano de 2012 quando animais
P. cristiceps estivando foram coletados no més de agosto.

4.2.3 Coleta 2

Uma segunda coleta foi realizada em dezembro de 2015, quando individuos
adultos das espécies P. diplolistris e P. cristiceps foram coletados na estacdo seca
em dois locais diferentes dentro da area de caatinga na Fazenda S&o Miguel,
denominados pelos residentes como “Varzea do B” (05°41'27,6"S; 036°26'19,8"W,
altitude 150 m) e “Cacimba do Garajau” (05°41'57.4"S; 036°28'03.2"W, altitude 146
m) (Figura 20).

S0541'57.4**W036°28i03:2"

Google Earth

Figura 20. Localizac&o dos sitios de coleta de animais da coleta 2. Varzea do B
(05°41'27,6"S; 036°26'19,8"W, altitude 150 m) e Cacimba do Garajau (05°41'57.4"S;
036°28'03.2"W, altitude 146 m) fazem parte de uma propriedade privada denominada
Fazenda S&o Miguel. Uma das entradas da fazenda fica na BR-304.

A coleta foi realizada com o apoio da equipe do professor Adrian Garda
(UFRN), com a participacao fundamental do bidlogo Willianilson P. da Silva (UFRN) e
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sob a autorizacdo do IBAMA (19828-4). Os animais foram coletados manualmente
apos escavacao de leitos de rios secos (Figuras 21 e 22).

= : B N
Figura 21. Fotos da Cacimba do Garajau, um dos sitios da coleta 2. (A) Leito de rio
seco no auge da estacdo seca em dezembro de 2015. (B) Preparo para a escavacdo do
leito do rio. O senhor assis (de boné) e o bidlogo Will ddo inicio a escavagéo. Ao fundo,
botijdo de nitrogénio liquido, bandeijas e demais materiais de campo. (C) Um barbante
marcava o nivel da superficie em cada escavacao realizada. (D) Destaque para o solo
extremamente seco mesmo a aproximadamente 75 cm de profundidade.

Uma vez localizado, a profundidade em que foi encontrado era registrada, e o
animal era embalado rapidamente em papel aluminio e imerso em nitrogénio liquido.
Nesta expedicdo foram encontrados individuos das espécies P. diplolistris, P.
cristiceps e Physalaemus sp. Entretanto, foram coletados apenas individuos P.
diplolistris e P. cristiceps conforme tabela 5.
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Figura 22. Fotos de uma das escavagdes e 0s animais encontrados durante a
coleta 2. (A) Escavacdo na Cacimba do Garajau onde se pode observar o rastro
deixado pela movimentacao vertical do animal. (B) Ampliacdo de rastros deixados pela
movimentag¢do vertical dos animais. Devido a movimentacdo do animal, o solo fica
menos compacto, desabando quando o solo abaixo é removido. (C) Espécime de P.
diploslistris instantes apés a pertubacédo da escavacao. Note que o animal abre os olhos
imediatamente e salta se perturbado. (D) Espécime de P. cristiceps instantes apos a
pertubacdo da escavacdo. Este animal, mesmo apds a manipulacdo e posicionamento
na superficie do solo, ndo apresenta sinais de despertar (e.g. abertura dos olhos ou
movimentagao).

Tabela 5. Numero de individuos coletados na coleta de dezembro de 2015 por
local de coleta e por espécie.

Local P. diplolistris P. cristiceps Total
Varzea do B 34 7 41
Cacimba do Garajau 5 6 11
Total 39 13 52

A temperatura do ar durante a coleta oscilou dentro da faixa de 35-38°C. A
temperatura na superficie do solo oscilou dentro da faixa de 41-53°C. Foram
coletados animais em profundidades de 30 a 112 cm (Figura 23). A temperatura do
solo a partir de 30 cm da superficie permaneceu estavel entre 32 e 33°C até a
profundidade de 100 cm. Os animais coletados nesta expedigcdo encontram-se

armazenados em ultrafreezer e ainda nao foram analisados.
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Figura 23. Distribuicdo de individuos P. diplolsitris e P. cristiceps estivando durante
estacdo seca coletados em diferentes profundidades. Dados da coleta 2 de dezembro de
2015: (A) ambas espécies combinadas, (B) P. diplolistris, e (C) P. cristiceps.

4.2 .4 Ensaios de Atividade Enzimatica

Os ensaios de atividade enzimatica utilizaram homogeneizados de musculo de
P. diplolistris e P. cristiceps provenientes da coleta 1. Um fémur de cada animal foi
separado do restante do corpo em nitrogénio liquido e armazenado em -80°C. No
dia do ensaio, cada fémur foi retirado do ultrafreezer e imediatamente imerso solucéo
em tampéo A em placa de petri sobre o gelo. Com o membro totalmente submerso
no tampao gelado, o tecido muscular foi dissecado do membro, removendo os vasos
sanguineos, o fémur e a pele. Toda a massa muscular que envolve o fémur (i.e.
biceps femoral, triceps femoral, semimembranoso, gracilis maior, gracilis menor,
sartorio, ileofibular e adutor magno) dos animais foi homogeneizada em tampédo A
com o uso de homogeneizador elétrico OMNI Tissue Master 125. Aproximadamente
0,2 g de tecido muscular foi homogeneizado em 1 mL de tampédo A. O tampao A
continha 58.8 mM Tris-HCI (pH 7.4), 1 mM EDTA, 1 mM PMSF e 1:500 coquetel
inibidor de protease (P8340, Sigma-Aldrich). O procedimento de homogeneizacao foi
feito em gelo e durou 1.5 minutos. Apds a homogeneizacdo, 0 homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 15 minutos. Os sobrenadantes foram coletados
e mantidos em gelo até serem usados nos ensaios de atividade enziméaticas
realizados sempre no mesmo dia em que ocorreu a homogeneizagdo. Com a
excecdo da catalase, todos os experimentos de atividade enzimatica foram
realizados em placas de 96 pocos de fundo chato e lidos no espectrofotbmetro
Spectramax M3 (Molecular Devices). No caso da catalase, as reacoes foram feitas
em cubeta de quartzo e lidas no mesmo equipamento que 0s demais ensaios.

A atividade de citrato sintase (CS) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade de formagao do grupo CoA pela reagcédo deste grupo com o 5,5-ditiobis-
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acido 2-nitrobenzéico (DTNB) (Srere 1969) (Figura 24). As concentragdes finais dos
reagentes foram 50 mM tampéo tris (pH 8,0), 0,1 mM acetil-CoA, 0,5 mM
oxaloacetato e 0,1 mM DTNB. Em um volume reacional final de 100 uL, foram
adicionados 2 uL de homogeneizado de musculo diluido 1:30 (p:v). A absorbancia
em 412 nm foi acompanhada no modo cinético por 75 segundos. Todas as leituras
foram realizadas em triplicata. Uma unidade (U) de CS foi definida como a
quantidade de enzima que forma 1 umol de TNB por minuto, utilizando o coeficiente
de absortividade molar (e412) 14,15 mM™“cm™ (Riddles, Blakeley, e Zerner 1983). As
taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de substrato
(oxaloacetato) foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo alteracdes

independentes da atividade da enzima.

A

Acetil-CoA + Oxaloacetato + H, O ————» Citrato + H* + CoA-SH

Citrato
Sintase
o) OH9
o N
S.
CoA-SH HOJj@” s
RN DTNB
0
0
HO S
CoA-S-S-TNB 'o\N+

Abs 412 nm

Figura 24. Esquema reacional do ensaio de atividade de citrato
sintase (CS). (A) A CS catalisa a reacdo de condensacédo entre acetil-
CoA e oxaloacetato, produzindo citrato e coenzima A. (B) A coenzima-A
possui um grupo tiol livre que, no ensaio, reage com 5,5-ditiobis-acido 2-
nitrobenzéico (DTNB), produzindo acido 2-nitrobenzdico (TNB). A
velocidade de produgcdo de TNB é monitorada em 412 nm e é
proporcional a atividade de CS na amostra.

A atividade de isocitrato desidrogenase (ICDH) foi determinada pelo
monitoramento da velocidade da reducéo de NADP* a NADPH em 340 nm (Cowan et

al. 2000) (Figura 25). As concentragdes finais dos reagentes foram 50 mM tampao
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imidazol (pH 7,2), 5 mM MgSQO,4, 0,4 mM NADP® e 2 mM D,L-isocitrato. Em um
volume reacional final de 200 pL, foram adicionados 5 yL de homogeneizado de
musculo diluido 1:5 (p:v). A absorbancia em 340 nm foi acompanhada no modo
cinético por 90 segundos. Todas as leituras foram realizadas em triplicata. Uma
unidade (U) de ICDH foi definida como a quantidade de enzima que forma 1 pmol de
NADPH por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar (€340) 6,22 mM"
'em™. As taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de
substrato (isocitrato) foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo

alteracdes independentes da atividade da enzima.

Mgz+
Isocitrato + NADP* —————) 2-oxoglutarato +| NADPH

Isocitrato

Desidrogenase

Figura 25. Esquema reacional do ensaio de atividade de
isocitrato desidrogenase (ICDH). A ICDH catalisa a reagdo de
descarboxilac@o oxidativa do isocitrato, produzindo 2-oxoglutarato (a-
cetoglutarato) e NADPH. fons magnésio agem como cofator. A
velocidade de producdo de NADPH é monitorada em 340 nm e é
proporcional a atividade de ICDH na amostra.

A atividade de piruvato quinase (PK) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade da queda da absorbancia em 340 nm resultante da oxidagdo do NADH a
NAD" em um sistema de reagdes acopladas (Cowan et al. 2000) (Figura 26). As
concentragoes finais dos reagentes foram 50 mM tampéao imidazol (pH 7,2), 100 mM
KCI, 5 mM MgSQO,4, 1 mM ADP, 0,2 mM NADH, 1 mM fosfoenolpiruvato, e 3 U/mL L-
lactato desidrogenase. Em um volume reacional final de 200 uL, foram adicionados
10 yL de homogeneizado de musculo diluido 1:2.000 (p:v). A absorbancia em 340
nm foi acompanhada no modo cinético por 90 segundos. Todas as leituras foram
realizadas em triplicata. Uma unidade (U) de PK foi definida como a quantidade de
enzima que resulta no consumo de 1 umol de NADH por minuto, utilizando o
coeficiente de absortividade molar (€340) 6,22 mM™cm™. As taxas de ensaios controle
(i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de substrato (fosfoenolpiruvato) foram
subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo alteragfes independentes da

atividade da enzima.
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A
K+, M92+
Fosfoenolpiruvato + ADP —————> Piruvato + ATP

Piruvato
Quinase

Piruvato + NADH c————> NAD* + Lactato
Lactato

Desidrogenase

Figura 26. Esquema reacional do ensaio de atividade de piruvato
quinase (PK). (A) A PK catalisa a transferéncia do grupo fosfato do
fosfoenolpiruvato ao ADP, produzindo ATP e piruvato. ions magnésio
e potassio agem como cofatores. (B) O piruvato gerado pela PK é
reduzido a lactato, consumindo NADH. A velocidade de consumo de
NADH é monitorada em 340 nm e é proporcional a atividade de PK
na amostra.

A atividade de creatina quinase (CK) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade de aumento da absorbancia em 340 nm resultante da formacéo de
NADPH em um sistema de reacdes acopladas (Cowan et al. 2000) (Figura 27). As
concentracgdes finais dos reagentes foram 50 mM tamp&o imidazol (pH 7,2), 10 mM
MgSO,, 100 mM fosfocreatina, 1 mM ADP, 5 mM glicose, 1 mM NADP®, 1,25 U/mL
hexoquinase, e 1,25 U/mL glicose 6-fosfato desidrogenase. Em um volume reacional
final de 200 uL, foram adicionados 5 yL de homogeneizado de musculo diluido
1:1.500 (p:v). A absorbancia em 340 nm foi acompanhada no modo cinético por 90
segundos. Todas as leituras foram realizadas em triplicata. Uma unidade (U) de CK
foi definida como a quantidade de enzima que resulta na producdo de 1 umol de
NADPH por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar (€340) 6,22 mM"
'em™. As taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de
substrato (fosfocreatina) foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo

alteracdes independentes da atividade da enzima.
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M92+
Fosfocreatina + ADP C—————> Creatina + ATP

Creatina
Quinase

Mg?*
ATP + Glicose ———————> ADP + Glicose 6-fosfato

Hexoquinase
C Mg?* ,
Glicose 6-fosfato + NADp+ c—————> O-fosfoglicono- NADPH

G6PDH lactona

Figura 27. Esquema reacional do ensaio de atividade de creatina quinase (CK). (A)
A CK catalisa a transferéncia do grupo fosfato da fosfocreatina ao ADP, produzindo ATP
e creatina. (B) O ATP gerado pela CK é utlizado pela hexoquinase para fosforilar a
glicose, produzindo glicose 6-fosfato. (C) A G6PDH catalisa a reacdo de oxidagédo da
glicose 6-fosfato, produzindo 6-fosfoglicono-lactona e NADPH. A velocidade de
producdo de NADPH é monitorada em 340 nm e é proporcional a atividade de CK na
amostra. lons magnésio agem como cofatores.

A atividade de lactato desidrogenase (LDH) foi determinada pelo
monitoramento da velocidade da queda da absorbancia em 340 nm resultante da
oxidacdo do NADH a NAD" (Cowan et al. 2000) (Figura 28). As concentracgdes finais
dos reagentes foram 50 mM tampéo imidazol (pH 7,2), 2 mM piruvato, 5 mM DTT, e
0,2 mM NADH. Em um volume reacional final de 200 uL, foram adicionados 10 uL de
homogeneizado de musculo diluido 1:2.000 (p:v). A absorbéancia em 340 nm foi
acompanhada no modo cinético por 90 segundos. Todas as leituras foram realizadas
em triplicata. Uma unidade (U) de LDH foi definida como a quantidade de enzima que
resulta no consumo de 1 ymol de NADH por minuto, utilizando o coeficiente de
absortividade molar (€340) 6,22 mM™*cm™. As taxas de ensaios controle (i) auséncia
de homogeneizado e (ii) auséncia de substrato (piruvato) foram subtraidas das taxas

do ensaio completo, corrigindo alteracdes independentes da atividade da enzima.

Piruvato + NADH ———————> NAD* + Lactato

Lactato

Desidrogenase

Figura 28. Esquema reacional do ensaio de atividade de
lactato desidrogenase (LDH). A LDH catalisa a reacéo
reversivel de reducdo do piruvato, produzindo lactato e
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consumindo NADH. A velocidade de consumo de NADH é
monitorada em 340 nm e é proporcional a atividade de LDH na
amostra.

A atividade de superoxido dismutase (SOD) foi determinada pelo
monitoramento da inibicdo da oxidacdo de NADH por radicais superéxido gerados
por um sistema quimico (Paoletti et al. 1986) (Figura 29). As concentragdes finais
dos reagentes foram 50 mM tamp&o fosfato (pH 7,4), 5 mM EDTA, 2,5 mM MnCl,,
0,25 mM NADH, e 4 mM 2-mercaptoetanol. Em um volume reacional final de 100 pL,
foram adicionados diferentes volumes (1 — 32 uL) de homogeneizado de musculo
diluido 1:35 (p:v), resultando em um curva de inbicdo. A absorbancia em 340 nm foi
acompanhada no modo cinético por 15 minutos. Todas as leituras foram realizadas
em triplicata. Uma unidade (U) de SOD foi definida como a quantidade de enzima
que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do NADH a NAD+ por radicais

superoxido gerados pelo sistema 2-mercaptoetanol, O, e Mn?".

0, + ————> NAD*
Superoéxido
Dismutase
~ 05 80
< ] y =-18,15In(x) + 67,53
) @ R?=0,9934
e 0.4 —32pL 601 |
g _ Q
% 16 L § \\\
S 0.3 Byl S 404 O,
S auL 3
< 2uL = O‘\
S 0.24 - 20
iy
< r -
0.1 — 0 r r r .
0 5 10 15 0 8 16 24 32
Tempo (min) Homogeneizado (pL)

Figura 29. Esquema reacional do ensaio de atividade de superoxido
dismutase (SOD). (A) Os radicais superdxido, gerados pelo sistema Mn?-
EDTA, O, e 2-mercaptoetanol, oxidam o NADH. Quando presente, a SOD
reduz a disponibilidade de radicais superéxido, inibindo a oxidacdo de NADH.
(B) Efeito de diferentes volumes de homogeneizado de mdasculo de P.
diplolistris na taxa de consumo de NADH. Quanto maior o volume de
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homogeneizado, menor a velocidade de consumo de NADH. (C) Taxa de
consumo de NADH relativa ao controle (sem homogeneizado) em resposta a
adicdo de diferentes volumes de homogeneizado. A atividade de SOD é
obtida ao calcular, usando a equagédo, a quantidade de homogeneizado que
inibe em 50% o consumo de NADH.

A atividade de catalase foi determinada pelo monitoramento da decomposicao
do perdxido de hidrogénio em 240 nm (Aebi 1984) (Figura 30). Em uma cubeta de
quartzo com caminho 6ptico de 1 cm, foram adicionados 50 mM tampéao fosfato de
potassio (pH 7.2), 1 mM EDTA e 10 mM peroxido de hidrogénio. O volume de
homogeneizado foi ajustado para cada amostra de maneira que resultasse em uma
taxa proxima a —0,025 absorbéancia/minuto. Em um volume reacional final de 800 pL,
foram adicionados em média 20 pL de homogeneizado de musculo diluido 1:200
(p:v). ApoOs a adicdo de todos os reagentes, a cubeta foi vedada com Parafilm®,
revirada e inserida no espectrofotdmetro. A leitura no modo cinética foi feita por 40
segundos. A atividade de catalase foi calculada usando o coeficiente de
absortividade molar para H,O, em 240 nm de 0,0394 mM™ cm™ (Aebi 1984). As
taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de substrato
(H2O,) foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo alteractes

independentes da atividade da enzima.

2H,0, ————> 2H,0 + O,

Catalase

Figura 30. Esquema reacional do ensaio
de atividade de catalase. A catalase
catalisa a decomposicao de duas moléculas
de peréxido de hidrogénio, formando duas
moléculas de agua e uma de oxigénio
molecular. O volume de homogeneizado foi
ajustado de maneira a resultar uma taxa
proxima de 0,025 min™ com o objetivo de
evitar alteracdes bruscas da concentracéo
de substrato. A velocidade de consumo de
H,O, é monitorada em 240 nm e ¢é
proporcional a atividade de catalase na
amostra.

A atividade de glutationa peroxidase (GPX) foi determinada pelo
monitoramento da velocidade da queda da absorbancia em 340 nm resultante do

consumo de NADPH em um sistema de reagdes acopladas (Paglia e Valentine 1967)
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(Figura 31). Inicialmente foi acompanhada a variagdo da absorbancia em 340 nm do
meio reacional na auséncia de hidroperoxidos contendo 50 mM tampéo fosfato (pH
7,2), 0,5 mM EDTA, 4 mM NaNsz, 5 mM GSH, 0,5 U/mL GR, 0,25 mM NADPH e
homogeneizado. Em um volume reacional final de 200 pL, foram adicionados 5 yL de
homogeneizado de musculo diluido 1:5 (p:v). A azida inibe a atividade de outras
peroxidases (e.g. catalase) abolindo potenciais interéncias no ensaio. Apds dois
minutos, quando a taxa de oxidagcdo do NADPH estava estavel, era adicionado o
substrato e a taxa A340/min registrada. Dois substratos foram utilizados, o cumeno
hidroperoxido (1 mM) para a deteccdo da atividade de GPX sobre peréxidos
organicos (também chamada na literatura de GPX-total) e o H,O, (0,5 mM) para a
deteccdo da atividade de GPX sobre H,O, comumente denominada de GPX
dependente de selénio. Uma unidade (U) de GPX foi definida como a quantidade de
enzima que resulta no consumo de 1 umol de NADPH por minuto, utilizando o
coeficiente de absortividade molar (g340) 6,22 mM™cm™. As taxas de ensaios controle
(i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de substrato (H,O, ou cumeno
hidroperoxido) foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo alteracdes

independentes da atividade da enzima.

A
H,O, + 2GSH ———» GSSG + 2H,0
Glutationa
Peroxidase

GSSG + NADPH C————> 2GSH + NADP*
Glutationa
Redutase
Figura 31. Esquema reacional do ensaio de atividade de
glutationa peroxidase (GPX). (A) As enzimas com atividade
GPX reduzem hidroperéxidos organicos aos seus respectivos
alcoois, ou, no caso do H,O,, a agua. Para tanto, a GPX
utiliza potencial redutor de moléculas de glutationa reduzida
(GSH), formando glutationa dissulfeto (GSSG). (B) A GSSG
produzida pela GPX é reduzida pela glutationa redutase (GR),
consumindo NADPH. A velocidade de consumo de NADPH é

monitorada em 340 nm e é proporcional a atividade de GPX
na amostra.



118

A atividade de glutationa transferase (GST) foi determinada pelo
monitoramento em 340 nm da velocidade de formacéo de 2,4-dinitrofenil-S-glutationa
(DNP-SG), um conjugado entre a GSH e o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
(Habig, Pabst, e Jakoby 1974) (Figura 32). As concentragdes finais dos reagentes
foram 50 mM tampéo fosfato (pH 6,8), 0,5 mM EDTA, 5 mM GSH, e 1 mM CDNB.
Em um volume reacional final de 200 uL, foram adicionados 5 yL de homogeneizado
de musculo diluido 1:5 (p:v). A absorbancia em 340 nm foi acompanhada no modo
cinético por 90 segundos. Uma unidade (U) de GST foi definida como a quantidade
de enzima que produz 1 pymol do conjugado por minuto, utilizando o coeficiente de
absortividade molar (g240) 9,6 mM™“cm™. As taxas de ensaios controle na auséncia de
homogeneizado foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo a

contribuicdo da reacdo expontanea entre CDNB e GSH.

HS.
NO, o)
+ HOOC\I/\)J\NJ\H/H\/COOH — 0; + CI
Mo A, Ao i
: Glutationa
Transferase NO,
CDNB GSH DNP-SG

e

Figura 32. Esquema reacional do ensaio de atividade de glutationa transferase
(GST). A GST catalisa a conjugacdo de moléculas de glutationa reduzida (GSH) a
compostos eletrofilicos (e.g. 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, CDNB). No caso do CDNB,
produz-se o conjugado 2,4-dinitrofenil-S-glutationa (DNP-SG). A velocidade de
producdo de DNP-SG é monitorada em 340 nm e € proporcional a atividade de GST na
amostra.

A atividade de enzima malica (ME) foi determinada pelo monitoramento da
velocidade de aumento da absorbancia em 340 nm resultante da reducdo de NADP+
a NADPH (Cowan et al. 2000) (Figura 33). As concentragdes finais dos reagentes
foram 50 mM tampé&o imidazol (pH 7,2), 2 mM malato, 5 mM MgSQO,, e 0,4 mM
NADP*. Em um volume reacional final de 200 pL, foram adicionados 5 pL de
homogeneizado de mdusculo diluido 1:5 (p:v). A absorbéancia em 340 nm foi
acompanhada no modo cinético por 90 segundos. Uma unidade (U) de ME foi
definida como a quantidade de enzima que resulta na producdo de 1 umol de
NADPH por minuto, utilizando o coeficiente de absortividade molar (€340) 6,22 mM"

'em™. As taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de



119

substrato (malato) foram subtraidas das taxas do ensaio completo, corrigindo

alteracOes independentes da atividade da enzima.

Mgz+
Malato + NADP* ———————> Piruvato + CO, +

Enzima
Malica

Figura 33. Esquema reacional do ensaio de atividade da enzima
malica (ME). A ME catalisa a reacdo de oxidacdo do malato,
produzindo piruvato, CO, e NADPH. lons magnésio agem como
cofator. A velocidade de produgdo de NADPH é monitorada em 340
nm e é proporcional a atividade de ME na amostra.

A atividade de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) foi determinada pelo
monitoramento da velocidade da reducdo de NADP* a NADPH em 340 nm (Glock e
McLean 1953) (Figura 34). As concentra¢des finais dos reagentes foram 50 mM
tampao imidazol (pH 7,2), 5 mM glicose 6-fosfato, 5 mM MgSQO,, e 0,4 mM NADP”.
Em um volume reacional final de 100 pL, foram adicionados até 20 uL de
homogeneizado de mdusculo diluido 1:5 (p:v). A absorbancia em 340 nm foi
acompanhada no modo cinético por 90 segundos. Nao houve diferenca entre as
taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e (ii) auséncia de substrato
(glicose 6-fosfato) em relagdo ao ensaio completo contendo homogeneizado e

substrato. Portanto, ndo foi possivel detectar a atividade de G6PDH.

Mgz+

Glicose 6-fosfato + NADP* ———————> 6-fosfoglicono-

lactona

G6PDH

Figura 34. Esquema reacional do ensaio de atividade de glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PDH). A G6PDH catalisa a reacdo de oxidacéo da glicose
6-fosfato, produzindo 6-fosfoglicono-lactona e NADPH. fons magnésio agem
como cofator. A velocidade de producdo de NADPH é monitorada em 340 nm
e é proporcional a atividade de G6PDH na amostra.

A atividade de glutationa redutase (GR) foi determinada pelo monitoramento
da velocidade de consumo de NADPH em 340 nm (Carlberg e Mannervik 1975)
(Figura 35). As concentragdes finais dos reagentes foram 50 mM tampao fosfato (pH
7,2), 1 mM EDTA, 5 mM GSSG e 0,2 mM NADPH. Em um volume reacional final de

100 L, foram adicionados até 20 uL de homogeneizado de musculo diluido 1:5 (p:v).
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A absorbancia em 340 nm foi acompanhada no modo cinético por 90 segundos. Nao
houve diferencga entre as taxas de ensaios controle (i) auséncia de homogeneizado e
(i) auséncia de substrato (GSSG) em relacdo ao ensaio completo contendo

homogeneizado e substrato. Portanto, ndo foi possivel detectar a atividade de GR.

c———> 2GSH + NADP*

Glutationa
Redutase

GSSG +

Figura 35. Esquema reacional do ensaio de atividade
de glutationa redutase (GR). A GR catalisa a reducgéo de
glutationa dissulfeto (GSSG) a glutationa reduzida (GSH)
utilizando o potencial redutor do NADPH. A velocidade de
consumo de NADPH é monitorada em 340 nm e é
proporcional a atividade de GR na amostra.

Em cada homogeneizado usado para a determinacéo de atividade enzimatica,
foi medida a concentracdo de proteinas sollveis pela reacdo do sobrenadante com
azul de Coomassie G-250 (Bradford 1976). Em uma placa de 96 pocos de fundo
chato, foram adicionadas aliquotas de 10 pL de sobrenadante ou de solu¢des-padréo
de albumina do soro bovino em concentragdes de 0,05 a 0,40 mg/mL. Entdo, foram
adicionados 250 uL de reagente de Bradford. A placa foi agitada por 30 segundos e
mantida em temperatura ambiente protegida da luz por 5 minutos. Ao final deste
tempo, a absorbéancia em 595 nm foi registrada. A concentragdo de proteinas no
homogeneizado foi determinada ao comparar a absorbé&ncia em 595 nm da amostra
a uma curva-padrdo. Em paralelo, o ensaio também foi realizado com 10 uL de
tampdo A na mesma diluicdo que as amostras para descontar qualquer interferéncia.
As atividades enziméaticas foram normalizadas pela concentragdo de proteinas no

tecido.

4.2.5 Determinacgdo dos Niveis de Glutationa e Proteinas Carboniladas

Para o ensaios de determinacdo dos niveis de glutationa livre (formas
reduzida e dissulfeto) e proteinas carboniladas foram usadas diferentes fracdes de
um mesmo homogeneizado &cido. Um fémur de cada animal foi separado do
restante do corpo em nitrogénio liquido e armazenado em —-80°C. No dia do ensaio,
cada fémur foi retirado do ultrafreezer e imediatamente imerso solugcéo de 10% (p/v)

acido tricloroacético (TCA) previamente gelado em placa de petri sobre o gelo. Com
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o membro totalmente submerso em solucdo acida, o tecido muscular foi dissecado
do membro, removendo 0s vasos sanguineos, o fémur e a pele. Todo o tecido
muscular ao redor do fémur (~200 mg) foi homogeneizado em uma concentracao
final de 10% (p/v) TCA na propor¢cdo de 1 parte de tecido e 4 partes de solucéo
acida. Em gelo, a amostra de musculo foi homogeneizado usando um
homogeneizador vidro-vidro do tipo Tenbroeck. Apés a homogeneizagdo, o
homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g a 4°C por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram coletados e mantidos em gelo até serem usados para a
determinacao dos niveis de glutationa no mesmo dia da homogeneizacéo. Os pellets
foram armazenados a -80°C para posterior determinacdo dos niveis de proteinas
carboniladas (dois tubos) e de proteinas totais (um tubo).

A determinacdo da concentracdo glutationa reduzida (GSH), glutationa
dissulfeto (GSSG) e glutationa total (GSH-eq = [GSH] + 2x [GSSG]) foi realizada pelo
meétodo enzimatico “reciclador” (Tietze 1969; Griffith 1980) com adaptacdes para
microplacas (Rahman et al. 2006). O principio do método € a capacidade de grupos
tiol (SH) em seu estado reduzido de reduzir a ligacdo dissulfeto do DTNB, produzindo
TNB, um composto que absorve luz em 412 nm (Figura 36). Em um meio reacional
contendo glutationa (GSH e/ou GSSG), DTNB, glutationa redutase (GR) e NADPH, a
velocidade da alteracdo da absorbancia em 412 nm (Aas12/min) é linearmente
proporcional a concentragao total de glutationa. Para aferir somente a concentracao
de GSSG, as amostras sdo pré-incubadas com 2-vinilpiridina (2-VP), que liga-se

apenas a GSH e impede reacdes posteriores (Griffith 1980) (Figura 37).
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Figura 36. Esquema reacional do ensaio de determinacdo dos niveis de glutationa.

(1) A glutationa dissulfeto (GSSG) presente na amostra é reduzida pela acdo da
glutationa redutase (GR) na presenca de NADPH, produzindo glutationa reduzida (GSH).
(2) A GSH presente na amostra, assim como a GSH proveniente da reducdo da GSSG,
reage com o acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), produzindo o acido 5-tio-2-
nitrobenzéico (TNB), que absorve luz em 412 nm, e o aduto entre GSH e TNB (GS-TNB).
(3) Adicionalmente, a GR reduz a ligacao dissulfeto do aduto GS-TNB, produzindo TNB e
regenerando a GSH. Nestas condi¢fes, a velocidade de aumento da absorbancia em 412
nm é linearmente proporcional a quantidade de glutationa total na amostra. Figura
modificada de Rahman et al. (2006).
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Figura 37. Efeito da 2-vinilpiridina sobre a glutationa reduzida (GSH). Para a
medi¢c&o da glutationa em sua forma dissulfeto (GSSG) as amostras sdo incubadas com
24 mM 2-vinilpiridina (2-VP). Apés uma hora de incubacdo em temperatura ambiente, a
2-VP liga-se covalentemente ao grupo SH da glutationa reduzida (GSH), impedindo a
reacdo com o DTNB. Durante o ensaio, a GSSG é€ reduzida a GSH, que reage com o
DTNB causando aumento da absorbancia em 412 nm. Assim, a a taxa de aumento da
absorbancia depende somente da concentracdo de GSSG.
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Para a determinacdo de GSH-eq, solucdes padrao de GSH foram preparadas
em tubos em 10% (p/v) TCA nas concentrac¢des 5, 10, 20, 40 e 80 uyM. Foi construida
uma curva padrdo aplicando 10 uL de cada solucdo padrdo em 200 uL de volume
final de um meio reacional contendo 125 mM tampéo fosfato (pH 7,0), 1,25 mM
EDTA, 0,5% (p/v) TCA, 0,2 mM NADPH, 0,27 mM DTNB, 0,27 U/mL GR. No caso
das amostras, o padrao foi substituido por 5 yL de sobrenadante &cido, completando
o volume restante com 10% TCA para manter a concentracao final. Cada ponto da
curva e das amostras foi feito em triplicata em uma microplaca de 96 pogos. A
reacao era disparada pela adicdo de NADPH e a absorbancia em 412 nm monitorada
por dois minutos (Figura 38A e B). A leitura da curva e das amostras foi realizada

simultaneamente na mesma placa.

>
o

—~ 0.301 80
< y =14,89x + 1,6031
S —4puM R? = 0,9982
£ —2um £ 60 e
S 020 £
Y — 1M ~~
< ¥
S 0,5uM < e
c ./
s 0_10_// 0,25 uM %
8 — Branco = 204 /.x"
Q -
< fond
0.00 — T 0¢—r— T
00 05 10 15 20 00 10 20 30 40
C Tempo (min) D GSH (uM)
Z 0.20- 207 y = 40,522x +2,7173
S — os2um R2=0,9999
\-é 0.184 — 0,16 M £ 159 ,/".
c S -~
~ — 0,08 M = P
g 1
S .16 0,04 uM < 10 °
R i 1
‘_g — Branco é .”/
5 0.14 F 5
2 o
Qo
2 [
0.12 —r— T O+ T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 0.00 0.08 0.16 0.24 0.32
Tempo (min) GSSG (uM)

Figura 38. Curvas-padrédo para glutationa em suas formas reduzida (GSH) e
dissulfeto (GSSG). (A) Variacdo da absorbancia em 412 nm em resposta a
diferentes concentracbes de GSH (0,25 — 4,00 uM). (B) Curva-padrdo de GSH: no
eixo Y, taxa de variacdo da absorbancia em 412 nm por minuto (inclinacdo da reta
do gréfico A); no eixo X, concentracdo de GSH. (C) Variacdo da absorbancia em
412 nm em resposta a diferentes concentracbes de GSSG (0,02 — 0,32 uM). (D)
Curva-padrao de GSSG: no eixo Y, taxa de variacdo da absorbancia em 412 nm
por minuto (inclinacdo da reta do gréafico C); no eixo X, concentracdo de GSSG.
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Para a determinacdo de GSSG, soluc¢des padrao de GSSG foram preparadas
em tubos eppendorf em solugéo niveladora (2,4% (p/v) TCA, 357 mM KPi, 4,8% (v/v)
etanol) nas seguintes concentracoes 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 e 3,2 uM. A solucéo niveladora
foi utilizada para reproduzir as condicdes das amostras destinadas a determinacao
de GSSG sao submetidas. Foi construida uma curva padrao aplicando 20 pL de cada
solugcéao padrédo em 200 pL de volume final de um meio reacional contendo 125 mM
tampao fosfato (pH 7,0), 1,25 mM EDTA, 0,2 mM NADPH, 0,4 mM DTNB, 0,4 U/mL
GR. As amostras para a medicao de GSSG foram pré-tratadas ao adicionar 50 uL de
sobrenadante &cido, 150 yL de 500 mM KPi (pH 7.0) e 10 yL de 500 mM 2-
vinilpiridina (2-VP, solubilizada em etanol). As amostras foram agitadas
vigorosamente e incubadas por 1 h em temperatura ambiente. Para a leitura das
amostras, o padrdo foi substituido por 20 yL de amostra tratada com 2-VP. Cada
ponto da curva e das amostras foi feito em triplicata em uma microplaca de 96 pogos.
A reacdo era disparada pela adicado de NADPH e a absorbancia em 412 nm
monitorada por dois minutos (Figura 38C e D). A leitura da curva e das amostras foi
realizada simultaneamente na mesma placa. As taxas de variacdo da absorbancia
das amostras foram comparadas as curvas-padréo e as concentragées de GSH-eq e
GSSG calculadas. A concentracao de GSH reduzida foi obtida pela subtracdo GSH-
eq - GSSG e a razdo GSSG/GSH-eq pela divisao entre os valores.

Os pellets provenientes da homogeneizacdgo em TCA descrita acima,
contendo as proteinas precipitadas, foram usados para a afericdo do grau de dano
oxidativo a proteinas. Para tanto, foi medida a concentracdo de proteinas
carboniladas ao reagir o pellet com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Fields e Dixon,
1971). O produto dessa reacdo de condensacao é a 2,4-dinitrofenilhidrazona, que
absrove luz em 370 nm, covalentemente ligada a proteina (Figura 39). Os pellets
foram ressuspendidos com 500 puL de 10 mM DNPH em 2 M HCL (tubo teste) ou 500
ML de 2 M HCI (tubo branco). Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente
protegidos da luz por uma hora, e agitados a cada 15 minutos. Apds esta incubagao,
foram adicionados 500 yL de 20% (p/v) TCA gelado em ambos os tubos e estes
mantidos em gelo por 10 minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a

10.000%g por 10 minutos a 4° C e os sobrenadantes descartados.
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Figura 39. Ensaio de determinagcdo dos niveis de proteinas carboniladas.
Figura elaborada com formas adaptadas de Servier Medical Art.

Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de uma solugédo 1:1 (v/v)
etanol:acetato de etila, agitados vigorosamente e centrifugados a 10.000xg por 10
minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e este procedimento de lavagem
repetido mais duas vezes. Ao final da ultima lavagem os pellets foram deixados em
capela de exaustdo para a evaporacdo do etanol:acetato de etila e acrescidos de 1
mL de 6 M cloreto de guanidina em 20 mM tampéo fosfato (pH 2,3). As amostras
foram agitadas até a completa solubilizacdo dos pellets e centrifugados a 10.000xg
por 10 minutos a 4° C. Aliquotas de 200 uL foram transperidas para placas de 96
pocos e a absorbadncia em 370 nm registrada. A concentracdo de proteinas
carboniladas foi calculada pela subtracdo da absorbancia do tubo branco daquela do
tubo teste, seguida da divisdo pelo coeficiente de absortividade molar €370 = 22.000
M tem™,

Para normalizar a concentracao de proteinas carboniladas e de glutationa em
relacdo ao conteudo de proteinas totais de cada amostra, a concentracdo de
proteinas totais foi estimada em um dos pellets produzidos do homogeneizado em
TCA. O pellet foi ressuspendido em 500 yL 100 mM NaOH e incubado em banho
ultrassonico por 15 minutos a 50°C. ApoOs completa solubilizacdo do pellet, uma
aliquota de 20 pL foi adicionada a 180 pyL de 50 mM fosfato de potassio, pH 7.0, e
utilizado para determinacdo de proteinas pelo método de Bradford conforme descrito
na secao 4.2.4 (Bradford 1976).

4.2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente usando o programa GraphPad
Prism 7, considerando um nivel de significancia de p < 0,05. A normalidade dos

dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes foram feitas dentro
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de uma mesma espécie entre 0os grupos ativo e estivando utilizando os testes t
(parametrico) e teste Mann-Whitney (ndo parametrico) de acordo com a distribuicao
dos dados. Cada parametro foi aferido com N=6, considerando cada inviduo como
uma unidade experimental. Os resultados estéo apresentados na forma de “box plot”,
onde a linha central representa a mediana, a caixa inferior o primeiro quartil, a caixa
superior o terceiro quartil, a barra superior o valor maximo e a barra inferior o valor
minimo. A analise de comoponentes principais (PCA) foi realizada considerando
todas as variaveis bioquimicas aferidas, utilizando o software Minitab 17. Devido a
forte relacdo entre os niveis de glutationa total (GSH-eq) e glutationa reduzida
(GSH), os valores da GSH-eq foram removidos antes da analise de PCA.

4.3 Resultados e Discussao

A atividade de citrato sintase (CS), enzima que catalisa a primeira reagcdo do
ciclo do &cido citrico (via metabolica dependente de O,), € um indicador de
densidade mitocondrial e capacidade oxidativa do tecido. Durante a estivacao, foram
observadas quedas de 36% na atividade desta enzima em ambas as espécies em
relacdo aos animais ativos (Figura 40A). Outro parametro indicador da capacidade
de vias aerdbias, € a isocitrato desidrogenase (ICDH), cuja atividade caiu em 48% e
25% no periodo de seca em P. diploslistris e P. cristiceps respectivamente (Figura
40B). A depresséao de vias oxidativas esta de acordo com 0s ajustes observados em
situacdes de depressao metabdlica, onde vias dependentes de O, sdo suprimidas e
0 consumo de O, é reduzido. Quedas na atividade de CS também foram observadas
em musculos do membro posterior de rds australianas Cyclorana alboguttata apos
seis meses de estivacao (Mantle et al. 2010). Em outro modelo de estivagao, o peixe
pulmonado africano Protopterus dolloi, a atividade de CS muscular cai na fase
hipometabdlica (Frick et al. 2008b). Em oposicéo a estas observacdes, a atividade de
ambas enzimas, CS e ICDH, aumenta no muasculo do sapo norte americano

Scaphiopus couchii durante a estivacdo (Cowan et al. 2000).
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Figura 40. Atividade de enzimas metabdlicas no musculo de membros
posteriores de Pleurodema diplolistris e Proceratophrys cristiceps. (A) Citrato
sintase (CS), (B) isocitrato desidrogenase-NADP+ (ICDH), (C) piruvato quinase (PK),
(D) lactato desidrogenase (LDH). N=6. Asteriscos indicam diferenca significativa entre
0S grupos ativo e estivando dentro de uma mesma espécie (p<0,05).

Por outro lado, a atividade de piruvato quinase (PK), enzima da glicolise,
manteve-se relativamente constante na estivacdo em ambas as espécies,
apresentando uma ligeira queda de 16% apenas em P. cristiceps (Figura 40C). A
capacidade da via glicolitica, aferida pelas atividades de PK e hexoquinase, também
€ mantida no musculo de P. dolloi durante a estivacdo. Tais observacdes contrastam
com os dados de S. couchii, cuja estivacao esta associada a um drastico aumento da
atividade de PK (Cowan et al. 2000) regulada por fosforilacdo (Cowan e Storey
1999). Em condicbes de limitagdo de O,, o piruvato produzido pela glicolise é
convertido a lactato pela enzima lactato desidrogenase (LDH). A capacidade desta
via anaerodbica nédo foi afetada pela estivacdo nos musculos de P. diplolistris e P.
cristiceps (Figura 40D). De maneira similar, a atividade muscular de LDH é

inalterada no musculo de peixes pulmonados P. dolloi durante a estivacao (Frick et
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al. 2008a). Dependendo do tipo muscular, a atividade de LDH pode ser semelhante
ou menor em ras C. alboguttata estivando quando comparadas ao grupo ativo
(Mantle et al. 2010). A manutencédo da capacidade desta via anaerdbica concorda
com a observacdo da manutencdo da disponibilidade de O, no solo da Caatinga

durante a estiagem.
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Figura 41. Parametros relacionados a glutationa no muasculo de membros
posteriores de Pleurodema diplolistris e Proceratophrys cristiceps. (A) contetdo
total de equivalentes de glitationa (GSH-eq), (B) glutationa reduzida (GSH), (C)
glutationa dissulfeto (GSSG), (D) razéo entre GSSG e GSH-eq (GSSG/GSH-eq). N=6.
Asteriscos indicam diferenca significativa entre os grupos ativo e estivando dentro de
uma mesma espécie (p<0,05).

A glutationa é um tripeptideo presente em concentra¢cdes milimolares que tem
papel central no metabolismo redox de organismos aerébicos. No musculo de P.
diploslistris, ndo houve alteragéo significativa do contetdo total de glutationa (GSH-
eq, Figura 5.3.2A). Ja em P. cristiceps, animais estivando tém 57% mais GSH-eq
muscular do que individuos ativos (Figura 41A). Tal aumento em P. cristiceps pode
ser explicado pela elevacdo de 61% da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

durante a estivacdo em relacdo aos animais da estacdo chuvosa (Figura 41B). A
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estivacdo de ambas as espécies resultou em um ambiente celular mais reduzido, i.e.
menores valores de GSSG/GSH-eq (Figura 41C). Em P. diplolistris a queda foi de
72% e em P. cristiceps de 47% (Figura 41C). Entretanto, estas quedas tiveram
diferentes causas em cada espécie. Enquanto em P. diplolistris a causa foi a reducao
da concentracdo de GSSG (Figura 41D), em P. cristiceps a causa foi 0 aumento de
GSH (Figura 41B). O panorama no musculo de sapos S. couchii € bem diferente na
estivacdo, quando os niveis de GSH-eq e GSH caem e os niveis de GSSG e
GSSG/GSH-eq sdo mantidos (Grundy e Storey 1998). No caso do peixe pulmonado
Protopterus annectens, ocorre um aumento dos quatro parametros (GSH-eq, GSH,
GSSG e GSSG/GSH-eq) apo6s seis meses de estivacdo em relacdo aos animais
mantidos na agua (Jasmine 2016). No caso da GSSG e da razdo GSSG/GSH-eq
musculares este aumento ja € observado nos primeiros 6 dias de estivacdo do peixe
P. annectens (Jasmine 2016).

A atividade de superdxido dismutase total (i.e. a soma das contribuicdes
citosolica e mitocondrial) muscular ndo foi afetada pelo estado metabdlico de P.
diplolistris e P. cristiceps (Figura 42A). Por outro lado, a atividade de trés enzimas
antioxidantes com atividade sobre peréxidos aumentou em ambas as espécies da
Caatinga na estacao seca versus animais ativos. A atividade de catalase foi 74% e
48% maior em P. diploslistris e P. cristiceps respectivamente (Figura 42B). No caso
da glutationa peroxidase total (tGPX), a atividades aumentram 74% em P. diploslistris
e 57% em P. cristiceps durante a estivacdo (Figura 42C). Ja a atividade de
glutationa peroxidase sobre H,O, (GPX) foi 73% e 78% maior em P. diploslistris e P.
cristiceps respectivamente (Figura 42D).

A inducdo da atividade dessas trés enzimas antioxidantes em P. diplolistris e
P. cristiceps encaixa-se na resposta do “preparo para o estresse oxidativo”. De fato,
a estivacdo € uma situacédo em que 100% das espécies estudadas do ponto de vista
redox, aumentam o0s niveis de antioxidantes em pelo menos um tecido analisado
(capitulo 3). O metabolismo redox em musculo esquelético de vertebrados durante a
estivacao foi estudado em poucas espécies: no peixe pulmonado P. annectens e nos
anuros S. couchii e C. alboguttata. De forma similar aos anuros da Caatinga, as
atividades de GPX e tGPX aumentam e a atividade de tSOD é mantida apos 6
meses de estivacdo no musculo de P. annectens (Jasmine 2016). No musculo de S.
couchii, a estivacdo por um periodo de 2 meses causa um aumento das atividades
de SOD e tGPX (Grundy e Storey 1998).
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Figura 42. Atividade de enzimas antioxidantes no musculo de membros
posteriores de Pleurodema diplolistris e Proceratophrys cristiceps. (A) Superdxido
dismutase total (tSOD), (B) catalase, (C) glutationa peroxidase total (tGPX), (D)
glutationa peroxidase-H,0, (GPX). N=6. No caso da catalase, o grupo ativo P. cristiceps

teve N=5. Asteriscos indicam diferenca significativa entre os grupos ativo e estivando
dentro de uma mesma espécie (p<0,05).

No caso de C. alboguttata, a quantidade de transcritos no tecido muscular
para catalase e GPX ndo se alteram significativamente apds seis meses de
estivacdo, enquanto o numero de transcritos para a SOD mitocondrial cai em relacao
aos animais ativos (Hudson et al. 2006). Ainda nesta espécie, ndo ha diferenca na
atividade de SOD entre animais ativos e estivando, ambos mantidos a 24°C (Young,
Cramp, e Franklin 2013). Por outro lado, uma analise transcriptdbmica revelou a
ativacdo da transcricdo de genes sob regulacdo do fator de transcricdo Nrf2 apés
quatro meses de estivacdo (Reilly et al. 2013). Dentre os alvos induzidos estédo a
glutationa transferase omega, a subunidade regulatéria da glutamato cisteina ligase
e a sulfiredoxina 1 (Reilly et al. 2013). Entretanto, a producdo de H,O, (importante

sinalizador na ativacdo de respostas antioxidantes) por fibras musculares
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permeabilizadas € menor apdés quatro meses de estivacdo em relacdo a ras C.

alboguttata ativas (Reilly et al. 2014).
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Figura 43. Niveis de glutationa transferase, enzima malica e danos oxidativos a
proteinas no musculo de membros posteriores de Pleurodema diplolistris e
Proceratophrys cristiceps. (A) Atividade de glutationa transferase (GST), (B) atividade
de enzima madlica (ME), (C) atividade de creatina quinase (CK), e (D) concentracédo de
proteinas carboniladas. Note a quebra de escala no eixo y no grafico A. N=6.

Outros parametros medidos no presente estudo ndo demonstraram mudancas
em resposta a estivacdo de P. diplolistris e P. cristiceps (Figura 43). A atividade de
glutationa transferase (GST) foi nove vezes maior em P. diplolistris do que em P.
criticeps ambos em atividade (Figura 43A). Em outros modelos vertebrados, P.
annectens (Jasmine 2016) e S. couchii (Grundy e Storey 1998) a atividade de GST
muscular ndo é afetada pela estivacdo. A atividade de enzima malica (ME), que
catalisa uma das quatro reacdes responsaveis pelo provimento de NADPH para o
sistema antioxidante, mostrou-se inalterada em ambas espécies da Caatinga durante
a estivacao (Figura 43B). A manutencdo da atividade de ME também € observada

no musculo de peixes pulmonados apds dois meses de estivacao (Frick et al. 2008b).
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Ja em S. couchii a atividade de ME aumenta ap0s dois meses de estivacdo (Cowan
et al. 2000). A atividade de creatina quinase (CK) nao foi afetada pela estivacdo em
ambas as espécies (Figura 43C). Neste estudo, ndo foi possivel detectar a atividade
de glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), outra enzima fundamental para a
producdo de NADPH, no musculo das espécies da Caatinga. Tal limitacdo deve-se a
baixa atividade constitutiva de G6PDH no muasculo de anuros, que aumenta durante
a estivacao de S. couchii (Cowan et al. 2000).

O marcador de dano oxidativo a proteinas, proteinas carboniladas, teve sua
concentracdo inalterada em P. diplolistris e P. cristiceps estivando quando
comparados aos grupos ativos (Figura 43D). Da mesma forma, o conteddo de
proteinas carboniladas no musculo ndo muda durante a estivagdo de P. annectens
(Jasmine 2016). O grau de danos a lipideos também é mantido neste peixe
pulmonado (Jasmine 2016). De maneira similar, as concentracbes de proteinas
carboniladas e de malondialdeido (marcador de peroxidacao lipidica) s&o mantida no
musculo gastrocnémio de ras C. alboguttata durante a estivacdo (Young, Cramp, e
Franklin 2013). Tal manutenc&o ndo é observada no sapo S. couchii, cujos niveis de
peroxidacdo lipidica aumentam durante a estivacdo em comparacdo com animais
ativos (Grundy e Storey 1998). A atividade de glutationa redutase nao foi detectada
em homogeneizados de musculo de P. diplolistris e P. cristiceps. De fato, a atividade
desta enzima é bem baixa em musculo de anfibios (Cowan et al. 2000).

A andlise de componentes principais foi capaz de segregar os dados
experimentais da seguinte forma: P. diplolistris ativos no quadrante superior direito,
P. displolistris estivando no quadrante inferior direito, P. cristiceps ativos no
quadrante superior esquerdo, e P. cristiceps estivando no quadrante inferior
esquerdo (Figura 44). O primeiro componente principal foi efetivo na separacao dos
dados das espécies animais (independentemente do estado metabdlico), cujas
variaveis com maior coeficiente foram as atividades das enzimas citrato sintase,
isocitrato desidrogenase e glutationa transferase (Tabela 6). Ja o segundo
componente, foi capaz de separar os dados de animais ativos e de animais em
estivacdo, independente da espécie (Figura 44). O segundo componente €
majoritariamente uma combinacéo de razdo GSSG/GSH-eq e das atividades de GPX
e tGPX (Tabela 6).
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Figura 44. Andlise de componentes principais utilizando 15
parametros bioquimicos aferidos em animais ativos (A) ou estivando
(E). Cada simbolo corresponde a um individuo conforme legenda no
canto superior direito. Note que o grupo de anuros P. cristiceps ativos
apresenta apenas 5 individuos, uma vez que uma das variaveis
analisadas (atividade de catalase) foi aferida em apenas 5 animais deste
grupo. Os dois primeiros componentes principais foram eficazes na
separacao dos quatro grupos experimentais.

Tabela 6. Coeficientes de cada variavel utilizada na analise de
componentes principais para 0s cinco primeiros componentes.

Componente
Variavel
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

Citrato sintase 0.364 0.263 -0.164 -0.04 -0.061
Enzima malica -0.212 -0.063 -0.447 0.261 -0.248
Isocitrato desidrogenase 0.358 0.281 -0.136 -0.06 -0.014
Piruvato quinase 0.153 0.058 0.394 0.476 -0.008
Lactato desidrogenase 0.137 -0.064 -0.155 0.638 -0.15
Creatina quinase -0.329 0.01 0.285 -0.282 0.026
Glutationa (reduzida) -0.247 -0.237 -0.15 0.325 0.383
Glutationa transferase 0.447 -0.136 0.046 -0.008 0.078
Glutationa peroxidase (total) 0.247 -0.415 0.011 -0.089 0.162
Glutationa peroxidase (H205) 0.215 -0.413 -0.031 -0.138 0.197
Superoéxido dismutase (total) 0.094 -0.043 -0.61 -0.223 -0.15
Catalase 0.333 -0.307 0.104 -0.003 0.094
Proteinas carboniladas -0.121 0.063 -0.292 -0.016 0.666
GSSG/GSH-eq 0.201 0.441 0.01 -0.06 0.152

Glutatione (dissulfeto) 0.035 0.358 0 0.164 0.443
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4.4 Concluséo e Perspectivas

Em resumo, observam-se a supressdo de vias metabdlicas oxidativas, a
manutencado da capacidade glicolitica e a auséncia de ativacdo de vias anaerébicas
no tecido muscular de P. diplolistris e P. cristiceps durante a estivagdo na Caatinga.
Estas alteragcbes concordam com o estado de depressdo metabdlica e menor
consumo de oxigénio caracteristicos do fendbmeno da estivacdo. Além disso,
respostas semelhantes sdo observadas no peixe pulmonado P. dolloi e na ra C.
alboguttata. Do ponto de vista redox, os anuros da Caatinga sao capazes de entrar
em um estado de depressdo metabdlica, quando o consumo de O, cai pela metade,
e permanencer neste estado por meses, sem mostrar sinais de desequilibrio redox e
danos oxidativos. Apesar das diferencas fisiologicas e comportamentais, ambos P.
diplolistris e P. cristiceps tém resposta similar do sistema antioxidante, cujas enzimas
sao induzidas durante a estivagao.

A analise de enzimas metabdlicas, enzimas antioxidantes, glutationa e
marcadores de estresse oxidativo em outros tecidos dos anuros da Caatinga
compora um quadro mais completo dos ajustes redox da estivacdo. Além disso, a
verificacdo do envolvimento de fatores de transcricdo sensiveis a alteracdes redox
pode contribuir neste sentido. Desta forma, serd possivel explorar com maior
profundidade as semelhancas e diferencas entre as duas espécies da Caatinga,
assim como em relacao a outros vertebrados estivadores.

Os resultados da coleta 1 indicam que o fenbmeno do “preparo para o
estresse oxidativo” (POS) faz parte das adaptacBes bioquimicas envolvidas na
estivacdo de dois anuros da Caatinga. Assim, duas novas espécies, P. diplolistris e
P. cristiceps, entram na lista de animais POS-positivos, mantendo a prevaléncia de
100% dentro grupo de animais que estivam (capitulo 3). O mecanismo proposto
para a ativacdo do POS envolve um aumento de espécies reativas (capitulo 2). Em
contraste, os dados disponiveis para musculo de anuros indicam uma reducédo da
producdo de H,0O, na estivacao (Reilly et al. 2014). Tais medidas, entretanto, foram
feitas meses ap0s o inicio da estivacéo. E possivel, que, semelhante ao que ocorre
na hipoxia (capitulo 1), a sinalizacdo via espécies reativas ocorra nos primeiros
momentos da estivagdo. Em concordancia, no inicio da estivagcdo do peixe
pulmonado P. annectens ha um desiquilibrio redox no tecido muscular (Jasmine

2016). Contudo, alteracbes redox nas primeiras horas da estivagdo ainda precisam
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ser investigadas. Independente do mecanismo de indugdo, os resultados aqui
apresentados sédo a primeira evidéncia da ocorréncia do fendbmeno do POS em

animais estivando livremente na natureza.
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5 CAPITULO 5 — PREPARO PARA O ESTRESSE OXIDATIVO: DESAFIOS E
PERSPECTIVAS

5.1 Resumo

A sobrevivéncia em condicbes de estresse ambiental, tais como hipoxia,
anoxia, congelamento, desidratacdo e exposicdo aérea de organismos de respiracao
aquatica e estivacdo, estd frequentemente associada a inducdo de antioxidantes
endogenos; fendbmeno denominado de “Preparo para o Estresse Oxidativo” (POS). A
ampla distribuicdo de espécies animais que apresentam o POS indica que a
regulacdo do metabolismo redox é crucial nestas condi¢cdes. Recentemente, foi
publicada um modelo molecular de acionamento do POS. O modelo é fundamentado
em dois processos: (i) maior producao de espécies reativas durante a privacao de O,
e (i) ativagao de fatores de transcri¢cdo e vias de sinalizacdo, induzindo a expressao
de antioxidantes enddgenos. Neste trabalho, discutimos o estado da arte no contexto
do POS e as direcdes futuras da pesquisa nesta area. Ha trés desafios cientificos
principais relacionados ao POS: identificar experimentalmente o mecanismos
molecular de acionamento do POS; identificar a origem evolutiva do POS no reino
animal; e determinar a ocorréncia do POS em ambientes naturais. Primeiro,
discutimos a auséncia de evidéncias experimentais diretas da maior producdo de
espécies reativas durante a hipéxia. Em seguida, discutimos a posi¢cdo do POS na
evolucao animal ha 700 milhdes de anos, ao identificar o POS em cnidéarios. Por fim,
apresentamos 0s primeiros registros do POS diretamente na natureza. A
investigacdo destes desafios contribuird para o entendimento da evolucdo de
adaptacdes do metabolismo redox em animais e como estas adaptacdes podem ser

importantes para organismos expostos a ambientes em mudancga no planeta.
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5.2 Current Trends and Research Challenges Regarding ‘Preparation for
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Survival under stress, such as exposure to hypoxia, anoxia, freezing, dehydration, air
exposure of water breathing organisms, and estivation, is commonly associated to
enhanced endogenous antioxidants, a phenomenon coined “preparation for oxidative
stress” (POS). The regulation of free radical metabolism seems to be crucial under these
selective pressures, since this response is widespread among animals. A hypothesis
of how POS works at the molecular level was recently proposed and relies on two
main processes: increased reactive species production under hypoxia, and activation of
redox-sensitive transcription factors and signaling pathways, increasing the expression
of antioxidants. The present paper brings together the current knowledge on POS and
considers its future directions. Data indicate the presence of POS in 83 animal species
(71.6% among investigated species), distributed in eight animal phyla. Three main
research challenges on POS are presented: (i) to identify the molecular mechanism(s)
that mediate/induce POS, (i) to identify the evolutionary origins of POS in animals, and
(iii) to determine the presence of POS in natural environments. We firstly discuss the
need of evidence for increased RS production in hypoxic conditions that underlie the
POS response. Secondly, we discuss the phylogenetic origins of POS back 700 million
years, by identifying POS-positive responses in cnidarians. Finally, we present the first
reports of the POS adaptation strategy in the wild. The investigation of these research
trends and challenges may prove useful to understand the evolution of animal redox
adaptations and how they adapt to increasing stressful environments on Earth.

Y d ) NYp y

stress, oxygen sp

INTRODUCTION

Animals are naturally submitted to environmental stresses that act as selective pressures leading
to fixation of many behavioral, physiological, and biochemical adaptations. One situation that
many animals endure is the periodic reduction in oxygen availability, which can last from
hours to days/weeks. This occurs in animals during several natural events, including exposure
to hypoxic/anoxic environments, exposure to freezing, or severe dehydration (which resemble
ischemia), air exposure of water breathing organisms and estivation. These conditions are termed
as “low oxygen stress” (Hermes-Lima et al., 2015).
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Several biochemical adaptations, including metabolic
depression, use of anaerobic pathways, epigenetic modifications,
and changes in redox metabolism are conserved among many
animal species that tolerate low oxygen stress (Staples and Buck,
2009; Storey and Storey, 2012; Biggar and Storey, 2015; Storey,
2015). In the last 25 years, researchers have been studying the
role of redox metabolism in the survival machinery of animals
under low oxygen stress and estivation. It was observed that
many animal species from eight phyla (including vertebrates
and invertebrates) upregulate endogenous antioxidant levels
during low oxygen stress (Moreira et al., 2016). Phenotypically,
studies from many laboratories have shown increases in
catalase, superoxide dismutases, and glutathione peroxidases
activities, and also in the levels of reduced glutathione (GSH),
under stress conditions. The biological phenomenon of
antioxidant upregulation in response to low oxygen availability
is referred to as “preparation for oxygen stress” (POS; Hermes-
Lima et al, 1998, 2001; Hermes-Lima and Zenteno-Savin,
2002).

The first observation of such phenomenon was an 183%
increase in catalase activity in muscle samples from garter snakes
(Thamnophis sirtalis) upon 5 h freezing exposure (Hermes-Lima
and Storey, 1993). Further investigations showed that many other
animal species, from cnidarians to vertebrates, enhance their
endogenous antioxidants when exposed to different low oxygen
stress conditions (Welker et al., 2013; Moreira et al.,, 2016).
The reports of animals expanded from just six species in the
1990’s (Storey, 1996; Hermes-Lima et al., 1998) to 69 species
exhibiting POS as a general response to low oxygen stresses
(Moreira et al., 2016). The present article updates the list to 83
animal species (see section The Prevalence of POS in 8 Animal
Phyla—A Brief Update). The widespread distribution of POS in
the animal kingdom indicates that the regulation of free radical
metabolism is crucial under such selective pressures posed by
abiotic stresses.

In the present article, we discuss the current trends and
research challenges on redox adaptation in animals exposed to
low oxygen stress. We report the state of the art as well as the key
research challenges regarding the POS phenomena.

Reviewing the Biochemical Model for POS
At the time POS was coined, in 1990’s, the term “preparation”
referred to the build-up of antioxidant defenses in advance
to the upcoming “oxidative stress” that would occur only
when O, availability is resumed. Thus, animals would prepare
themselves, in the absence of an apparent oxidative stimulus,
avoiding the reoxygenation stress. For a long time, the identity
of the molecular signal to trigger the boost in antioxidant
defenses was unknown and speculated to be a “non-radical”
signal (Hermes-Lima and Storey, 1993). This was mainly due
to the premise that reactive (oxygen/nitrogen) species (RS)
production would necessarily decrease under hypoxia. Because
the only known condition to activate endogenous antioxidants
was oxidative stress (and increased RS formation), the POS
phenomenon remained without a biochemical mechanism of
activation.
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This changed in the comparative biology field around 2005~
2007, when a growing number of studies considered that RS
formation could actually increase during low oxygen availability
(Bickler and Buck, 2007; Lushchak and Bagnyukova, 2007).
Despite of the evidence (e.g, Chandel et al, 1998; Guzy
et al.,, 2005), researchers remained resistant to accept the idea
of elevated RS production during hypoxia (Clanton, 2005).
Currently, it is well-known that oxygen deprivation itself, and
not only the reoxygenation event, poses an oxidative insult to
cells (Waypa et al, 2016). Based on data from comparative
biology, as well as from medical science, a biochemical
model involving redox signaling was recently proposed to
explain the boost in antioxidant defenses during low oxygen
stress in hypoxia-tolerant species (Hermes-Lima et al., 2015).
Regardless of the current understanding that hypoxia may
also be a condition of oxidative stress, besides reoxygenation,
the term “preparation” is still used because it became
widely used in the literature, especially in hypoxia tolerance
research.

Several events mark the transitions from the early
observations of enhanced endogenous antioxidants (Figure 1),
to the current molecular model in the comparative biology
field (Figure 2A). This model is the result of the compilation of
different observations from the literature: (i) RS formation may
increase in biological systems exposed to oxygen deprivation;
(ii) several hypoxia-tolerant animals show signs of oxidative
stress during hypoxia; (iii) the expression of antioxidant defenses
is controlled by redox-sensitive transcription factors, such
as Nrf2, NF-kB, and FOXOs; and (iv) the observations that
these same transcription factors are activated in hypoxia-
tolerant animals exposed to low oxygen stress (Hermes-Lima
et al,, 2015). In this context, RS (and oxidative damage by-
products) would act as signaling molecules that activate
redox-sensitive transcriptional factors, and then antioxidant
enzymes (Welker et al, 2013; Hermes-Lima et al, 2015;
Figure 2A). Such transcription factors are well-known to
respond to oxidative challenges in many biological systems
(Sena and Chandel, 2012; Scotcher et al., 2013; Espinosa-
Diez et al, 2015; Klotz et al., 2015). Another consequence
of oxidative challenges is the activation of protein kinases
that targets catalase, GPX and SOD (Cao et al, 2003a,b)
and decreased phosphatase activity (Machado et al, 2017).
Recently, it was shown that phosphorylation activates MnSOD
(Dawson et al., 2015) and catalase (Dawson and Storey, 2016)
in wood frogs (Rana sylvatica) exposed to freezing. Thus,
the same cellular pathways involved in the oxidative stress
response in conventional models (e.g., mice and mammalian
cells) would operate in animals that are naturally tolerant
to severe O, deprivation. The redox imbalance during
hypoxia would act as a hormetic signal, boosting antioxidant
defenses, which would mitigate the expected RS burst during
reoxygenation. Such effect resembles that of mammalian cardiac
pre-conditioning (Zhou et al., 1996) or mild oxidative challenges
in working muscle, in which exposure to mild oxidative stress
improves cellular function and preservation mechanisms
(Nikolaidis et al., 2012).
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POS Benchmarks | Key events in ‘Preparation for Oxidative Stress’ history
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FIGURE 1 | Milestones in “preparation for oxidative stress” research, from the first observation that hypoxia-tolerant turtles have unusual hemoglobin with high thiol
content in 1986; through the many observations of increased endogenous antioxidants levels in animals exposed to hypoxia, anoxia, freezing, estivation, severe
dehydration, and air exposure. Key events include the observations of redox-sensitive transcription factors activation in animals exposed to low oxygen stresses and
the post-translational control antioxidant enzymes by phosphorylation. “Preparation for oxidative stress” was coined in 1998. In 2015, a biochemical model was
proposed to explain the widespread observation of enhanced antioxidant defenses in animals exposed to low oxygen stresses and estivation. Superscript letters refer
to: 1(Re|schl. 1986); 2(Radi etal., 1988); 3(Hermes{\ma and Storey, 1993); A(Hermevalma and Storey, 1995); 5(Hermevalma etal., 1998); 6(I-*lermesnLima and
Storey, 1998); 7 (Morin et al., 2005); 8(Aimeida et al., 2005); 9(Guzy et al., 2005); 10(Lushchak and Bagnyukova, 2007); 11 (Malik and Storey, 2009); 12(Krivoruchko
and Storey, 2010); 3(Malik and Storey, 2011); 14(Zhang et al., 2013); 15(Hermes-Lima et al., 2015); 16(Dawson et al., 2015); 17 (Dawson and Storey, 2016).

FIRST CHALLENGE—ARE RS LEVELS
INCREASED IN HYPOXIA AND THE
TRIGGERS FOR POS?

Increased RS production under hypoxia has been measured in
tissues and cells from hypoxia sensitive model organisms (e.g.,
probes or oxidation products; reviewed in Hermes-Lima et al.
(2015) and Waypa et al. (2016). For instance, RS production
in response to acute hypoxia increases in endothelial cells
(Hernansanz-Agustin et al., 2014). Moreover, the kinetics of
such RS overproduction is in the scale of minutes and depends
on the degree of hypoxia (Hernansanz-Agustin et al., 2014).
When the experiment was performed using endothelial cells
without a functional mitochondria there was no rise in RS
formation, indicating that such burst in RS emanates from
mitochondria (Hernansanz-Agustin et al., 2014). This kind of
evidence, however, is lacking for hypoxia tolerant animals that
exhibit the POS-response (i.e., antioxidant upregulation) to low
oxygen stress. Thus, the first scientific challenge in POS research

is the verification of the hypothesis that mitochondrial RS
formation increases in animal species that enhance endogenous
antioxidants during hypoxic challenges.

While mitochondrial superoxide radical (O3 ™), and H,0,, are
candidate initiators in our model (Hermes-Lima et al., 2015),
other reactive species, as well as other cellular sources of RS, may
also play a role. Nitric oxide, for example, may reversibly inhibit
components of the mitochondrial respiratory chain and alter the
rate of RS formation (Cleeter et al., 1994). Also, mitochondrial
RS production is highly regulated by different factors, including
the electron flux, the magnitude of the protonmotive force, the
oxygen and substrate availability, and the NADH/NAD ratio in
the matrix (Boveris and Chance, 1973; Korshunov et al., 1997;
Nishikawa et al., 2000; Miwa et al., 2003; Yu et al., 2006; Aon et al.,
2010; Ronchi et al., 2013).

In contrast to the numerous reports of enhanced endogenous
antioxidants in response to low oxygen stress, there is no
direct evidence that the proposed increase in mitochondrial
RS formation actually occurs in species that present POS as a
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POS Distribution | Prevalence of POS-positive animal species.

OQQ

POS Evolution | ‘Preparation for Oxidative Stress' in the animal lineage

POS Mode! | Antioxidants activation in response to low oxygen stress

B ) B e

@ Metazos @ Eumeiszos @ Bisteria @) Protostomes @ Deuterostomes

FIGURE 2 | (A) The biochemical model of how antioxidant defenses are enhanced in response to low oxygen stress or estivation (i.e., “preparation for oxidative
stress;"” Hermes-Lima et al., 2015). This model assumes that: (i) a temporary increase in reactive oxygen species (ROS) steady-state levels occurs during exposure to
low oxygen stress (air exposure, anoxia, freezing, hypoxia, and dehydration) or early estivation; (i) excessive ROS lead to redox imbalance; (i) sustained redox
imbalance results in physiological oxidative damage, activation of redox-sensitive transcription factors (FoxOs, NF-kB, and Nrf2), and activation of protein kinases, all
leading to upregulation of the endogenous antioxidant apparatus. (B) Prevalence of animal species classified by criterion 1, 2, and 3 as described by Moreira et al.
(2016) as positive (green), neutral (yellow) and negative (red) for low oxygen stresses and estivation combined (all species). Herein we added new studies and species
not reported in the previous publication (Moreira et al., 2016). The 14 species added in this study are Astronotus ocellatus (Marcon, 1996); Bunodosoma cangicum
(Abujamara et al., 2014); Catla catla (Singh et al., 2016); Colossoma macropomum (Marcon, 1996); Crepipatella dilatata (Cubillos et al., 2016); Danio rerio (Feng et al.,
2016); Larimichthys crocea (Wang et al., 2017); Neohelice granulata ((Geihs et al, 2016); Pandalus borealis (Dupont-Prinet et al., 2013; Pillet et al., 2016);
Pelteobagrus fulvidraco (Yang et al., 2014); Pelteobagrus vachelli (Zhang et al., 2016); Plectus murrayi (Adhikari et al., 2009); Reinhardtius hippoglossoides (Pillet et al.,
2016); Scapharca inaequivalvis (Foschi et al., 2012). (C) lllustrative topological drawing of metazoan radiation for 10 animal lineages (Erwin et al., 2011; Erwin, 2015).
Phyla that comprise POS-positive species are shown in green. Those with more studied species are in darker green (Arthropoda, Mollusca, and Chordata). Groups
with fewer studied species are shown in lighter green. Phyla without evidence for POS are shown in gray. The red circle indicates the most ancient evidence of POS,
considering it as a monophyletic characteristic.

response. However, scattered evidence indicates the occurrence
of redox imbalance and oxidative stress during hypoxia, as several
oxidative stress markers are elevated during low oxygen stress
(Hermes-Lima et al., 2015). To our knowledge, there are three
studies that quantified RS production in oxygen deprived non-
conventional models. These studies, however, do not indicate
any increase in RS production under hypoxia exposure for
those specific time-points. In one study, cerebral RS formation,
determined as salicylate hydroxylation in cerebrospinal fluid,
presented a trend for decrease in the first hour and significantly
decreased to nearly zero within 4 h of anoxia exposure in
Trachemys scripta turtles (Milton et al., 2007). In another
study, RS formation was evaluated in the marine platyhelminth
Macrostomum  lignano exposed to near-anoxia for 1.5 h.
Superoxide levels, determined as DHE staining, were unaffected
by anoxia exposure (Rivera-Ingraham et al., 2013a). However,
oxidant generation (assessed by C-H;DFFDA staining)

anoxia-exposed worms decreased by 78% when compared to
normoxic animals (Rivera-Ingraham et al., 2013a). The same

probes (DHE and C-H,DFFDA) were used to measure RS levels
in the gills of blue mussels under near-anoxia for 48 and 72 h. The
results from both probes indicated a reduction in RS formation
(Rivera-Ingraham et al., 2013b). Together, these studies indicate
either a reduction or maintenance of oxidant levels in vivo in
anoxia/hypoxia challenged animals. Thus, the proposed increase
in RS generation was not observed in POS-responsive species yet.

SECOND CHALLENGE—OCCURRENCE
AND EVOLUTION OF POS IN THE ANIMAL
KINGDOM

Recently, we mapped the prevalence of POS in various animal
species that had their antioxidant response assessed under low
oxygen stress or estivation (Moreira et al., 2016). To do so, we
developed three criteria to classify species as positive, neutral
or negative. First criterion: species are classified as positive if
there is at least one upregulation event of antioxidant defense,
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regardless of other alterations. Second criterion: species are
classified as positive if there is at least one upregulation above
a 50% threshold; or as negative if there is no upregulation
event, but downregulation events above a 25% threshold. Third
criterion: species are classified as positive only if there are
more events of upregulation (above 50%) in comparison to
downregulation (above 25%) within a tissue, if the number of up
and downregulation matches, the species is classified as neutral.
Applying the first criterion, in a list of 102 species from eight
animal phyla, there were observations of increased levels of
antioxidant enzymes in 68% of these species (69 out of 102) under
low oxygen stress or estivation (Moreira et al., 2016). This first
glance at the responses to low oxygen stress and estivation of a
great number of animal species—vertebrates and invertebrates—
evidenced the recurrent nature of POS phenomena. Such high
prevalence of animals that spend resources on endogenous
antioxidants in such energy-limited situations indicates a key
adaptive role of POS. Below; we update this list to 83 species that
fit the POS criteria.

The Prevalence of POS in 8 Animal
Phyla—A Brief Update

Because new studies have been published and a few other works
were missed, the percentages of POS-positive species changed in
comparison to our last analysis (Moreira et al., 2016). The current
list presents 116 animal species, 83 classified as POS-positive
in criteria 1 (72%; Figure 2B). We are, however, more focused
on those species considered for the most restrictive criteria 3
(n = 105, 62% POS-positive). The prevalence of POS-positive
species tended to increase in comparison to the previous values
(Moreira et al., 2016). For instance, all studied species under
estivation or severe dehydration are classified as POS-positive
according to criterion 3. In the case of freezing, anoxia, and
air exposure, the prevalence of POS-positive species is 83, 67,
and 60%, respectively. The prevalence of POS-positive species is
lowest in animals exposed to hypoxia (47%), which is the stress
with most species studied (n = 70) and also with highly variable
protocols. Thus, the prevalence of POS-positive species varies
depending on the stress to which animals are exposed.

From a phylogenetic point of view, it is noteworthy that from
the 65 animal species currently classified as POS-positive (in
criterion 3), 57 of them were from only three phyla: Mollusca,
Arthropoda, and Chordata. Mollusks had 25 species analyzed
and 14 of them (56%) are considered POS-positive. POS-positive
arthropods were 58%. In the case of Chordata, 64% of the
analyzed species are POS-positive. Moreover, the presence of
the POS mechanism in cnidarians is of special relevance in
terms of evolution because the phylogenetic line of these animals
started to evolve hundreds of millions of years ago (Erwin,
2015). Noteworthy, the expression of several key components
of the hypoxia tolerance machinery and POS-response are
present in cnidarians. Indeed, HIF-1 and other redox-sensitive
transcription factors crucial for the POS-response—FoxO, Nrf2,
and NF-kB—have been found in several cnidarians (Sullivan
etal,, 2007; Meyer et al., 2009; Baumgarten et al., 2015; Malafoglia
etal., 2016). Since most molecular mediators for POS seems to be
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working in cnidarians, it is possible that this process is controlled
in hypoxia-tolerant species of this Phylum by a mechanism very
similar to that we proposed to major bilaterian groups.

Animal Evolution and POS

To place the origin of the “POS phenotype” in animal
evolution is the second challenge in POS research. The POS-
response was observed in cnidarians, which is an ancient
animal group. Teixeira et al. (2013) reported the activation of
antioxidant defenses in the octocoral Veretillum cynomorium as
a consequence of aerial exposure. In another study, Abujamara
etal. (2014) reported a significant increase in SOD activity upon
exposure of anemones Bunodosoma cangicum to hypoxia. Since
POS is present in many bilaterian groups and in cnidarians, it
is reasonable that it was already present in the last common
ancestor of both groups. It is estimated that the divergence of
Cnidaria and Bilateria happened about 700 million years ago
(Ma), before the Marinoan glaciation (Figure 2C; Erwin et al.,
2011; Shu et al,, 2014; Erwin, 2015). Moreover, even though
there are unequivocal fossil records of cnidarians dated from
the Fortunian epoch of the Cambrian, there is much uncertainty
whether other fossils from the late Ediacaran could be identified
as cnidarian (Shu et al., 2014). In any case, many more studies
are needed on low oxygen stress and POS-response in cnidarians
since there is only two POS-positive species in this Phylum.
It would also be valuable to assess alterations of the redox
metabolism in hypoxia-tolerant species from basal phyla, such as
Porifera.

THIRD CHALLENGE —ASSESSMENT OF
POS IN THE WILDERNESS

The third scientific challenge for POS research is to verify
whether the POS-phenotype is present in animals in their natural
environment in contrast to animals studied in the laboratory.
Most published studies were conducted in the laboratory under
artificially controlled conditions, being in some cases not
ecologically relevant. Our preliminary results show that when
the frogs Pleurodema diplolistris and Proceratophrys cristiceps
naturally estivate under dry riverbeds of a semi-arid region in
Northeast Brazil there is a 50-75% increase in muscular catalase
activity—in comparison with active animals in the same site, but
in rainy season (Moreira et al,, 2017). In another example of POS
under natural settings, mussels Brachidontes solisianus increased
their whole-body GSH levels in response to air exposure for 4
h compared to animals underwater in Southern Brazil (Sabino
etal,, 2015). These examples indicate that POS may occur in the
wild. However, studies with other animal species are needed to
show more evidence that the POS-phenotype is not restricted to
laboratory conditions, and that it indeed happens in nature.

FINAL STATEMENTS

As stated in On the Origin of Species: “Climate plays an
important part in determining the average numbers of a species,
and periodical seasons of extreme cold or drought, I believe to
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be the most effective of all checks” (Darwin, 1859). That is, the
environment and its changing conditions have a critical role
in shaping life forms, acting as major selective pressures. As
discussed herein, the regulation of redox metabolism seems to
be crucial for adaptation. Preparation for oxidative stress is a
phenomenon that happens in 62-72% of animal species tolerant
to low oxygen stress or estivation that were analyzed for the
antioxidant regulation. This prevalence is also dependent on the
animal taxon and the kind of stress-response. Future studies will
likely change the prevalence of POS in the animal kingdom—so
far, 116 species were analyzed.

It has been a long way from the initial proposals of this
redox adaptation strategy (Reischl, 1986; Hermes-Lima et al.,
1998) to the current molecular model (Welker et al., 2013;
Hermes-Lima et al,, 2015). The current investigative path is,
first, to identify the molecular trigger of POS, possibly increased
superoxide/H,O; formation. The redox imbalance caused by
such increase during low oxygen stress may activate a protective
response against a forthcoming challenge in reoxygenation—
fitting into the hormesis concept (Costantini, 2014). Second, it
is crucial to place POS in the history of life. We suggest that
POS could have been present at least ~700 Ma, in the last
common ancestor of cnidarians and bilaterians (Figure 2C), a
period where oxygen was 1-3% of the present levels (Erwin,
2015). Finally, it is a priority to determine whether POS happens
in the wild. Preliminary determinations in estivating frogs and
air-exposed mussels suggest the answer is “yes,” however, more
species must be studied.

There are other issues related to POS that deserve
investigation. For example, the occurrence of hypoxia in
freshwater and coastal environments is an expanding threat
to aquatic life (Vaquer-Sunyer and Duarte, 2008). Deeper
knowledge about how POS works and evolved may prove useful
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6 CAPITULO 6 — CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Entender como animais prosperam em um amplo espectro de condi¢bes
ambientais, expostos a variagfes periodicas extremas de parametros abioticos, € o
tema de inumeras linhas de pesquisa mundialmente (Hochachka e Somero 2002).
Dentro desta tematica, destaca-se o0 estudo de animais que toleram amplas
variagdes na disponibilidade de oxigénio como eventos pertencentes a suas historias
de vida. Células e tecidos humanos sofrem danos severos quando o suprimento de
O, € interrompido (e.g. eventos isquémicos) ja nos primeiros minutos, além disso,
guando o suprimento é restabelecido (e.g. reperfusdo), este € acompanhado de
intensos danos oxidativos (Granger e Kvietys 2015). Por outro lado, diversos animais
toleram severa privacdo dos niveis de O,, por longos periodos (desde horas a
semanas) e com frequéncia variavel, desde diaria a anualmente. A primeira proposta
de que adaptacdes bioquimicas do metabolismo redox suportariam a tolerancia de
animais a privacdo de oxigénio e reoxigenagdo foi feita em 1986. Baseado na
observacdo de um alto teor de grupos —SH na hemoglobina de cagados Phrynops
hilarii, espécie tolerante a hipdxia, foi postulado que tais grupos teriam um importante
papel de tamponamento, resistindo a possiveis alteracbes redox associadas a
hipdxia e a reoxigenacao (Reischl 1986).

Posteriormente, a ideia de que animais tolerantes teriam adaptacdes
bioguimicas de antioxidantes foi investigada com maior profundidade em serpentes
Thamnophis sirtalis. Foi observado que estes animais apresentavam maiores niveis
de enzimas antioxidantes durante estresses de privagcdo de O, em relacdo a
serpentes controle (Hermes-Lima e Storey 1993). A investigacdo de outras seis
espécies animais submetidas a diferentes estresses de privacdo de oxigénio e
estivacdo revelou que estas também aumentavam sua capacidade antioxidante,
levando a hipotese do “Preparo para o Estresse Oxidativo” (POS) em 1998 (Hermes-
Lima, Storey, e Storey 1998). Segundo a hipotese do POS, animais aumentariam
suas defesas antioxidantes durante a falta de O, como um mecanismo de protecéo
que atuaria durante a reoxigenagdo. Apesar deste fendmeno ter sido observado em
dezenas de outras espécies, o mecanismo molecular pelo qual o POS é acionado
permaneceu elusivo até recentemente (Figura 45). Postulava-se que o fenotipo do
POS seria mediado por compostos de natureza nao-radicalar, pois, na época,

pensava-se que a producdo de espécies reativas seria hecessariamente reduzida na



146

hipoxia. Com o passar do tempo, houve uma transi¢cdo da ideia de um mensageiro

ndo-radicalar para a hipétese de que espécies reativas (incluindo radicais) seriam o

sinal de acionamento do POS (Figura 45). O capitulo 2 trata com detalhes desta

mudanca de paradigma.

“uma reserva de grupos SH, pode ser
importante para manter o estado redox sob
condicoes de hipoxia“

“defesas antioxidantes sdo acumuladas quando
a formacéo de radicais provavelmente nao
ocorre. Um mensageiro nao radicalar deve

estimular esta resposta“?

“aumentando as defesas antioxidantes quando
os niveis de O, (e de espécies reativas) sao
menores “

“condicdo em que a producao de espécies
reativas esta provavelmente reduzida ou até
mesmo interrompida“®

“0 mecanismo molecular que regula as
atividades de enzimas antioxidantes
permanece desconhecido“®

“hé fatores alternativos de natureza nao
radicalar que afetam a expressao de
antioxidantes sob hipéxia, quando a producao
de espécies reativas diminui®

“niveis de ROS podem aumentar em
ambientes hipéxicos; portanto, espera-se a
inducao de enzimas antioxidantes*'?

“baixas concentragées de oxigénio podem
causar o aumento de ROS, pelo menos no
inicio da hipdxia“13

“sob hipoxia, ao contrario da andxia, os niveis
de ROS podem aumentar devido a reducéao
da cadeia transportadora de elétrons“!5

“a baixa disponibilidade de oxigénio
compromete a seguran¢a do organismo ao
alterar o metabolismo e aumentar a producao
de ROS*“'”

“durante a privagéo de oxigénio, ROS sao
superproduzidos e induzem respostas
principalmente através de fatores de
transcrigao“1®

“os niveis de antioxidantes aumentam sob
condicdes em que se espera menores taxas de
formacao de espécies reativas‘®

“a condicdo de anoxia esta associada a uma
reduzida taxa de formacao de radicais in
vivo's

“um aumento no estado redox mitocondrial
acelera a geracao de espécies reativas
durante a hipéxia“”

“a hipdxia pode resultar no aumento da
probabilidade de elétrons escaparem e
reduzir o oxigénio“1°

“em baixas concentragdes de oxigénio, ha um
aumento na producéo de espécies reativas
de oxigénio mitocondrial“'!

“a reducdo de transportadores de elétrons
mitocondriais em resposta a baixa de oxigénio
pode levar a formacao excessiva de espécies
reativas de oxigénio“'4

“estudos indicam um aumento nos niveis de
ROS quando ha pouco O, dissolvido.Os
mecanismos que produzem este efeito ainda
nao foram elucidados“'®

“de acordo com o modelo de superproducao
de ROS durante a hipoxia, a elevacdo da
atividade antioxidante é esperada“!®

Figura 45. Transicdo da argumentacdo na literatura da biologia comparada no
contexto do POS. Desde a primeira proposta de adaptacdes do metabolismo redox
em animais tolerantes a hipdxia (Reischl 1986), passando pela primeira observacdo
(Hermes-Lima e Storey 1993) e posterior nascimento da hipotese do POS (Hermes-
Lima, Storey, e Storey 1998), o mecanismo pretenso de ativacdo do antioxidantes saiu
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da ideia de um mensageiro “ndo-radicalar’ até a ideia de ROS como os sinais
ativadores do POS. *(Reischl 1986); (Hermes-Lima e Storey 1993); *(Hermes-Lima e
Storey 1995); *(Hermes-Lima, Storey, e Storey 1998); °(Lushchak et al. 2001);
®(Ferreira, Alencastro, e Hermes-Lima 2003); '(Almeida et al. 2005); ®(Almeida e Bainy
2006); °(Lushchak e Bagnyukova 2006); *°(Lushchak e Bagnyukova 2007); *!(Forcella
et al. 2007); **(De Zoysa et al. 2009); *3(Sussarellu et al. 2010); **(Krivoruchko e Storey
2010); ®(Mustafa et al. 2011); **(Pérez-Jiménez et al. 2012); '(Trasvifia-Arenas et al.
2013); **(Leveelahti et al. 2014); **(Hermes-Lima et al. 2015).

Com base em um conjunto de observagOes experimentais fragmentadas na
literatura, foi proposto que o mecanismo de ativagdo de defesas antioxidantes
durante a privacdo de oxigénio (i.e. POS) dependeria da acdo de ROS, que seriam
superproduzidos durante a hipdxia (capitulo 2). Durante a falta de oxigénio, animais
tolerantes a hipoxia apresentam algumas respostas que suportam tal proposta:
sinais de danos oxidativos, ativacdo de fatores de transcricdo sensiveis a alteracdes
redox, aumento da atividade ou concentracdo de antioxidantes enddgenos.
Paralelamente, aumentos na producdo de ROS mitocondriais foram observados em
varios tipos celulares expostos a hipoxia (Waypa, Smith, e Schumacker 2016). Cabe
ressaltar, que algumas espécies nao apresentam qualquer sinal de aumento de
antioxidantes durante a privacao de O,. Este é o caso de trés espécies de peixes,
Hemiscyllium ocellatum, Gasterosteus aculeatus e Oncorhyncus mykiss, cujas
atividades de enzimas antioxidantes (catalase, SOD, GPX e GST) néo se alteraram
quanto expostos a hipoxia (Leveelahti et al. 2014). Dentre as espécies que
apresentaram aumento de antioxidantes, nem todas apresentaram sinais de dano
oxidativo. Por exemplo, peixes dourados Carassius auratus expostos a anodxia
apresentam aumento da atividade de catalase hepética e de GPX cerebral, sem
alteracdo no grau de peroxidacao lipidica nestes tecidos (Lushchak et al. 2001).
Além disso, hd exemplos de aumento de dano oxidativo sem a ativagdo de
antioxidantes em alguns casos de animais privados de O,. Este é o0 caso de carpas
Cyprinus carpio, onde a hipdxia causou dano ao DNA de eritrécitos e alteragbes
morfologicas hepaticas, sem alterar a atividade de GPX no sangue ou no figado
(Mustafa et al. 2011). Tais divergéncias, podem ser causadas, pelo menos
parcialmente, pela variagdo de protocolos experimentais (especialmente na
intensidade da privacdo de O, e na escolha dos intervalos de amostragem) e
caracteristicas do organismo em estudo. Supondo hipoteticamente a sequéncia de
eventos: (i) queda dos niveis de O, (ii) aumento dos niveis de ROS, (iii) aumento
dos marcadores de danos oxidativos e (iv) ativacdo de defesas antioxidantes,
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variacbes do protocolo experimental e do sistema em questdo podem levar a
resultados diferentes (Figura 46).

— Antioxidantes Situagcdo ROS Dano Oxidativo Antioxidantes

—— Dano Oxidativo

a b ¢ d e f g a
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m -~ o o 0O T
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>
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Figura 46. Sequéncia hipotética de eventos que levariam a ativagcado do POS segundo a
proposta de maior producdo de ROS na hipo6xia. A queda da disponibilidade de O,
resultaria em um redugdo gradual da pO, em um dado tecido. Ao atingir um limiar
especifico, o baixo teor de O, resultaria em uma maior producdo temporaria de ROS
mitocondriais (processo detalhado em (Welker et al. 2013). O maior nivel de ROS, causaria
desequilibrio redox e um aumento nos marcadores de estresse oxidativo, ativando a
expressao de componentes do sistema antioxidante. Note que dependendo do momento em
gue o sistem é analisado, diferentes conjuntos de observagfes podem ser obtidos.

A principal limitagcdo do modelo de ativacdo do POS via ROS (capitulo 2) é o
fato de ndo haver qualquer evidéncia direta de maior producédo de ROS em animais
tolerantes a falta de oxigénio (limitacdo discutida no capitulo 5). Os Unicos trés
estudos realizados envolvendo espécies tolerantes utilizaram longos periodos de
exposicao a hipoxia (na escala horas) (Milton et al. 2007; Rivera-Ingraham et al.
2013; Rivera-Ingraham, Bickmeyer, e Abele 2013). Se a maior producdo de ROS
(hipotética) seguir o que é observado em estudos com células, tal superproducao
ocorre nos primeiros minutos (10-30 min) do insulto hipéxico (Hernansanz-Agustin et
al. 2014). Deste modo, a hipotese ainda ndo foi adequadamente testada
experimentalmente. Para tanto, € necessaria a afericdo dos niveis de espécies
reativas nos primeiros minutos de exposicdo a privacdo de O, ou de entrada na
estivacdo. Um modelo em que isto pode ser convenientemente testado em
laboratorio € o gastropode terrestre Helix aspersa, cujas respostas do metabolismo
redox a anoxia (Welker, Moreira, e Hermes-Lima 2016) e a estivacdo (Ramos-
Vasconcelos e Hermes-Lima 2003; Ramos-Vasconcelos, Cardoso, e Hermes-Lima
2005) sédo conhecidas. Enquanto tal experimento ndo € realizado, a auséncia de
evidéncia da maior producdo de ROS em animais que apresentam o POS nao

permite o descarte de mecanismos/hip6teses alternativos.
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Uma explicagdo alternativa, igualmente hipotética, seria a da ativacdo de
fatores transcricdo sensiveis a alteragfes redox independentemente dos niveis de
ROS. Tais fatores transcricdo sao ativados, por exemplo, por aldeidos,
hidroperoxidos lipidicos e dissulfetos, cujos niveis podem se alterar mesmo na
auséncia de mudancas na producao de ROS (Jones 2008). Sistemas de reparo de
macromoléculas oxidadas e vias de reducéo de dissulfetos dependem do provimento
de NADPH e ATP (secdo 1.3.5). O potencial redutor na forma de NADPH é
fundamental para o funcionamento dos sistemas dependentes de glutationa (sec¢éo
1.3.3) e de tioredoxina (secdo 1.3.4). Uma menor oferta, esperada pelo reduzido
turnover de ATP e presumida menor producdo de NADPH em situacbes de
depressdo metabdlica (Hochachka e Somero 2002; Bickler e Buck 2007), poderia,
em tese, debilitar estes sistemas. Por exemplo, a deficiéncia de producdo de NADPH
leva a desequibrio redox e estresse oxidativo (Pandolfi et al. 1995; Zhang et al.
2010). De fato, tal hipotese ja foi anteriormente levantada para explicar o aumento
de dano oxidativo em animais expostos a privacao de O,. No caso de ra leopardo
Rana pipiens submetidas a desidratacdo severa, o aumento da propor¢ao de
glutationa em sua forma dissulfeto foi atribuido a um menor fornecimento de NADPH
(Hermes-Lima e Storey 1998). Em outro caso, 0 aumento dos niveis de proteinas
carboniladas durante a estivacdo de H. aspersa foi atribuido a uma possivel
supressdo da degradacdo de proteinas oxidadas durante a estivacdo (Ramos-
Vasconcelos e Hermes-Lima 2003). Assim como no caso da hipotese de maior
producdo de ROS, a proposta de um mecanismo com base em vias de reparo e
reciclagem de ti6is ineficientes ndo tem suporte de dados experimentais diretos.
Cabe ressaltar que, ao contrario dos antioxidantes, sao raros os estudos que fizeram
medidas experimentais da modulacdo de sistemas de reparo em animais expostos a
hipoxia elou a depressdo metabdlica. Ainda dentro desta hipotese, o menor
suprimento de NADPH afetaria a capacidade dos sistemas antioxidantes de
gerenciar os niveis de ROS (secédo 1.3.3 e 1.3.4). O resultado seria um maior nivel
de estado estacionario de ROS, e ndo, necessariamente, uma maior producao de
ROS. Por fim, a ocorréncia de um mecanismo ou outro, ou, até mesmo, uma
combinacéo ainda carece de dados experimentais.

Apesar da incerteza do mecanismo molecular, esta evidente que o POS é
uma estratégia de adaptacdo bioquimica utilizada amplamente no reino animal

(capitulos 3 e 5). A prevaléncia de animais classificados como POS-positivos,
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neutros ou negativos esta em constante atualizacdo. Por exemplo, no intervalo entre
uma publicacao (Moreira et al. 2016) e outra (Moreira et al. 2017), a prevaléncia de
espécies POS-positivas aumentou de 68% para 72% seguindo o critério 1. Espécies
animais de 8 filos, de cnidarios a mamiferos, submetidas a diferentes estresses de
privacdo de oxigénio apresentam o POS. Do ponto de vista, filogenético, chama a
atencdo a ocorréncia do fendbmeno em filos basais, tal como Cnidaria. Esta
observacédo indica um surgimento precoce do POS na evolucdo animal. Entretanto,
uma conclusédo mais robusta sobre o POS em linhagens animais requer o estudo de
mais espécies de filos basais (e.g. Cnidaria, apenas duas espécies estudadas),
assim como mais espécies de filos subrepresentados (e.g. Echinodermata).

Mesmo presente em dezenas de espécies, pouco se sabe sobre a ocorréncia
e as caracteristicas do POS no ambiente natural. Isto deve-se ao fato da maioria dos
estudos sobre modulacdo de antioxidantes em animais expostos a privacao de O,
terem sido realizados em condi¢des artificiais de laboratério. A vantagem de
experimentos em laboratoério é a capacidade de controle rigoroso de variaveis, o que
permite a reprodutibilidade e o delineamento de causalidade (Spicer 2014). Por outro
lado, a investigacdo de animais diretamente do campo esté sujeita a interferéncias
externas néo controladas, enfraquecendo o estabelecimento de relacdes de causa e
efeito (Spicer 2014). Andlises no laboratério e no campo podem ser complementares
uma a outra. Entretanto, os resultados de animais andlisados diretamente na
natureza tem maior probabilidade de serem ecologicamente significativos. Todavia,
0 numero de estudos em laboratério supera em larga escala o de estudo de animais
no campo. Em muitos casos, a resposta fisiolégica de individuos no campo difere
daquela de individuos de uma espécie em laboratério, em alguns exemplos, animais
do campo apresentam respostas opostas aquelas de animais no laboratério (Calisi e
Bentley 2009). Portanto, extrapolacdes baseadas em experimentos de laboratorio
para animais em seus habitats naturais devem ser feitas com cautela.

Neste contexto, foi mostrado que duas espécies de anuros da Caatinga
apresentam o POS como uma resposta bioguimica durante a estivagédo (capitulo 4).
Tal observacdo esta de acordo com os 100% de prevaléncia de espécies POS-
positivas registrada para o caso de animais expostos a estivacao (capitulo 3). Neste
caso, mesmo se tratando de diferentes espécies, os dados de animais do campo
concordaram com os dados de animais de laboratério. Com o objetivo de explorar

mais a fundo o POS na natureza, ja esta em andamento o estudo de mexilhdes
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Mytilaster solisianus no ambiente intermarés, onde durante a maré baixa os animais
sdo expostos ao ar impedindo uma obtencdo de oxigénio de forma eficiente.
Observamos que outros fatores abibticos (e.g. radiacdo solar), além da
disponiblidade de oxigénio per se, podem ter papel fundamental sobre a resposta
dos antioxidantes de animais no campo (Sabino et al. 2017). Mostramos que ha um
aumento de 50% na concentragdo de glutationa quando o animal esta exposto ao ar
por 4 horas em dia de intensa radiacdo solar. O aumento de glutationa nao foi
observado quando a exposicdo aérea ocorreu em um dia com baixa radiacdo. Uma
explicacdo possivel € que a radiacdo UV, em associacdo com a hipdxia funcional,
induza a biossintese de glutationa pela formacdo de ROS e ativacdo de Nrf2
(Hermes-Lima comunicacdo pessoal). Outro ambiente com grande potencial para
estudos do POS na natureza € a amazonia, onde ha diferentes ecossistemas
aquaticos que apresentam variac6es amplas dos niveis de oxigénio (além de outras
variaveis fisico-quimicas) em diferentes escalas de tempo (Figura 2B e C; (Val e
Almeida-Val 1995; Val, Fearnside, e Almeida-Val 2016). Ainda assim, estes locais
sdo habitados por espécies altamente tolerantes a hipoxia (e.g. Astronotus ocellatus
(Muusze et al. 1998). Portanto, diferentes ecossistemas podem ser explorados por
mais investigagdes do fendmeno do POS em animais na natureza, sem intervengao
experimental, a fim de contribuir para o entendimento do fendmeno no “mundo real”.

Por fim, animais tolerantes aos extremos ambientais sdo importantes
exemplos de sistemas biolégicos capazes de tolerar e responder a amplas
perturbacdes de processos bioldégicos, mantendo a homeostase. Sdo modelos
valiosos para entender a regulacdo e os limites naturais de tais processos em
organismos vivos (Navas e Carvalho 2010). O estudo dessas espécies, além de
possibilitar a compreensdo de como a natureza funciona, pode levar & identificacao
de mecanismos gerais de vias biolégicas, podendo ser aplicados, inclusive, na
prevencao e tratamento de lesdes e patologias em humanos (van Breukelen e Martin
2015; Nathaniel et al. 2015; Nayak, Prentice, e Milton 2016), “da selva para a clinica”
(Ramirez, Folkow, e Blix 2007).
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Polyphenols are reported to have some health benefits, which are link to their antioxidant properties. In the case
of ellagic acid (EA), there is evidence that it has free radical scavenger properties and that it is able to form com-
plexes with metal ions. However, information on a possible link between the formation of iron-EA complexes and
their interference in Haber-Weiss/Fenton reactions was not yet determined. Thus, the present study investigated
the in vitro antioxidant mechanism of EA in a system containing ascorbate, Fe(1ll) and different iron ligands
(EDTA, citrate and NTA). [ron-mediated oxidative degradation of 2-deoxyribose was poorly inhibited (by 12%)

Keywords:

Anmxidant in the presence of EA (50 uM) and EDTA. When citrate or NTA - which form weak iron complexes - were used,
Free radical the 2-deoxyribose protection increased to 89-97% and 45%, respectively. EA also presented equivalent inhibitory
Polyphenol effects on iron-mediated oxygen uptake and ascorbyl radical formation. Spectral analyses of iron-EA complexes

Iron show that EA removes Fe(III) from EDTA within hours, and from citrate within 1 min. This difference in the rate of
Ellagic acid iron-EA complex formation may explain the antioxidant effects of EA. Furthermore, the EA antioxidant effective-
ness was inversely proportional to the Fe(IIl) concentration, suggesting a competition with EDTA. In conclusion,
the results indicate that EA may prevent in vitro free radical formation when it forms a complex with iron ions.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Polyphenols are widely studied for their antioxidant properties, es-
pecially by acting as a free radical scavengers or forming complexes
with metal ions [1-3]. Many polyphenols are able to complex metal
ions, particularly iron and copper, thereby affecting the ability of these
metals to catalyze free radical formation, via Haber-Weiss and Fenton
reactions. These complexes may behave either as antioxidants or pro-
oxidants, depending on factors that have been reviewed by several au-
thors [4-7]. We have previously investigated details of the antioxidant
mechanism of pyridoxal isonicotinoyl hydrazine (PIH) and the
polyphenols tannic acid (TA) and caffeic acid as metal-chelating
compounds [8-12].

We are presently interested in ellagic acid (EA), a polyphenol pres-
ent in many berries and pomegranate at relatively high concentrations
[13,14]. This compound exhibits anti-carcinogenic, anti-mutagenic and
antioxidant activities both in situ and in vivo [15-17]. Studies performed
in cell culture, animal models as well as clinical research showed that EA
has beneficial health effects against many oxidative-linked chronic
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diseases, including cancer, cardiovascular and neurodegenerative dis-
eases [18-21].

Despite the amount of data amassed in biology on the anti-oxidative
stress effects of EA, only few chemical studies have studied the
antioxidant activity of EA. These few studies have focused on EA's free
radical scavenger capacity. Priyadarsini and coworkers reported the
free radical scavenging activity of EA for reactions with azide, DPPH,
halocarbonperoxyl and hydroxyl radicals [22]. Recently, Kilic and co-
workers confirmed that EA presents DPPH, ABTS, superoxide and H,0,
scavenger properties [23]. Moreover, EA is also able to form complexes
with several metal ions, including Mg?*, Ca®>*, Mn? ™, Fe? ", Fe* ™,
Co?*and Cu?* [24,25]. Although the ability of EA to chelate redox-ac-
tive metal ions has been described, the link between antioxidant activity
and this metal chelating capacity has not yet been studied. Such efficient
metal complexation could make EA an effective antioxidant by mini-
mizing free radical formation, especially when induced by iron and cop-
per ions, as reported for other polyphenols [7]. For instance, a study
involving the kinetics and the stability of metal-EA complexes, especial-
ly iron ions, and how they interfere with Haber-Weiss/Fenton reactions
has not been made so far. In this work we investigated the possible re-
lationship between the iron-chelating activity of EA and its ability to in-
hibit in vitro oxyradical formation induced by ascorbate and Fe(IIl). We
used iron complexed with EDTA, citrate or nitrilotriacetic acid (NTA) to
ensure solubility at the pH used in our assays (pH 7.2) and to mimic
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Abstract

To boost active learning in undergraduate students, they
were given the task of preparing blogs on topics of clinical
biochemistry. This “experiment” lasted for 12 teaching-
semesters (from 2008 to 2013), and included a survey on
the blogs’ usefulness at the end of each semester. The sur-
vey (applied in the 2008-2010 period) used a Likert-like
questionnaire with eight questions and a 1-to-6 scale, from
“totally disagree” to “fully agree.” Answers of 428 stu-
dents were analyzed and indicated overall approval of the
blog activity: 86% and 35% of the responses scored 4-to-6

Keywords: Education 2.0; active learning; metabolism; medicine;
nutrition

Introduction

Weblogs (blogs) are websites that function as online jour-
nals and have been serving as a globally widespread com-
munication and discussion tool since the last decade [1, 2].
Even though the most popular blogs are those in which
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and 6, respectively. Considering the survey results, the
high grades obtained by students on their blogs (averaging
8.3 in 2008-2010), and the significant increase in average
grades of the clinical biochemistry exam after the begin-
ning of the blog system (from 5.5 in 2007 to 6.4 in 2008-
2010), we concluded that blogging activity on biochemistry
is a promising tool for boosting active learning. © 2016 by
The International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, 00:000-000, 2016.

users add posts about their own lives and experiences,
blogs with scientific purposes have become very popular [3].
In 2007, a science blog owner estimated that there were at
that time 1,000 to 1,200 science blogs (not considering pseu-
doscience or computer technology blogs), mostly written by
graduate students and postdocs, and to a lesser extent by
science teachers and professional journalists [3]—nowadays
these numbers are much higher.

Blogs with scientific content are not only a place for
presentation and discussion of science, but also as a learn-
ing tool for both students and lay citizens [4]. The prepara-
tion of scientific blogs by graduate and undergraduate stu-
dents may enhance and stimulate learning, promote
student collaboration, and provide an opportunity for the
use of different learning strategies [2-5].

An experience with 60 medical doctors in a Masters
course, in which the doctors had to post topics on blogs
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Abstract Humans and most mammals suffer severe dam-
age when exposed to ischemia and reperfusion episodes
due to an overproduction of reactive oxygen species (ROS).
In contrast, several hypoxia/anoxia-tolerant animals sur-
vive very similar situations. We evaluated herein the redox
metabolism in the anoxia-tolerant land snail Helix aspersa
after catalase inhibition by 3-amino-1,2,4-triazole (ATZ)
injection during a cycle of wide and abrupt change in oxy-
gen availability. The exposure to anoxia for 5 h caused a
change of only one of several parameters related to free rad-
ical metabolism: a rise in selenium-dependent glutathione
peroxidase (Se-GPX) activity in muscle of both saline- and
ATZ-injected animals (by 1.9- and 1.8-fold, respectively).
Catalase suppression had no effect in animals under nor-
moxia or anoxia. However, during reoxygenation catalase
suppression kept high levels of muscle Se-GPX activity
(twofold higher than in saline-injected snails up to 30 min
reoxygenation) and induced the increase in hepatopancreas
SOD activity (by 22 %), indicating higher levels of ROS
in both organs than in saline-injected animals. Addition-
ally, catalase-suppressed snails showed 12 % higher levels
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of carbonyl protein—a sign of mild oxidative stress—in
muscle during reoxygenation than those animals with intact
catalase. No changes were observed in glutathione param-
eters (GSH, GSSG and GSSG:GSH ratio), TBARS, and
GST activity in any of the experimental groups, in both
organs. These results indicate that catalase inhibition inflicts
changes in the free radical metabolism during reoxygena-
tion, prompting a stress-response that is a reorganization in
other enzymatic antioxidant defenses to minimize altera-
tions in the redox homeostasis in land snails.

Keywords Free radicals - Glutathione - Hypoxia -
Ischemia - Oxidative damage

Introduction

The occurrence of ischemia and reperfusion in mamma-
lian tissues is associated with extensive oxidative dam-
age and it is well known that oxidative injury is caused by
overproduction of reactive oxygen species (ROS) (Zweier
et al. 1987; Serviddio et al. 2005). However, many hypoxia/
anoxia-tolerant animals are able to survive situations analo-
gous to ischemia/reperfusion events, in which higher ROS
production is expected, such as during post-hypoxia reoxy-
genation. The ability of these animals to manage such puta-
tive elevated ROS production has been associated with an
efficient endogenous antioxidant system, which, in many
cases, becomes enhanced by the activation of individual
or few antioxidants during hypoxia/anoxia (Welker et al.
2013). The activation of antioxidants under oxygen restric-
tion in many hypoxia-tolerant species has been regarded as
a relevant mechanism to control the effects of ROS over-
production that may happen at hypoxia and/or reoxygena-
tion—this general mechanism is known as “preparation for
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Abstract

Tegn lizards (Salvator merianae) experience gradual and mild temperature changes from
automn to winter in their habitat. In the laboratory, they enter into a continmous state of
dormancy with an 80% reduction in metabolic rate that remains constant during winter.
These conditions contrast with hibernation in small mammals, which withstand large
variations in body temperature and metabolic rate during periodic arousal bouts over the
winter. The redox metabolism in hibernators under such distinguwished conditions is poorly
nnderstood. We analyzed the redox metabolism in the small intestine of tegns during
different stages of their first annual cyele: late autumn winter dormaney, arousal and spring
activity. The effect of food deprivation during spring was also studied to contrast with fasting
during hibernation. Both hibernation and food deprivation cavsed decreases in reduced
glutathione levels and glutathione transferase activity. Total glutathione percxidase activity
also decreased during winter dermancy. Other enzymes of the antioxidant system (catalase,
selenium-dependent ghutathione peroxidase and gletathione reductase) were unchanged
during hibermation, while food deprivation increased mitochondrial superoxide disnmtase
activity. Notably, levels of disulfide glutathione {GSSG) were 2.1-fold higher in late autumn
in comparison to other periods of the seasonal cycle. This more oxidized state in gut tissue
may be due to a putative disruption in NADPH-dependent antioxidant systems. The entrance

into hibernation seems to be main challenge for the redox homeostasis in the small intestine

of tegus.
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Abstract

Mammalian hibernators withstand striking physiological changes, e.g. very large variations in
body temperature, oxygen consumption, heart rate and ventilation, when going through
multiple torpor-arousal cycles. Such drastic changes are often not tolerable by non-hibernators
and are expected to disrupt the balance between production and control of reactive oxygen
species (ROS). The biochemical adaptations that support such endurance to oxidative
challenging conditions during hibernation have been extensively investigated in various small
mammals. Here, we review the management of oxidative stress during the different stages of
hibernation, considering the roles of ROS production, endogenous antioxidant defenses, and
chaperones especially at the torpid phase. Data from the literature indicate that mitochondrial
oxygen consumption and ROS production both decrease at deep torpor. In contrast, there are
pieces of evidence indicating the occurrence of redox imbalance and oxidative stress in
certain tissues at the torpid phase of hibernation. In line with these observations, there are
many reports of tissue-specific enhancement of endogenous antioxidant defenses in torpid
hibernators. This response seems to be activated by particular redox-sensitive transcription
factors, such as Nrf2 and NF-kB, which are activated during hibernation. Furthermore,
molecular chaperones are up-regulated in several tissues of torpid animals, acting in concert
with antioxidants in cytoprotection. Other factors, such as post-translational modifications,
uncoupling proteins and oxygen availability are also expected to affect redox balance. As
detailed herein, these responses vary among studies, tissues and animal species. Based on
these observations, we propose the occurrence of a transient surge in mitochondrial ROS
formation at specifically at the entrance into torpor, which would mediate the activation of
stress-responsive pathways. This chapter, the first review dedicated to the relationship
between hibernation and free radical metabolism, is also a call for the experimental testing of

the control of oxidative stress during torpor.



