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(Aspectos metabolicos adaptativos ao frio da perereca sul-americana

Boana pulchella(Duméril & Bibron 1841) (Anura, Hylidae)).

RESUMO: Viver em ambientes extremos requer estratégias e adaptacbes para
suportar/tolerar essas condi¢fes. Os ectotérmicos, em especial 0s anuros, habitam os mais
variados locais em nosso planeta e também desenvolveram ao longo da sua evolucgdo
estratégias para garantir essa ampla distribuicdo. Alguns anuros sobrevivem em ambientes
frios com temperaturas muito baixas pois conseguem suportar e/ou tolerar o congelamento.
AlteracBes metabolicas como a mobilizacdo de crioprotetores, armazenamento preparatério
de glicogénio hepético e alteracGes nas expressdes protéicas garante a sobrevivéncia desses
animais no frio. O Rio Grande do Sul apresenta temperaturas muito baixas com, inclusive,
precipitacdo de neve e geada, no entanto sdo quase inexistentes os trabalhos relativos as
adaptacgdes dos anuros a essas temperaturas nesse Estado. Neste trabalho, portanto, o objetivo
foi verificar se ha alteracBes no glicogénio, na glicemia, nos triglicerideos e nas proteinas
totais plasmaticas da espécie Sul-Americana Boana pulchella e se essas altera¢des indicam
alguma mudanca durante periodos diferentes. Os animais foram coletados na Area de
Protecdo Ambiental do Banhado Grande — (APABG) durante os meses de maio e junho.
Entre os individuos, verificamos que as concentracGes plasmaticas de glicose, proteinas e
triglicerideos mantiveram-se constantes entre as coletas. A concentragdo de glicogénio
hepético, porém, apresentou valores elevados indicando que nesses animais ele & uma

importante reserva de glicose para periodos criticos de disponibilidade de alimento e/ou frio.

Palavras-chave: Anuros, crioprotetores, frio, glicogénio, glicose.



(Adaptative metabolic aspects to cold in a south american treefrog

Boana pulchella(Duméril & Bibron 1841)(Anura, Hylidae)).

ABSTRACT: Living in extreme environments requires strategies and adaptations to
support/tolerate these conditions. Ectothermic animals, especially anurans, inhabit the most
diverse places on our planet and also developed, throughout their evolution, strategies to
guarantee this wide distribution. Some anurans survive in cold environments with very low
temperatures because they can endure and/or tolerate freezing. Metabolic changes as
cryoprotectants mobilization, preparatory storage of hepatic glycogen and alterations in
protein expression ensure the survival of these animals in the cold. Rio Grande do Sul has
very low temperatures with, inclusive, snowfall and frost, however, there is almost no work
on the adaptation of anurans to these temperatures in that State. In this work, therefore, the
objective was to verify if there are changes in glycogen, glycemia, triglycerides and total
plasma proteins of the South American specie Boana pulchella and whether these changes
indicate some change during different periods. The animals were collected in the
Environmental Protection Area of Banhado Grande - (APABG) during the months of May
and June. Among individuals, we observed that plasma concentrations of glucose, proteins
and triglycerides remained constant between collections. The hepatic glycogen concentration,
however, presented high values indicating that in these animals it is an important reservoir of

glucose for critical periods of food availability and/or cold.

Key words: Anurans, cryoprotectants, cold, glycogen, glucose.



INTRODUCAO

Os diversos organismos Vvivos existentes em nosso planeta desenvolveram estratégias
e adaptaces para obter um sucesso evolutivo nos mais variados habitats. Essas adaptacfes
foram modeladas, principalmente, pelo ambiente no qual estes organismos existem.
AdaptacOes a quantidades diferentes de incidéncia solar, diferentes altitudes e variacfes de
temperatura sdo exemplos de fatores abioticos que podem distinguir os habitats entre si (Hill
et. al 2012). Por mais extremos que sejam esses fatores em cada local, quase sempre havera
seres vivos bem sucedidos e adaptados aquelas condices.

As variacbes de temperatura sdo fatores, muitas vezes, limitantes para algumas
espécies, isto porque ha locais onde 0s invernos sdo muito rigorosos, exigindo do organismo
que ali habita algumas estratégias para tolerar e/ou suportar o frio (Hill et al. 2012). Os
vertebrados ectotérmicos, em especial, colonizaram com sucesso praticamente todos 0s
nichos ecoldgicos disponiveis na terra, alguns vivendo em habitats sazonalmente (efeitos
migratorios) ou continuamente, em ambientes frios de altas latitudes e altitudes (Costanzo et
al. 2013). Muitos desses animais ectotérmicos, portanto, vivem em regides frias do nosso
planeta e conseguiram éxito na sobrevivéncia devido ao desenvolvimento de estratégias e
adaptacOes a essas temperaturas.

Uma das estratégias mais curiosas € a tolerancia ao congelamento quando o animal
baixa seu metabolismo de tal maneira que consegue suportar temperaturas muito baixas. A
tolerancia ao congelamento em vertebrados foi relatada pela primeira vez ha mais de 30 anos
e dezenas de publicacGes tém aparecido desde entdo (p. e. Storey & Storey 1984, Schimid
1982). Porém, sabe-se pouco sobre a variagdo e a capacidade de toleréncia ao congelamento
entre populacBes congéneres (Costanzo et al. 2015) e em muitas especies ainda nao
estudadas. Sabemos que, pelo menos, cinco espécies de anuros da América do Norte -

Dryophytes chrysoscelis, Dryophytes versicolor, Pseudacris crucifer, Pseudacris triseriatae



Lithobates sylvaticus (Schmid 1986, Costanzo et al. 1992b, Schmid 1982, Storey & Storey
1987 ) — sobrevivem ao congelamento de seus fluidos corporais internos a temperaturas tao
baixas quanto -8°C no inverno (Costanzo et. al 2015). Foi descrito, mais detalhadamente, a
capacidade de tolerar o congelamento da espécie subartica Lithobates sylvaticus, a qual serd
referéncia nesse trabalho (Storey & Storey 1984).

A rd-madeira (Lithobates sylvaticus), como popularmente é conhecida na América
do Norte, € um anuro pertencente a familia Ranideae. E uma ri de tamanho pequeno/médio
com medidas do corpo na fase adulta entre 3,7 cm a 8,3 cm de comprimento rostro-cloacal
(Martof 1970). Ela apresenta habitos terrestres, sendo encontrada em areas arborizadas
Umidas ou proxima a elas. Temperatura e disponibilidade de habitat sdo fatores limitantes
para a distribuicdo dessa espécie norte-americana, no entanto, sua distribuicdo é ampla,
podendo ser encontrada do sul dos Montes Apalaches (Estados Unidos) até o Circulo Artico
(Martof & Humphries 1959).

Como descrito na literatura, a ra-da-floresta consegue congelar até dois tercos da
agua total do seu corpo. Os individuos encontrados nos Estados Unidos e no Canada, podem
suportar temperaturas negativas de -3°C a -6°C. Experimentalmente, os individuos do Artico
conseguiram suportar o congelamento a temperatura de -16°C (Costanzo et al. 2013). Essa
capacidade de congelamento s6 € possivel devido a acdo dos chamados crioprotetores, 0s
quais controlam a taxa de formagéo de gelo extracelular, diminuindo os danos de dessecacao
que a cristalizacdo do gelo causa nos tecidos. Esses crioprotetores possuem propriedades
coligativas, reduzindo o limite da extensdo do volume celular e estabilizando a estrutura da
membrana durante o congelamento (Storey & Storey 1992). Crioprotetores coligativos
apresentam baixo peso molecular, sendo representados pelos carboidratos (glicose ou
carboidratos alcodlicos). Eles se acumulam em altas concentragdes celulares, proporcionando

uma alta resisténcia a perda de agua intracelular pelos cristais de gelo extracelulares,
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estabilizando a célula e aumentando as chances de sobreviver depois do congelamento
(Storey & Storey 1996).

Dentre outros fatores, a capacidade de sobrevivéncia durante o congelamento na
espécie Lithobates sylvaticus depende da quantidade de glicose mobilizada durante esse
congelamento. Durante o periodo de congelamento, os niveis plasméticos de glicose sobem
entre 150 a 300 mM, enquanto que em animais ndo expostos ao congelamento esses niveis
variam entre 1 a 5 mM (Storey & Storey 1986). Essa glicose, utilizada como crioprotetor, é
oriunda do catabolismo das reservas de glicogénio hepético, as quais aumentam durante o
verdo até o inicio do outono. O glicogénio € um polimero ramificado de radicais de glicose,
sendo a principal fonte de armazenamento de carboidratos em vertebrados (Bollen 1998).

A ativacdo da liberacdo de glicose que esta nos tecidos sob a forma de glicogénio
ocorre quando o primeiro floco de gelo atinge a pele do animal, provocando uma sinalizacao
em cascata transmitida de locais periféricos da pele para o figado. A origem dessa sinalizacao
- nervosa ou hormonal - porém, ainda ndo é completamente conhecida. Apds o
descongelamento do individuo, essa glicose é restaurada de forma lenta e gradual em
glicogénio hepatico, estando disponivel, novamente, para o proximo congelamento (Storey
1987).

Além da capacidade de mobilizagdo de glicose hepética durante esse processo, sabe-
se que durante o congelamento/descongelamento ha muitos danos ocasionados pelo estresse
oxidativo mediados pela glicose. Para amenizar os danos causados por espécies reativas de
oxigénio, os individuos mantém altas taxas de enzimas antioxidantes e algumas mudancas
seletivas nas atividades dessas enzimas, visando amenizar os danos oxidativos oriundos do
processo. As altas defesas antioxidantes dos 6rgdos da rd-da-floresta correlacionaram-se com
a auséncia de dano oxidativo aos lipidios ao longo de um curso de

congelamento/descongelamento (Costanzo 2015).
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Dentre as alteracbes metabdlicas descritas na Lithobates sylvaticuspara tolerar o
congelamento, ocorre, ainda, uma inducdo de alteracdo nas expressdes protéicas,
principalmente naquelas necessarias para o processo. Essas altera¢fes originarias da mudanca
de temperatura ou periodo critico acontecem, normalmente, de forma preparatéria. Isto é,
alteracfes do metabolismo referente a sintese e/ou expressao das proteinas ocorrem antes da
chegada do frio. Kling e colaboradores verificaram que os transportadores de glicose foram
8,5 vezes mais elevados em rés-da-floresta coletadas no outono do que nas coletadas no verao

(Kling et al. 1994).

Sabe-se que os anuros estdo amplamente distribuidos em todos continentes do planeta,
sendo encontrados em locais muito frios e também em locais quentes. O Sul da América do
Sul apresenta regides de clima frio e com larga presenca desses vertebrados ectotérmicos. Em
algumas regides, nos meses de inverno, inclusive, ha registros frequentes de temperaturas
negativas, similar a de alguns locais onde a espécie Lithobates sylvaticus é encontrada. Ha
regibes, inclusive, onde sdo comuns relatos de precipitacdo de neve e geada durante o

inverno.

Partindo dessa breve revisao da literatura sobre as capacidades adaptativas ao frio dos
anuros e ao fato de que no Rio Grande do Sul ha locais com caracteristicas, principalmente
em relacdo ao clima, semelhantes aos locais onde j& foram descritos animais que toleram
congelamento (Lithobates sylvaticus), houve o interesse em analisar uma espécie que habita

uma regido de clima subtropical/temperado do hemisfério sul.

A espécie escolhida para essa andlise é a perereca do banhado - Boana pulchella
(Duméril & Bibron 1841) que ocorre principalmente em locais com &gua permanente do
Uruguai, sul do Paraguai, Argentina (de Buenos Aires a Misiones) e Brasil (Rio Grande do

Sul e Santa Catarina) (Langone 1994). Habita, portanto, areas com invernos rigorosos e

12



temperaturas baixas, podendo ser encontrada o ano todo, independente da sazonalidade
(Canavero et al. 2008). Localiza-se em areas abertas (Borges-Martins et al. 2007, Kwet et al.
2010), habitando ecossistemas campestres e também em campos da Mata Atlantica (Santos et
al. 2014). Essa espécie apresenta uma atividade reprodutiva ativa durante a maior parte do
ano, ndo ocorrendo desova nos meses mais frios nas &reas elevadas do Planalto das
Araucérias (Kwet & Di-Bernardo 1999). Apesar de ndo ser envidenciado o real congelamento
da B. pulchella, sabemos que ela habita regides com amplitudes de temperaturas extremas e
com variacOes significantes no fotoperiodo entre as estagcbes do ano. Nas noites frias e nos
meses frios, inclusive, os machos dessa espécie apresentam uma atividade de vocalizacao
continua, sendo, muitas vezes, a Unica espécie vocalizando em temperaturas baixas (Ximenez
& Tozetti 2015). Apresenta, portanto, padréo continuo e prolongado de reproducéo ao longo
do ano e atividade de vocalizacdo mais comum durante 0os meses mais frios (Langone 1994;
Ximenez & Tozetti 2015). Nessa espécie, devido ao seu comportamento ecoldgico, é
importante estudar o efeito da exposicdo ao frio em um ambiente diferente dos ja estudados,
no caso o sul da América do Sul. Mesmo ndo congelando, a B. pulchella parece apresentar
estratégias fisiologicas semelhantes as da L. sylvaticus. Inclusive, além de tolerar o frio como
a L. sylvaticus, a B. pulchella apresenta atividade de vocalizacdo e de reproducédo justamente
nessa época mais gelada.

Assim, sabendo que os estudos dos mecanismos de crioprote¢do em anuros é recente e
que esses estudos sdo quase inexistentes para espécies que ocorrem no sul da América do Sul,
estudar e conhecer 0os mecanismos de crioprotecdo e as espécies que 0s possui faz-se
extremamente importante. Esses estudos ajudam a entendermos a biologia dessas espécies e
podem dar, também, subsidios em um futuro préximo para as pesquisas que envolvam a
criopreservacao de tecidos de outros vertebrados, incluindo mamiferos e, consequentemente,
0s seres humanos. Estudos que tem como objetivo avaliar as estratégias fisioldgicas,

bioquimicas e metabdlicas sdo de grande importancia para entender a biologia dos anfibios
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como a B. pulchella.Esperamos neste trabalho, portanto, identificar através da avaliacdo de
alguns pardmetros metabdlicos como o glicogénio, a glicose, os triglicerideos e as proteinas
totais as alteracGes nos metabolitos basicos envolvidos no processo de crioprotecdo durante a
variacdo de temperatura na qual a espécie Sul-Americana Boana pulchella é exposta em seu

habitat natural no estado do Rio Grande do Sul.

MATERIAIS E METODOS

Area de coleta

Os individuos utilizados neste trabalho foram coletados na Area de Protecdo
Ambiental do Banhado Grande — (APABG) (30°0'29.28"S 50°54'10.71"0), local que abrange
0s municipios de Glorinha, Gravatai, Viamao e Santo Antdnio da Patrulha no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil (Fig. 1). A APABG é uma regido limitrofe entre os dois biomas
brasileiros do Rio Grande do Sul, fazendo parte dos Biomas Pampa e Mata Atlantica (Guerra
2015). Ocupa 2/3 da bacia hidrografica do rio Gravatai, tendo uma area de 137.000 hectares,
onde cerca de 40% € no municipio de Viamao, 33% em Santo Antonio da Patrulha, 24% em
Glorinha e 7% em Gravatai (Brenner 2016). Sendo uma APA, ela constitui-se em um tipo de
unidade de conservacdo de uso sustentavel, com incentivo a pesquisa no local, instituida pelo
Decreto Estadual n® 38.971/1998 e segundo o Art. 15° do Sistema Nacional de Unidades de
Conservacdo (Rio Grande do Sul 1998). O clima no APABG ¢ classificado como Subtropical
Il (Rossato 2011), medianamente umido com variacdo longitudinal das temperaturas médias.
Caracterizando-se pela maior influéncia dos sistemas polares (45-48% dos dias do ano) e com
interferéncia crescente dos sistemas tropicais maritimos, principalmente na sua porcao leste
(25-28%) (Brenner 2016). O inverno na APABG apresenta dias com frio intenso,
principalmente pela influéncia dos sistemas polares que atingem a regido. Na cidade de Santo

Antonio da Patrulha, por exemplo, no dia 20 de julho de 2016 foi registrada a temperatura
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minima de 1.23°C e na cidade de Glorinha, no mesmo dia, a temperatura minima registrada
foi 4.81°C (Fonte: CPC interpolacéo).

Durante as expedic@es para as coletas, foram visitados diversos pontos dentro da Area
de Protecdo Ambiental do Banhado Grande, porém, os individuos utilizados nesse trabalho
foram coletados somente em dois pontos. Esses dois pontos foram escolhidos, pois ali existia
uma grande quantidade de individuos dessa espécie. Esses pontos de coleta foram
denominados P1 (30°2°38.34”’S 50°54°47.97°°0) e P2 (30° 2'32.23"S e 50°54'37.29"0) (Fig.

2).

Figura 1. (A) Mapa do Brasil indicando em verde o estado do Rio Grande do Sul. (B) Mapa
do estado do Rio Grande do Sul mostrando em branco a regido da Area de Protecdo Ambiental
do Banhado Grande - APABG. (Imagens de satélite extraidas do Google Earth Pro).
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Figura 2.(A) Imagem mostrando o limite da APABG e sinalizando os pontos de coleta
P1 e P2 . (B) Mapa aproximado nos pontos de coleta dos individuos de Boana
pulchella P1 e P2. (Imagens de satélite extraidas do Google Earth Pro).

Coleta dos individuos em campo

A espécie utilizada nesse trabalho é a perereca do banhado - Boana pulchella
(Duméril & Bibron 1841) (Fig. 3). Pertencente a familia Hylidae, é uma perereca de tamanho
médio cujos machos possuem comprimento rostro-cloacal de 3,2 cm a 4 cm. Segundo a
IUCN (International Union for Conservation of Nature 2017), possui um status de
conservacao considerado pouco preocupante. Morfologicamente, apresenta uma caracteristica
peculiar em relacdo a coloracdo dorsal - alguns individuos podem ser totalmente verdes e

outros podem variar desde o castanho claro com ou sem manchas até o cinza (Borges-Martins
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et al. 2007). Foram realizadas duas expedi¢es para as coletas dos individuos, sendo eles
todos machos em atividade de vocalizagdo. A primeira coleta foi realizada no més de maio de
2017, onde foram capturados dois individuos. Esses individuos foram denominados 1 e 2. A
segunda coleta foi realizada em junho de 2017, onde foram capturados mais cinco individuos.
Esses individuos foram denominados 3, 4, 5, 6 e 7. Todas as buscas pelos animais foram
noturnas, ocorrendo entre as 18:00 horas e 24:00 horas. A técnica utilizada para a busca dos
individuos foi a de procura ativa e auditiva, deslocando-se a pé com lanternas. Depois de
encontrado, o individuo foi identificado e colocado em sacos especificos para transporte de
anuros (Fig. 4) umedecidos e com substratos do local (folhigos Umidos), com o objetivo de
diminuir o estresse do animal. Na hora da coleta de cada individuo, foi medida a temperatura
do ambiente, a velocidade do vento e a umidade relativa do ar com a estacdo meteorologica
portatil da marca Kestrel®, modelo 3500 Delta T (Fig. 5). Os animais foram coletados com
uma licenca permanente para coleta de material zoologico (47368-1) do SISBIO. Apos o
término de cada expedicdo, os individuos foram transportados para o ICBS - Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, na UFRGS localizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do

Sul. No ICBS, foram realizados os procedimentos de coleta de material bioldgico.

Figura 3.Exemplar de Boana puclhella encontrado em uma das expedicdes, na
vegetacao adjacente ao corpo d’agua. Individuo com o saco vocal saliente, em atividade

de vocalizacdo. (Foto: Dener Heiermann).
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Figura 4. Saco de coleta de Anuros com um Figura 5. CondicBes climéticas sendo
individuo coletado em seu interior. (Foto: verificadas com a estacdo meteoroldgica

Dener Heiermann). portétil.(Foto: Dener Heiermann).

Coleta de material bioldgico

Antes dos procedimentos de coleta de material bioldgico, o animal foi pesado em uma
balanga analitica BEL®, modelo Mark M214A. (Fig. 6) e foi medido seu comprimento
rostro-cloacal (CRC). Para realizacdo da coleta do material bioldgico, os animais foram
eutanasiados com lidocaina (gel, 5%), de forma topica, aplicada diretamente na regido dorsal
da pele e no interior da mucosa oral - Método de eutanasia recomendado para a Classe
Amphibia - anfibios, publicado na diretriz de préatica de eutanasia do CONCEA - Conselho
Nacional de Controle e Experimentacdo Animal em 2015. Ap6s a aplicacdo do anestésico, o
individuo foi acomodado em um recipiente de plastico com tampa (Fig. 7) para diminuir o
estresse enquanto aguardava-se a agdo do farmaco. Confirmada a eutanasia, realizou-se a
coleta de sangue por puncéo cardiaca (Fig. 8), seguido da coleta de figado e musculo (Fig. 9).
O material coletado foi armazenado em tubos de Eppendorf® de 1,5 ml para as analises

posteriores.
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Figura 7.Individuo de Boana pulchella dentro do

Figura 6. Pesagem de u’n_1 individuo de Boana recipiente de plastico ja em anestesia profunda.
pulchella. Balanga analitica da marca BEL®, (Foto: Marjoriane de Amaral)

modelo Mark M214A. (Foto: Marjoriane de

Amaral).

Figura 8. Técnica para coleta de sangue denominada puncdo cardiaca.
Utilizou-se seringas heparinizadas de 1ml. (Foto: Maiza Cristina Von
Dentz).
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Figura 9. Celiotomia: Incisdo abdominal longitudinal com exposi¢do da
cavidade visceral para coleta de tecido hepatico. (Foto: Marjoriane de
Amaral).

Essas coletas foram feitas logo ap6s a volta do campo, para preservar as

caracteristicas fisioldgicas do animal ainda em seu ambiente natural (analise in vivo).

Analise do material biologico

Determinacdo de substratos plasmaticos: O sangue foi coletado e depositado em tubos de

ensaios de 1,5 ml. Logo apds, realizou-se a separacdo do plasma e dos elementos figurados
através de centrifugacdo (Centrifuga Eppendorf® modelo 5415C) a 5000 rpm (rotacbes por
minuto) por 10 minutos. O total de plasma retirado (entre 15 e 20 uL)foi congelado para as

analises posteriores.

Para a determinacdo da glicose, dos triglicerideos e das proteinas plasmaéticas,
utilizou-se 0s respectivos testes colorimétricos enziméticos: Glicose PAP Liquiform,
Triglicerides Liquiform e Proteinas totais (LabTest Diagndstica®). Na determinacdo da

glicemia utilizou-se 10 uL de amostra enquanto para os triglicerideos e proteinas utilizou-se 5
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uL. Todas as amostras foram incubadas a 37° C por 10 minutos. As leituras foram realizadas
no espectrofotdmetro Anthos Zenyth 200rt (Anthos Labtec Instrumentos), onde as amostras
de glicose e triglicerideos foram lidas no comprimento de onda de 505 nm e as amostras de
proteinas em 545 nm. Os resultados da glicemia e triglicerideos foram expressos em mmol L

le os resultados das proteinas totais em g L™.

Determinacdo da concentracdo de glicogénio: Os tecidos (figado e musculo) foram utilizados

para a dosagem de glicogénio. O tecido muscular utilizado para essa analise foi o tecido das
patas posteriores da regido coxal. O método utilizado para a extracdo de glicogénio nesses
tecidos foi o de van Handel (1965). Seguindo esse método, os tecidos utilizados foram
colocados em falcons com 1 mL de KOH 30% e aquecidos em banho-maria até a completa
degradacdo do mesmo. Apos a degradacdo, adicionou-se alcool 70% visando a precipitacao
do glicogénio. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas e o pellet do glicogénio
(formado na etapa anterior de precipitacdo) ressuspendido em agua. Assim que ressuspendido
realizou-se a hidrdélise acida das amostras conforme técnica de Geary et al (1981). Ao final, a
concentracdo de glicogénio foi determinada pela concentracdo de glicose liberada, utilizando
a metodologia descrita acima. A concentracdo de glicose foi medida com o kit comercial
LabTest® (Krisman et al. 1962),com espectro de absor¢do de 505 nm a 37°C. A concentracdo

de glicogénio foi expressaem mg g™,
Analise de dados

Com base nos resultados das analises, foram feitas comparacdes entre cada amostra
coletada (glicogénio muscular e hepatico; glicose, triglicerideos e proteinas totais
plasmaticas) dos 7 individuos e entre os dois grupos de individuos coletados em periodos
diferentes — maio e junho. Foram calculadas as médias (x) e os erros padrGes da média

(EPM) para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos estudados. Para a
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comparagdo entre os grupos', foi realizado o “teste T” de student para amostras
independentes no software BioEstat 5.3. As diferencas foram consideradas significativas

quando a analise estatistica apresentar P<0,05.

RESULTADOS
Dados Climaticos

A primeira coleta, realizada no més de maio, apresentou uma temperatura menor
comparada com a temperatura medida na segunda coleta, realizada no més de junho. Nao
houve uma diferenca comparativa relevante em relacdo a umidade relativa do ar e a
velocidade do vento. Qualitativamente, as avaliagdes da condicdo na noite das duas coletas
diferiram entre si. Na coleta do més de maio, o céu estava estrelado e havia cerracdo. Ja na
coleta do més de junho, o céu estava totalmente encoberto e havia uma precipitacdo fraca,

porém constante (Tab. 1).

Tabela 1. Dados obtidos em campo das condicdes climaticas referente as duas coletas realizadas, valores medidos com
estacdo meteoroldgica portatil.

Més Coleta Temperatura (°C) Umidade Relativa(%bo) Vento(km/h) Condic¢édo Climética

Céu encoberto, precipitagao

Maio 15,5 91 0 fraca e constante.
Céu estrelado com
Junho 17,7 95 4 cerragéo.

! O esforco de coleta (n=7), principalmente no més de maio (n=2), foi pouco devido a

dificuldade de captura dos animais em seu habitat natural. Mesmo que estatisticamente ndo seja confiavel, esse

baixo nimero de amostras de maio foram consideradas nesse estudo.
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Peso e Comprimento rostro-cloacal (CRC)

O menor peso entre os sete animais avaliados neste trabalho foi de 2,63 gramas e o
maior 4,29 gramas, apresentando um peso médio de 3,78 + 0,58 gramas. Quanto ao
comprimento CRC, o menor individuo apresentou 3,9 centimetros enquanto o maior 4,9

centimetros e CRC médio de 4,3 £ 0,3 cm (Tab. 2).

Tabela 2. Peso e comprimento rostro-cloacal (CRC) dos individuos machos de Boana pulchella coletados
durante as duas expedig¢des. Individuos 1 e 2 na expedigdo de maio e individuos 3, 4, 5, 6 e 7 na expedicao de
junho.

Individuo Peso () CRC (cm)
1 3,84 4,3
2 4,29 41
3 4,00 4,9
4 4,28 45
5 3,43 4,2
6 2,63 39
7 3,98 4,2

23



Concentracdes de glicogénio hepatico e muscular

As concentracdes de glicogénio hepatico foram comparadas entre cada individuo e
entre os dois grupos de coleta - individuos coletados em maio e individuos coletados em
junho. Na comparacao entre cada individuo, podemos verificar que o animal de numero 2,
coletado em maio, apresentou a maior concentracio de glicogénio 11,333 mg g™ e o animal
de nimero 4 a menor concentracdo 0,269 mg g™ (Tab. 3 ). Mesmo com essa variacio t&o
grande entre esses dois individuos, a analise comparativa entre as medias dos individuos
coletados em maio (5,871 + 7,725 mg g*) e os coletados em junho (1,837 + 1,724) nio

mostraram diferencas significativas nas concentracdes de glicogénio hepético (P>0,05) (Fig.

10).
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Figura 10. Concentracéo de glicogénio hepatico em cada periodo de coleta de Boana
pulchella — maio e junho de 2017 na APABG. Os resultados sdo apresentados como média
EPM.
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As concentragdes de glicogénio muscular também foram comparadas entre cada
individuo e entre os dois grupos de coleta - individuos coletados em maio e individuos
coletados em junho. Na comparativa entre os individuos, o nimero 3 apresentou maior
concentracdo de 1,431 mg g™, enquanto o com menor concentracdo foi o individuo 6 com
0,012 mg g™. Entre os individuos podemos ainda observar que a maioria do grupo de coleta
em junho apresentou baixas taxas de glicogénio muscular (Tab. 3). Na comparagdo entre os
dois grupos de coleta, a média das concentraces do més de maio foi 0,516 + 0,377 mg g™ e
junho de 0,382 + 0,598 mg g™ (Fig. 11). A diferenca entre os dois grupos n&o foi

significativa (P>0,05).
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Figura 11. Concentracéo de glicogénio muscular em cada periodo de coleta de Boana pulchella
—maio e junho de 2017 na APABG.. Os resultados sdo apresentados como média £ EPM.
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As media da concentragdo de glicogénio hepético de todas amostras foi comparada
com a concentracdo média de todas amostras de glicogénio de muscular (Fig. 12). Assim,
observou-se uma diferenca na concentracdo de glicogénio entre esses dois tecidos. No
musculo a concentracdo foi de 0,421 + 0,516 mg g™* e no figado de 2,990 + 3,975 mg g™ (Fig.

13). Essa diferenca entre as concentragdes ndo mostrou-se significativa (P>0,05).
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Figura 12. Concentracéo de glicogénio hepatico (hachurado com listras) e muscular (hachurado liso)
em cada amostra de Boana pulchella.
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Figura 13. Concentracdo de glicogénio do tecido muscular e do tecido hepatico de todos
individuos amostrados de Boana pulchella coletados na APABG.. Os resultados séo
apresentados como média + EPM.
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Concentracéo de glicose plasmatica

A glicose plasmatica foi medida em todas as amostras de individuos. Foi realizada
uma comparacdo entre todas concentracGes, onde o individuo 6 apresentou a menor
concentracdo de 3,33 mmol L e o individuo 6 a maior 10,996 mmol L * (Tab. 3). Foi
analisada a média das amostras do més de maio e junho e comparadas. Maio apresentou
concentracdo média glicémica de 7,042 + 0,694 mmo L e junho de 7,055 + 2,842 mmol L*

(Fig. 14). A diferenca entre as concentragdes das duas coletas ndo foi significativa (P>0,05).
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Figura 14. Concentragdo de glicose plasmatica média em cada grupo de coleta de Boana
pulchella — maio e junho de 2017 na APABG.. Os resultados sdo apresentados como média
+ EPM.

Concentracao de triglicerideos plasmaticos

Devido a baixa quantidade de sangue circulante nos animais amostrados, algumas
amostras ndo tiveram conteddo plasmatico suficiente para todas analises. As amostras 3, 5 e
7, portanto, ndo tiveram seu plasma dosado para concentracdo de triglicerideos. Com as

amostras 1, 2, 4 e 6, os resultados das concentracGes foram amostrados individualmente para
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melhor comparagdo. As duas amostras que apresentaram maior concentracdo foi a 1 e 2,
ambas da mesma coleta (maio). A amostra que apresentou, por sua vez, menor concentracao
foi a 4 com 0,230 mmol g* (Tab. 3). A concentracdo média de maio foi de 0,519 + 0 mmol
g* e de junho de 0,345 + 0,162 mmol g* (Fig. 15). As diferencas entre as médias de

concentracgdes entre os dois meses ndo apresentou resultado significativo (P> 0,05).
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Figura 15. ConcentragGes de triglicerideos em cada periodo de coleta de Boana pulchella —
maio e junho de 2017 na APABG.. Os resultados sdo apresentados como média + EPM.

Concentracdo de proteinas plasmaticas totais

Como ja relatado, devido a baixa quantidade de sangue circulante nos animais
amostrados, as amostras 4 e 5 ndo tiveram contetdo plasmatico suficiente para essa analise.
Foi mensurado a concentracdo protéica, portanto, das amostras 1, 2, 3, 6 e 7. A amostra 3
apresentou a maior concentragdo (52,04 g L), ja a amostra 1 a menor (19,92 g L) (Tab. 3).
Foram mensuradas as medias das amostras de maio e junho, onde em maio a média foi de
22,007 + 2.944 g L e junho de 34,10 + 15,55 g L) (Fig. 16). A diferenca nas médias das

concentragdes glicémicas ndo foram significativas (P>0,05).
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Figura 16.Concentrag@es de proteinas totais em cada periodo de coleta de Boana

pulchella — maio e junho de 2017 na APABG.. Os resultados sdo apresentados como
média + EPM.

Os resultados de todas as amostras para todos parametros amostrados foram reunidos

em uma tabela para melhor visualizacédo dos dados (Tab. 3).

Tabela 3. Resultados das analises individuais realizadas em Boana pulchella (1 a 7).

Glicogénio Glicogénio Proteinas
Individuo/ hepatico muscular Glicose totais Triglicerideos

Coleta (mg g™ (mg g™ (mmol L™ (gL (mmol L™
6,551

1/Maio 0,408 0,249 1,992 45,977
7,533

2/Maio 11,333 0,783 2,408 45,977
6,952

3/Junho 0,413 1,431 5,204 NA
3,333

4/Junho 0,269 0,065 NA 20,361
8,205

5/Junho 3,12 0,326 NA NA
10,996

6/Junho 4,158 0,012 2,438 NA
5,789

7/Junho 1,225 0,077 2,587 40,722

Os resultados sdo apresentados como valores brutos. NA= ndo foi avaliada, corresponde a amostras com volume
muito pequeno.
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DISCUSSAO

Sabemos que varias espécies de anfibios sobrevivem ao inverno, tolerando as baixas
temperaturas e mantendo suas atividades normalmente (Storey 1990). Alguns mecanismos de
adaptacdo de vertebrados a essas condicdes sdo relativamente pouco entendidos em espécies
do sul da América do Sul. Como a temperatura € um bom parametro relacionado com as
estacOes do ano, utilizamos essa informacéo para iniciar as analises em B. pulchella.

Entretanto as condi¢bes climaticas para a temperatura nas duas coletas realizadas
mostraram, como Visto anteriormente, resultados ndo esperados para 0s meses amostrados.
Na coleta de maio a temperatura foi menor do que na coleta de junho. O esperado seria o
inverso, pois no més de junho as temperaturas médias registradas nos anos anteriores eram
menores do que as temperaturas médias do més de maio, pois em junho inicia-se o inverno no
Rio Grande do Sul (INMET, 2017). Somente ap6s a segunda coleta, foi registrada uma
entrada de uma massa polar no Estado diminuindo drasticamente as temperaturas por alguns
dias. Mas, apesar destas alteracGes climaticas, encontramos alguns resultados interessantes
em relacdo a B. pulchella, pois esses anfibios, provavelmente, possuem um relégio interno
que modifica seu metabolismo e os preparam para enfrentar um periodo de inverno, como
discutido mais a frente.

As concentragfes de glicogénio hepatico avaliado nos dois meses, apresentaram
diferencas. A média do més de maio foi maior comparada com a de junho, considerando,
obviamente, que o individuo 2 coletado em maio apresentou a maior concentracao entre todos
individuos amostrados. Contudo, os niveis das concentragdes de glicogénio hepatico, em
geral, ndo apresentaram uma diferenca significativa entre os dois meses (P> 0,05),
necessitando de mais individuos para confirmar, ou ndo, esse resultado. O que podemos
afirmar é que essas concentra¢bes dos individuos amostrados condizem com a funcdo de

armazenamento do glicogénio no figado fazendo um estoque para periodos criticos de
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disponibilidade de alimento e/ou frio. Sabe-se que os anfibios ativos durante o periodo de
inverno sdo submetidos a pressoes seletivas em funcdo das baixas temperaturas, que afeta a
disponibilidade e qualidade dos alimentos (Wunder 1984). Os machos de B. puclhella, como
ja mencionado, apresentam atividades de vocalizacdo prolongadas, inclusive durante o
outono e o inverno. Para suprir a demanda energética que essa atividade exige, esses animais
utilizam parte de suas reservas lipidicas e se alimentam de algumas presas que conseguem
capturar (Antoniazi 2012). Portanto, € muito importante manter uma reserva de glicogénio
hepéatico para os periodos criticos e dedicar algum periodo de atividade — que ndo o
reprodutivo, para recuperacdo e acumulo dessas reservas de energia na alimentacdo
(Duellman & Trueb 1986) j4 que o tamanho da reserva de glicogénio € um importante

determinante da quantidade de glicose produzida (Costanzo & Lee 1993).

Essa importancia da reserva glicogénica pode ser comparada quando avaliamos 0s
resultados das concentracbes de glicogénio hepéatico e das concentracbes de glicose
plasmatica . A média da concentracdo de glicogénio no més de junho foi menor comparada
com a média da concentracdo do més de maio, porém, a média das concentracdes de glicose
entre os dois meses foram muito similares (Maio: 7,042 + 0,694 mmo L ; Junho de 7,055 +
2,842 mmol L™). Esses resultados indicam que no més de maio os individuos mantiveram
uma quantidade regular de glicose no sangue ndo precisando utilizar seu estoque de
glicogénio hepatico. JA no més de junho, provavelmente, os individuos realizaram
glicogendlise para disponibilizar mais glicose para o sangue, ja que seu estogue de glicogénio
estava menor e seus niveis de glicose plasmatica mantiveram-se semelhantes com as amostras
coletadas em maio ou até maiores, como o0 caso do individuo 6 que apresentou a maior

concentraco glicémica (10,996 mmol L ™).

O glicogénio hepético em B. puclhella, portanto, se mostrou um importante substrato

energético durante a época reprodutiva, ja que a sintese da glicose do sangue provém do
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catabolismo do glicogénio do figado (Pinder et al. 1992;Storey & Storey 1992). O processo
de aclimatizacdo para um periodo mais critico, como o inverno, acontece de forma
preparatdria, mesmo para as espécies que ndo congelam realmente. Em um estudo realizado
com Boana albopunctata, pertencente a mesma familia de B. Pulchella —Hylidae, verificou-
se que os machos em atividade de vocalizagdo apresentaram estdbmagos vazios, indicando a
falta de alimentacdo nos periodos reprodutivos (Pacheco 2017). Como B. puclhella tem seu
pico reprodutivo durante o periodo outono-inverno ela apresenta, consequentemente nesse
periodo, sua maior demanda energética (Antoniazzi 2013). E importante ressaltar que os
machos, além de estarem em atividade de vocalizacdo, estdo desprendendo energia para
suportar o frio durante esse periodo de inverno. Portanto, tendo seus estoques de glicogénio
hepatico com niveis altos, eles estardo disponiveis caso haja necessidade de suprir alguma
demanda em algum estado mais critico de sobrevivéncia onde os metabdlitos ja estardo

preparados para executar suas funcbes e manter a garantia da sobrevivéncia da espécie.

Os anuros de regides temperadas metabolizam os carboidratos armazenados durante o
inverno e geralmente possuem reservas mais baixas de glicogénio na primavera do que no
outono (Jungreis e Hooper 1970; Koskela & Pasanen 1975; Smith 1950). O acumulo da
quantidade de glicogénio hepatico € maior no outono ou inicio do inverno e menor na
primavera, pois aparentemente, grande parte dessa deplecéo ocorre durante a desova e ndo
durante o inverno, como na maioria das espécies. Em B. pulchella, em especial, o glicogénio
poupado garante que esses animais mantenham as amplas reservas de energia necessarias
para 0 sucesso reprodutivo que ocorre com mais frequéncia nos meses frios. Na L. sylvaticus,
por exemplo, a reproducdo pode consumir grande parte das reservas de energia
remanescentes apos a hibernacdo e, como ela ndo se alimenta durante o acasalamento, o seu
conteudo de glicogénio hepatico fica marcadamente reduzido (em 50-75% em alguns

estudos) dentro de algumas semanas (Constanzo 2014). Contudo, segundo um estudo
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realizado com a espécie Lithobates sylvaticus da regido de Ohio, nos Estados Unidos, parece
razodvel que tanto a variabilidade sazonal (Layne e Lee 1989; Schmid 1982; Storey & Storey
1988) e geografica (Costanzo et al. 1992b; Layne & Lee 1987) resultam principalmente em
diferentes capacidades para producdo de crioprotetores na tolerancia ao congelamento de

anuros.

Ainda gquanto aos resultados da glicose, os valores para cada individuo seguiram um
padrdo parecido, tanto para os amostrados em maio quanto os em junho. Esses resultados
indicam que ha uma estabilidade na concentracdo glicémica independente da temperatura ou
do fotoperiodo de coleta. Em animais da espécie Lithobates sylvaticus submetidos
experimentalmente a temperaturas inferiores a -2.5°C, a concentracdo de glicogénio hepatico
diminuiu 39% e sua glicemia aumentou ~220 pmol ml -1 (Costanzo 2013). Em B. puclhella,
ndo observamos esse aumento expressivo nas concentracdes glicémicas, pois nesse trabalho
os individuos ndo foram expostos a temperaturas tdo baixas e nem ao congelamento
apresentando, portando seus niveis de glicose plasmatica estaveis. Esses niveis
(concentracdes entre 3,33 mmol L e 10,99 mmol L™), porém, apresentaram-se altos quando
comparados as concentracdes de glicose plasmatica de outros trabalhados ja realizados com
anuros, provavelmente, em funcdo do periodo critico no qual o animal estava exposto (baixa
temperatura, época reprodutiva, escassez de alimentos).Em, Rhinella schneideri, por
exemplo, as concentracfes glicémicas plasmaticas dos animais expostos a uma variagao de

temperatura entre 20°C e -2°C foi entre 1,11 mmol L™ e 3,33 mmol L™ (Steiner 1998).

As concentracfes de glicogénio muscular, por sua vez, ndo apresentaram diferencas
significativas entre as amostras e nem entre as médias dos meses de coleta, com P> 0,05. Este
resultado era esperado, pois como relatado na descri¢do da espécie, a B. puchella mantém as
suas atividades durante o ano todo e consequentemente, ndo ha necessidade de aumentar ou

diminuir as concentracdes de glicogénio nesse tecido. Comparando as concentragGes de

33



glicogénio hepatico com as de glicogénio muscular entre as amostras e as médias entre 0s
dois meses amostrados, podemos notar que ha muito mais glicogénio no figado do que no
musculo, isto porque o figado é um 6rgdo muito importante nos anuros, abrangendo 8-10%
do peso corporal. O contetdo de glicogénio do figado, portanto, é suficiente para manter todo

aparato necessario para a demanda relacionada a crioprotecao (Storey & Storey 1984).

Os triglicerideos também sdo importantes substratos para energia e, conseguimos
observar que nessas pererecas a concentracdo plasmatica se manteve parecida entre as
diferentes amostras, independente do més. Os niveis de triglicerideos foram baixos, porém, é
importante ter uma concentracdo minima e continua para que se mantenha um aporte minimo
de gordura. Costanzo et. al verificaram em seu estudo com Lithobates sylvaticus que a
gliconeogénese no periodo pré-hibernal aparentemente é impulsionada pela quebra de lipidios
em precursores como o glicerol do triglicerideo.Porém, no periodo de hiberna¢do em si, o
triglicerideo parece ser um substrato de energia relativamente sem importancia em de L.
sylvaticus, pois verificou-se um esgotamento das reservas lipidicas anterior a hibernacéo e
alteracBes enzimaticas que reduzem o catabolismo de gordura no periodo do inverno,
contrastando com o metabolismo dos anuros de deserto que se baseiam fortemente em
estoques lipidicos para sustentar seu metabolismo durante a dorméncia (Costanzo et. al
2015).Sabe-se ainda que o metabolismo lipidico é dominante em ras no periodo do verdo e o
metabolismo de carboidratos em rds no inverno (Smith 1952; Jungreis 1970; Jungreis &
Hooper, 1970). Por enquanto, ndo podemos fazer as mesmas afirmacdes para B. pulchella,
porém, com a continuacdo deste trabalho, analisaremos mais periodos para fazermos essa
avaliacao.

As proteinas sdo extremamente importantes como produtos para ativacao da via da
gliconeogénica para produzir glicose durante o periodo de jejum. Assim é interessante manter

uma linearidade nas concentracdes desses precursores nao glicidicos. Nas amostras se
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observou um padrdo. H& uma maior quantidade na concentragdo do més de junho comparada
ao més de maio, podendo ser resultado da baixa quantidade de glicogénio hepético e,
consequentemente, da necessidade de sintetizar a glicose também por outra via além da
glicogendlise, no caso, também por gliconeogénese. Os mecanismos conhecidos de toleréncia
ao congelamento natural, todavia, inclui mudancas nas quantidades de proteinas selecionadas,
como a sintese de novos tipos de proteinas e o aprimoramento de Vvérias proteinas
constitutivas (Cai & Storey 1997b). A capacidade de mudar os niveis de expressdo de certas
enzimas e outras proteinas é, assim, uma resposta essencial que confere adaptacdo local e
tolerancia ao estresse (Hochachka 2012).

Sabemos que a temperatura é um fator extremamente importante para as alteracdes no
metabolismo referente ao frio, porém neste trabalho, podemos considerar também o
fotoperiodo, pois ele tem uma variacgdo significativa entre as estacbes do ano no Rio Grande
do Sul. Nos meses de outono e inverno, o fotoperiodo é menor fazendo com que as noites
tenham mais horas, para 0s anuros que possuem habitos noturnos essa modificacdo parece ser
significativa em seu metabolismo e um indicador associativo de menor fotoperiodo com
menores temperaturas. Os efeitos que a temperatura e a estacdo do ano (0 que pode ou n&o ser
dependente dos efeitos da temperatura) exercem sobre as atividades de anfibios parecem estar
relacionados a alteragdes no organismo e a possivel superposicdo dessas alteracbes com
ritmos bioldgicos inerentes no organismo (Figueiredo 2001). A luz, porém, ndo tem seu papel
bem definido para os anuros (Salthe & Mecham 1974). Contudo, sabe-se que anfibios
mantidos em laboratorios ajustam seus estados fisiologicos as condi¢bes de luz oferecidas

(Easley et al. 1979).

Por fim podemos concluir, que a espécie Sul-Americana Boana pulchella apresenta
algumas alteracbes em seus principais metabolitos provavelmente para melhor suportar as

temperaturas frias onde ela habita e as condi¢cGes mais restritas que as baixas temperaturas
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fornecem, principalmente referente a alimentacdo. As altas concentragcdes de glicogénio
hepético, a estabilidade nas concentracbes de glicose plasmatica e as significativas
concentragdes de proteinas plasméaticas mostram que, provavelmente, a gliconeogénese
(producdo de glicose a partir de aminoacidos) e a glicogendlise (quebra do glicogénio em
glicose) séo vias extremamente importantes e diretamente relacionadas com as necessidades
adaptativas relacionadas as condicBGes adversas as quais 0s animais estdo expostos. Os
resultados apresentados nesse estudo sdo resultados preliminares de um estudo que
continuard ao longo do ano com um maior aprofundamento. Para as proximas etapas, 0
objetivo serd aumentar o tamanho amostral e caracterizar as alteragdes metabolicas durante as

variagOes sazonais com avaliacdes de outros parametros metabdlicos.
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