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RESUMO 

Os anfíbios apresentam características importantes, como a ectotermia e  um ciclo de 

vida com uma fase terrestre e outra aquática, que determinam sua distribuição. Viver 

em ambientes com grandes variações de temperatura ou com restrição hídrica requer 

modificações comportamentais, bioquímicas e fisiológicas significativas para lidar com 

as flutuações nos parâmetros ambientais, como temperatura, oxigênio e umidade. 

Além disso, no contexto atual, em que as mudanças climáticas são uma realidade, 

esse grupo requer atenção especial devido à sua considerável vulnerabilidade diante 

das mudanças ambientais. Trabalhos anteriores já demonstraram que os anuros 

possuem alguns ajustes fisiológicos conservados dentro do grupo que os permitem 

sobreviver em ambientes estressores. Partindo da premissa de que os anfíbios têm 

capacidade de ajustar seus processos fisiológicos a mudanças ambientais, nossa 

hipótese é que a perereca subtropical Boana pulchella apresenta ajustes metabólicos 

específicos para lidar com temperaturas baixas, desidratação e anóxia. O objetivo 

desse trabalho, portanto, foi caracterizar quais são os ajustes metabólicos de B. 

pulchella frente a exposição experimental a temperaturas negativas, desidratação e 

anóxia. Experimentos foram conduzidos para expor B. pulchella a essas condições, 

seguidos de análises bioquímicas e enzimáticas no plasma e tecidos. Foram 

mensurados índices morfométricos, concentração de metabólitos no plasma e tecidos 

(ácido úrico, glicerol, glicose, lactato, ureia), balanço oxidativo, e vias relacionadas ao 

metabolismo da glicose como oxidação a CO2, glicogênese e gliconeogênese em 

diferentes condições experimentais. Os resultados revelaram mudanças metabólicas 

significativas em Boana pulchella que variaram dependendo do tipo de exposição. 

Durante exposição a temperaturas negativas, observou-se resiliência ao 

congelamento. Além disso, concentrações reduzidas de ureia e diminuição do 
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metabolismo de glicose hepática durante a temperaturas negativas podem indicar 

uma necessidade de níveis reduzidos de osmólitos em condições de frio e a 

conservação de energia durante esse período. Na desidratação, os resultados indicam 

que há uma estratégia de preservação de água tecidual através da glicogênese, 

evidenciada pelo aumento da sintetize glicogênio e, assim, estocar moléculas de água 

no tecido junto com esse glicogênio. O equilíbrio oxidativo também exibiu atividades 

tecido-específicas de enzimas antioxidantes. Durante a reidratação, a CAT no coração 

e no músculo, e SOD no músculo, parecem ser enzimas importantes para lidar com 

ROS e prevenir o estresse oxidativo mantendo os tecidos funcionais. Sugerimos, 

ainda, através dos nossos resultados, um papel importante do lactato como agente 

neuroprotetor quando exposto a desidratação e a anóxia, uma vez que seus níveis 

foram elevados. As respostas integradas, em conjunto com outras não analisadas, 

possivelmente auxiliam na sobrevivência desses animais em ambientes desafiadores 

uma vez que em todas as exposições os animais conseguiram se recuperar. Além 

disso, esses resultados auxiliam na descrição dos ajustes metabólicos que os anuros 

subtropicais apresentam quando expostos a estressores fomentando a literatura e a 

compreensão da fisiologia desse grupo de animais pouco estudados. Para avançar 

no entendimento das adaptações fisiológicas dos anfíbios, propõe-se explorar 

interações entre esses fatores estressores, análises detalhadas de metaboloma e 

atividades enzimáticas, bem como determinar a expressão de transportadores de 

glicose. Essas abordagens têm o potencial de fornecer uma compreensão mais 

profunda das adaptações fisiológicas dos anfíbios e informar estratégias de 

conservação diante das mudanças climáticas. 
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ABSTRACT 

Amphibians exhibit important characteristics, such as ectothermy and a life cycle with 

both terrestrial and aquatic phases, which determine their distribution. Living in 

environments with large temperature variations or water restriction requires significant 

behavioral, biochemical, and physiological modifications to cope with fluctuations in 

environmental parameters, such as temperature, oxygen, and humidity. Moreover, in 

the current context where climate change is a reality, this group requires special 

attention due to their considerable vulnerability to environmental changes. Previous 

studies have shown that anurans possess some physiological adjustments conserved 

within the group that allow them to survive in stressful environments. Based on the 

premise that amphibians could adjust their physiological processes to environmental 

changes, our hypothesis is that the subtropical tree frog Boana pulchella presents 

specific metabolic adjustments to cope with low temperatures, dehydration, and 

anoxia. Therefore, the objective of this study was to characterize the metabolic 

adjustments of B. pulchella in response to experimental exposure to negative 

temperatures, dehydration, and anoxia. Experiments were conducted to expose B. 

pulchella to these conditions, followed by biochemical and enzymatic analyses in 

plasma and tissues. Morphometric indices, metabolite concentrations in plasma and 

tissues (uric acid, glycerol, glucose, lactate, urea), oxidative balance, and pathways 

related to glucose metabolism such as CO2 oxidation, glycogenesis, and 

gluconeogenesis were measured under different experimental conditions. The results 

revealed significant metabolic changes in Boana pulchella that varied depending on 

the type of exposure. During exposure to negative temperatures, resilience to freezing 

was observed. Additionally, reduced urea concentrations and decreased hepatic 

glucose metabolism during negative temperatures may indicate a need for reduced 
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osmolyte levels in cold conditions and energy conservation during this period. In 

dehydration, the results indicate a strategy of tissue water preservation through 

glycogenesis, evidenced by increased glycogen synthesis and thus storing water 

molecules in the tissue along with this glycogen. Oxidative balance also exhibited 

tissue-specific activities of antioxidant enzymes. During rehydration, CAT in the heart 

and muscle, and SOD in the muscle, appear to be important enzymes for dealing with 

ROS and preventing oxidative stress while maintaining functional tissues. 

Furthermore, through our results, we suggest an important role of lactate as a 

neuroprotective agent when exposed to dehydration and anoxia, as its levels were 

elevated. The integrated responses, along with other unanalyzed ones, possibly 

contribute to the survival of these animals in challenging environments since in all 

exposures the animals were able to recover. Additionally, these results assist in 

describing the metabolic adjustments that subtropical anurans present when exposed 

to stressors, fostering literature and understanding of the physiology of this 

understudied group of animals. To advance understanding of amphibian physiological 

adaptations, it is proposed to explore interactions between these stress factors, 

detailed metabolomic analyses, enzymatic activities, as well as determine the 

expression of glucose transporters. These approaches have the potential to provide a 

deeper understanding of amphibian physiological adaptations and inform conservation 

strategies in the face of climate change. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

O termo "anfíbio" deriva do grego (amphi = duplo; bio = vida) e refere-se ao fato 

de que muitas espécies dessa classe possuem duas fases distintas de vida: uma fase 

larval aquática (girino), caracterizada pela respiração branquial; e uma fase terrestre, 

na qual o adulto possui respiração pulmonar e cutânea (Bernarde, 2012). Esta classe 

está subdividida em três ordens distintas: 1. Anura (sapos, rãs e pererecas); 2. 

Caudata (salamandras e tritões); 3. Apoda (cecílias e cobras-cegas; Pough, 2007). A 

ordem Anura é a ordem mais representativa dentro da classe dos anfíbios, contendo, 

atualmente, 7687 espécies das 8731 descritas para a classe (Frost, 2024).  

Os anuros apresentam uma distribuição bem abrangente, demonstrando uma 

notável capacidade de colonizar com sucesso praticamente todos os habitats da Terra 

(Pimm et al., 2014), incluindo ambientes sazonalmente variados, ambientes xéricos, 

ambientes com baixas temperaturas e áreas montanhosas de grande altitude 

(Costanzo et al., 2013; Niu et al., 2022a; de Amaral et al., 2022). No entanto, os anuros 

tendem a se concentrar em regiões geográficas mais próximas ao Equador (figura 1), 

onde predomina regiões tropicais úmidas com chuvas regulares e poucas variações 

de temperatura (Duellman, 1989; Buckley e Jetz 2007; Wells, 2007; Jenkins et al., 

2013; Pimm et al., 2014). Não é incomum, portanto, que a fauna brasileira de anuros 

seja a mais rica do mundo (SBH, 2024), pois o Brasil concentra biomas propícios para 

a colonização dessas espécies.  
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Figura 1. Mapa da riqueza de espécies de anuros no mundo. O gradiente de cores indica uma  

escala de menor (1; azul) a maior (133; vermelho) riqueza (Adaptado de Jenkins et al., 2013; Pimm et 

al., 2014). 

 

 

Essa distribuição geográfica mais concentrada em zonas com pouca variação 

de temperatura e umidade dá-se ao fato de que esses dois fatores são determinantes 

para boa condição desses animais, influenciando todos os aspectos da biologia dos 

organismos (e.g. Feder e Burggren, 1992; Angilletta et al., 2004; Edwards et al., 2004; 

Hillman et al., 2008; Roufayel et al., 2011; Saeed et al., 2021). A temperatura, como 

fator ambiental primordial, influencia processos biológicos essenciais, como 

crescimento e reprodução (Angilletta, 2009). Essa influência significativa decorre do 

fato de que os anuros são animais ectotérmicos, ou seja, têm pouco controle interno 

sobre sua temperatura corporal, e poiquilotérmicos, pois a temperatura corporal muda 

em função da temperatura do ambiente ao seu redor (Sokolova, 2008; Lewbart, 2019). 

Essas características acabam refletindo em sua distribuição geográfica e na 

diversidade de habitats que ocupam (Navas, 1997; Angilletta et al., 2002; Guschina e  

Harwood, 2006). 
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Além da temperatura, a umidade também desempenha um papel crítico no 

desempenho ecológico dos anuros, uma vez que a interação entre os regimes 

térmicos e a disponibilidade de água define os habitats adequados para essas 

espécies (Lillywhite e Navas, 2006). De modo geral, os anfíbios são dependentes da 

água e/ou umidade devido ao seu ciclo de vida que inclui uma parte aquática, a sua 

reprodução e a suas características anatômicas (Pough, 2007). A reprodução ocorre 

em poças, lagoas e riachos que são utilizados para desova e desenvolvimento larval 

(Duellman e Trueb, 1986). Os anuros possuem ovos sem casca, e essa característica 

torna os ovos suscetíveis a dessecação quando não hidratados (Duellman e Trueb, 

1986; Duellman, 1989). Outro aspecto é referente a anatomia do tegumento. Esses 

animais possuem uma pele com pouca queratina e um estrato córneo estreito (Toledo 

e Jared, 1993), tornando-a altamente delgada, permeável à água e com uma alta 

susceptibilidade à perda de água por evaporação (EWL, do inglês evaporative water 

loss; Campbell et al., 2012; Tracy et al., 2014).  

 

1.1 Adaptações fisiológicas em anuros 

Apesar da preferência a ambientes com temperaturas amenas e sem 

amplitudes e umidade regular, alguns anuros desenvolveram adaptações que 

possibilitaram a sua sobrevivência em ambientes frios (por exemplo, Storey e Storey, 

1984), em grandes altitudes (por exemplo, Hutchison et al., 1976) e até mesmo em 

desertos (por exemplo, Van Beurden, 1980). Em contrapartida, a capacidade de 

sobreviver em ambientes não convencionais como esses requer modificações 

significativas do ponto de vista comportamental, bioquímico e fisiológico (Hillman et 

al., 2008). Essas adaptações são necessárias para lidar com as flutuações nos 

parâmetros ambientais, tais como variações de temperatura, oxigênio e umidade 
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(Churchill e Storey, 1996; Tattersall e Ultsch, 2008; Carvajalino-Fernández et al., 2011; 

Davenport, 2012; Dawson et al., 2018; Berman et al., 2019; Shekhovtsov et al., 2020; 

Reider et al., 2021; de Amaral et al., 2022; de Amaral et al., 2023).  

A maioria dessas adaptações que ocorrem durante períodos de exposição a 

estressores ambientais parecem ter sido derivadas (e otimizadas) de outros recursos 

preexistentes encontrados nos anfíbios (Storey e Storey, 2017). Tolerância à anóxia, 

tolerância à desidratação e resistência ao frio parecem estar sobrepostas em uma 

base conservada tanto da resposta ao estresse quanto aos princípios comuns de 

depressão da taxa metabólica (hipometabolismo; Storey e Storey, 2017; figura 2). 

Essas adaptações multifacetadas revelam a notável plasticidade e capacidade de 

adaptação dos anuros a uma variedade de condições ambientais desafiadoras. 

 

Figura 2. Visão geral das adaptações a estressores ambientais em anfíbios. A tolerância à anóxia, 

desidratação e ao frio parecem derivadas e otimizadas do hipometabolismo e da resposta ao estresse 

em anfíbios (Adaptado de Storey e Storey, 2017). 
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Tendo em mente essa base conservada do hipometabolismo e a derivação a 

outras adaptações fisiológicas frente a desidratação, a anóxia e ao frio em anuros, é 

necessário fomentar a literatura existente com estudos demonstrando quais são as 

alterações que ocorrem durante a exposição a esses fatores nesse grupo tão diverso 

que são os anuros. Ademais, em um mundo onde as mudanças climáticas já são uma 

realidade e os anuros é um dos grupos de animais mais vulneráveis a essas 

mudanças (Luedtke et al., 2023), a exposição a temperaturas adversas, baixa 

disponibilidade de água e de oxigênio são parâmetros particularmente importantes 

nesse contexto. Além de trazerem informações sobre a plasticidade de determinada 

espécie e descrever suas alterações metabólicas, os resultados desses estudos sobre 

as alterações fisiológicas em distintas condições abióticas podem ser aplicados a 

estudos com outros táxons e como ferramentas para conservação das espécies 

(Madliger et al., 2018). 

 

1.1.1 Adaptações fisiológicas a baixas temperaturas 

 Muitas espécies de anuros habitam locais que apresentam, ao longo do ano, 

episódios esporádicos de baixas temperaturas (e.g Carvajalino-Fernández et al., 

2011; Rodríguez et al., 2019; Reider et al., 2021; Carvajalino-Fernández et al., 2021; 

de Amaral et al., 2022) ou temporadas duradouras de temperaturas negativas ( e.g. 

Strorey e Storey, 1984; Voituron et al., 2003; Costanzo et al., 2013, 2014; Niu et al., 

2021). As adaptações fisiológicas dos anuros terrestres a baixas temperaturas variam 

de espécie para espécie e são, majoritariamente, estudadas em espécies que habitam 

regiões de zonas temperadas do Canadá, Estados Unidos e Europa (Storey e Storey, 

2017). 
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  Mesmo em temperaturas baixas, algumas espécies de anuros são observadas 

em atividade, como por exemplo, Anaxyrus boreas a 3 ºC (Brattstrom, 1963), Incilius 

bocourti a 3,5 º C (Stuart, 1951) e Boana pulchella a 4 ºC (de Amaral et al., 2022; 

comunicação pessoal, julho de 2022). A capacidade de continuar ativo em baixas 

temperatura traz o enfoque para os animais que vivem em regiões subtropicais, isso 

porque, nessas regiões, alguns anuros enfrentam variações nas temperaturas 

ambientais ao longo das estações (Haddad e Sazima 1992; Rossa-Ferres e Jim 1994; 

Bertoluci 1998; Kiss et al. 2009; Caldart et al. 2019). Essas espécies podem lidar com 

os efeitos das baixas temperaturas mantendo níveis de desempenho semelhantes por 

meio de ajustes fisiológicos (De Amaral et al., 2022; Kiss et al. 2009). A espécie 

subtropical Boana prasina, por exemplo, exibe atividade mais baixa da enzima citrato 

sintase (CS) hepática e cardíaca no inverno (Kiss et al. 2009). Já a perereca B. 

pulchella parece realizar um esforço para estocar glicose tecidual durante o outono 

para os meses de inverno (de Amaral et al., 2022). 

Quando inativos, alguns organismos como os lagartos (Claussen et al., 1990; 

Costanzo et al., 1995; Burke et al., 2002) adotam uma estratégia para tolerar 

temperaturas abaixo do ponto de congelamento, reduzindo cuidadosamente a 

temperatura corporal abaixo desse ponto, em um processo chamado super-

resfriamento. No entanto, os anfíbios têm uma capacidade limitada de super-

resfriamento, geralmente em torno de -2 ou -3º C devido à permeabilidade da sua pele 

à água que facilita o início do congelamento (Storey e Storey, 1986, 1987; Swanson e 

Graves, 1995; Pinder et al., 1992). Portanto, em ambientes onde a temperatura 

ambiente cai abaixo do ponto de congelamento, os anfíbios têm apenas duas 

estratégias disponíveis: (1) buscar refúgios com temperaturas mais amenas para 

evitar o congelamento; e (2) tolerar o congelamento. A primeira estratégia é 
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comumente adotada por espécies que hibernam durante os meses frios de inverno, 

buscando se enterrar para se proteger do risco de congelamento. No entanto, em 

invernos particularmente rigorosos, essa estratégia pode não ser suficiente para 

garantir a sobrevivência dos animais (Petranka, 1979; Smith, 1969; Kuzmin, 1999). 

Portanto, para muitas espécies, tolerar o congelamento torna-se a única alternativa 

para garantir a sobrevivência.  

 

1.1.1.1 Tolerância ao congelamento 

Uma das estratégias mais fascinantes encontradas entre os anfíbios é a 

capacidade de tolerância ao congelamento, na qual uma diminuição na temperatura 

corporal leva ao congelamento interno dos fluidos sem prejudicar a sobrevivência do 

indivíduo (Hillman et al., 2008). A tolerância ao congelamento em anuros foi 

inicialmente relatada há mais de 40 anos, e desde então, tem havido uma série de 

estudos sobre o assunto (Schimid, 1982; Storey e Storey, 1984; Costanzo et al., 1993; 

Cai e Storey, 1997; Greenway  e Storey, 2000; Larson et al., 2014; Rosendale et al., 

2015; Aguilar et al., 2016; Hawkins et al., 2019; Storey e Storey, 2021; Shekhovtsov 

et al., 2023; Niu et al., 2023a; Varma e Storey, 2023a; de Amaral et al., 2024). Apesar 

das inúmeras publicações dentro do tópico, ainda há pouco conhecimento sobre a 

variação e a capacidade de tolerância ao congelamento entre populações congêneres 

(Costanzo et al., 2015), e, especialmente, em muitas espécies não estudadas, como 

aquelas que habitam regiões subtropicais e experenciam episódios esporádicos de 

temperaturas negativas (Carvajalino-Fernández, 2021; Reider et al., 2021).  

Em regiões subtropicais, é sabido que alguns anfíbios de hábitos terrestres e 

noturnos estão expostos a baixas temperaturas, podendo até correr o risco de 

congelamento (Navas, 1996a; Navas, 2003; Carvajalino-Fernández et al., 2011; de 
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Amaral et al., 2022). Apesar dessas condições de frio extremo, esses anuros mantêm 

atividade ao longo do ano (Navas, 1996b; Navas, 1996c; Navas et al., 2008; Both et 

al., 2008), o que sugere que esses animais possuem algum tipo de proteção contínua 

contra as baixas temperaturas (Carvajalino-Fernández et al., 2011; Carvajalino-

Fernández et al., 2021; Reider et al., 2021). No entanto, os estudos sobre tolerância 

a baixas temperaturas ainda se concentram em espécies do hemisfério norte (Storey 

e Storey, 2017), deixando uma lacuna na pesquisa em espécies subtropicais que 

enfrentam episódios esporádicos de temperaturas negativas.  

A espécie de anuro subártico, Lithobates sylvaticus (Storey e Storey, 1984), foi 

extensivamente estudada para compreender a tolerância ao congelamento e os 

mecanismos fisiológicos subjacentes pois foi uma das primeiras espécies identificadas 

com essa adaptação. Essas rãs estão distribuídas desde o sul dos Montes Apalaches, 

nos Estados Unidos, até o Círculo Polar Ártico (Martof e Humphries, 1959) e podem 

congelar cerca de dois terços do conteúdo de água do seu corpo. Espécimes da 

América do Norte suportam temperaturas mínimas entre -3°C e -6°C, enquanto alguns 

espécimes do Ártico sobreviveram a testes experimentais a -16°C (Costanzo et al., 

2013). 

Dentre os diversos mecanismos que permitem essa capacidade de 

congelamento, a produção de agentes crioprotetores é um deles (Storey e Storey, 

2017). Em geral, os crioprotetores são divididos em coligativos e estabilizadores de 

membrana (ver Storey, 1997). Os crioprotetores coligativos estão em altas 

concentrações, levando a uma diminuição significativa no ponto de congelamento e 

ao aparecimento mínimo de gelo durante o congelamento. Os crioprotetores que têm 

efeito estabilizador de membrana, por sua vez, são geralmente encontrados em 

concentrações mais baixas e atuam impedindo a conversão da fase líquida em sólida 
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nas membranas celulares. Glicose, glicerol e ureia são alguns dos compostos 

considerados crioprotetores em anuros. Os crioproterores agem, de maneira geral, 

controlando a taxa de formação de gelo extracelular, diminuindo os danos de 

dessecação causados pela cristalização do gelo nos tecidos, reduzindo o limite de 

extensão do volume celular e estabilizando a estrutura da membrana durante o 

congelamento (Storey e Storey, 1992; Storey e Storey, 1996). 

A glicose é o agente crioprotetor mais estudado e mais descrito em anuros. L. 

sylvaticus tolerantes ao congelamento possuem seis vezes mais glicogênio no fígado 

e doze vezes mais atividade da enzima glicogênio fosforilase em comparação com a 

rã não tolerante ao congelamento Rana pipens (Mommsen e Storey, 1992), e é esse 

estoque de glicogênio que fornece uma rápida disponibilização de glicose para o 

período de congelamento. No início da formação de gelo, ocorre a fosforilação da 

glicogênio-fosforilase β em glicogênio-fosforilase α, ativando a enzima (Storey et al., 

1996). Essa enzima ativa catalisa a remoção de resíduos de glicose do glicogênio 

para formar glicose-1-fosfato que é convertida a glicose-6-fosfato e assim seguir para 

produção de glicose. A glicose mobilizada no fígado é, então, distribuída para outros 

órgãos do corpo via circulação sanguínea (Storey, 1987) e seu fluxo celular para fora 

e dentro das células é mantido por transportadores de glicose (GLUTs; Kling et al. 

1994). Durante o período de congelamento, os níveis plasmáticos de glicose 

aumentam significativamente, variando entre 150 e 300 mM, enquanto em animais 

não expostos ao congelamento esses níveis variam entre 1 e 5 mM (Storey e Storey, 

1986). Um esquema dos principais eventos fisiológicos e bioquímicos associados à 

mobilização de glicose durante um evento de congelamento pode ser visualizado na 

figura 3.  
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Figura 3. Eventos fisiológicos e bioquímicos associados à mobilização de glicose. Durante o 

congelamento, ocorrem respostas sincronizadas para disponibilizar crioprotetores para todos os 

órgãos. Fc: frequência cardíaca; Vs: volume sistólico; PFK: fosfofrutoquinase (Adaptado de Hillman et 

al., 2008). 

 

Esse processo de mobilização não inicia até que o gelo comece a se formar, e 

como o gelo inicia essa cascata regulatória ainda não é compreendido. Porém, essa 

ativação parece ser mediada via sistema nervoso simpático, uma vez que pode ser 

interrompido com β-bloqueadores (Storey e Storey, 1996). A mediação via sistema 

nervoso simpático é consistente com a resposta geral ao estresse em anfíbios 

mediada por catecolaminas liberadas pelo sistema nervoso simpático (Hillman et al., 

2008). 
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O mecanismo de acumular crioprotetores, obviamente, é uma das diversas 

estratégias necessárias para enfrentar um processo de congelamento e 

descongelamento. O organismo precisa adotar uma série integrada de respostas 

adaptativas para lidar com o estresse que essa exposição gera como hipóxia/anóxia, 

isquemia, desidratação, desequilíbrios osmóticos/iônicos, baixa temperatura, danos 

físicos pelo gelo, etc (Storey e Storey, 2017). Devido a isso, a tolerância ao 

congelamento integra vários elementos que desencadeiam a resposta ao estresse 

celular (Kültz, 2005). Os elementos principais da resposta incluem a estabilização de 

proteínas por chaperonas, defesas antioxidantes, regulação redox, reparo de danos 

ao DNA, controle sobre a síntese/degradação de proteínas e alterações em 

proteínas/enzimas envolvidas no metabolismo energético central (Cai et al., 1997; Wu 

et al., 2018; Do Amaral et al., 2020; Storey et al., 2021; Zhang et al., 2020; Zhang et 

al., 2021;  Lung e Storey, 2022; Varma e Storey, 2023a).  

Storey e Storey (2017) sugerem que essas adaptações, como já mencionado, 

derivam de outros recursos preexistentes encontrados nos anfíbios. Devido a isso, a 

tolerância ao congelamento pode ser associada com outros dois tipos de estresse que 

ocorrem durante esse período: desidratação e anóxia (Hawkins et al., 2019). 

 

1.1.2 Adaptações fisiológicas à desidratação 

Os anfíbios, apesar de terem colonizado com sucesso diversos ambientes, 

apresentam uma pele altamente permeável à água, o que representa um desafio 

constante na manutenção do equilíbrio hídrico devido à alta taxa de evaporação nesse 

grupo de animais (Hillman et al., 2008). Essa suscetibilidade à perda de água por 

evaporação restringiu muitas espécies a ambientes aquáticos ou úmidos, mas outras 

desenvolveram mecanismos eficazes para reduzir a perda de água pela pele ou 
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aumentar a captação cutânea de água (Hillman, 1980; Shoemaker, 1992). Para 

enfrentar esse desafio, os anfíbios regulam seu equilíbrio hídrico por meio de 

alterações anatômicas, comportamentais, fisiológicas e metabólicas visando maior 

tolerância à dessecação, maior tolerância térmica e menor perda cutânea de água 

(Bentley, 1966; Duellman e Trueb, 1986; Pinder et al. 1992; Toledo e Jared, 1993; 

McClanahan et al. 1994; Navas et al., 2004; Muir et al., 2007; Malik e Storey, 2009; 

Kiss et al., 2011; Varjão e Ribeiro, 2018). 

As espécies que vivem em ambientes permanentemente ou sazonalmente 

secos podem estivar durante os momentos de restrição hídrica (Navas e Carvalho, 

2010). A estivação é um fenômeno semelhante à conhecida hibernação, só que 

causado pelo calor e a seca em vez do frio (Storey e Storey, 2012). Durante a 

estivação, o metabolismo do animal pode ser reduzido em 38 a 95%, dependendo da 

espécie e estágio de vida (Storey, 2000). As estratégias comportamentais para lidar 

com a restrição hídrica podem diminuir os desafios fisiológicos. Uma das estratégias 

mais adotadas pelos anuros estivadores é permanecer em buracos escavados até 

que as condições na superfície se tornem favoráveis (ex. Thompson et al. 2005; 

Cartledge et al. 2006). Esse comportamento reduz a taxa de perda de água por 

evaporação pois a umidade geralmente é alta no subsolo (Tyler et al. 1980; Roberts 

1990).  

Anatomicamente, os anuros terrestres possuem manchas pélvicas na derme 

altamente vascularizadas ao redor das áreas ventrais do estômago e da coxa 

(Benteley, 1966) que se mostraram áreas especializadas que melhoram a absorção 

de água (Roth 1973). Essa região pélvica (seat patch, em inglês) é extremamente 

importante para hidratação rápida, uma vez que os adultos anuros não bebem água 

pela boca (Bentley e Yorio, 1979; Ogushi et al., 2010). Quando em restrição hídrica, 
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os animais dependem de ajustes comportamentais e fisiológicas para otimizar a 

reabsorção de água pelo assoalho pélvico. A adaptação comportamental consiste em 

adotar posturas corporais de modo que essa região pélvica seja pressionada contra 

uma superfície úmida da qual a água pode ser absorvida (Heatwole et al., 1969). Além 

disso, fisiologicamente, há um controle das taxas de absorção de água pela liberação 

de hormônios antidiuréticos como a arginina vasotocina (AVT; Tracy e Rubink, 1978; 

Bentley, 1969; Cree, 1988; Hillman et al., 2008). A AVT é produzida nos neurônios 

neurosecretórios magnocelulares, localizados nos corpos celulares do núcleo pré-

óptico (NPO) do hipotálamo (Vossel-Daeninck et al., 1981; Bentley, 1998). Quando o 

organismo está em restrição hídrica, a AVT é liberada de seus terminais axonais na 

pars nervosa (PN) da glândula hipófise (Suzuki e Tanaka, 2009). A liberação da AVT 

pode influenciar a permeabilidade do assoalho pélvico através de mudanças na 

condutância da pele (Tracy, 1976, 1982), mudanças no fluxo sanguíneo (Viborg e 

Hillyard, 2005; Willumsen et al., 2007) e o potencial hídrico do assoalho através de 

deslocamento de canais de água (AQPs) para região (Tracy e Rubink, 1978; 

Hasegawa  et al., 2003; Hillman et al., 2008; Uchiyama e Konno, 2006; Suzuki et al., 

2015). O hormônio AVT também aumenta a reabsorção de água através da urina 

armazenada na bexiga urinária, a reabsorção do fluido tubular nos rins e reduz a 

produção de urina (figura 4; Eggena 1987; Cree 1988; Suzuki et al., 2007). Outra 

adaptação que alguns anuros desenvolveram para evitar a perda de água corporal é 

proteger a pele e evitar a evaporação através de secreções cutâneas (Barbeau e 

Lillywhite, 2005). Algumas espécies do gênero sul-americano Phyllomedusa exibem 

um movimento complexo e estereotipado realizado com as quatro patas por toda 

superfície do corpo afim de distribuir a secreção de lipídios liberada por suas glândulas 
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mucosas cutâneas (Blaylock et al., 1976) em períodos de seca, promovendo assim, 

uma camada isolante que evita a perda de água por evaporação (Gomez et al., 2006).  

 

 

Figura 4. Processos para retenção e reabsorção de água promovidos pelo hormônio arginina 

vasotocina (AVT) em anuros. Durante períodos de restrição hídrica, o AVT, produzido no núcleo pré-

óptico (NPO) do hipotálamo, é liberado de seus terminais axonais na pars nervosa (PN) da glândula 

pituitária promovendo a reabsorção de água através do assoalho pélvico, bexiga urinária e rins 

(Adaptado de Finn e Cerdà, 2018). 

 

  Ademais, durante a restrição hídrica os órgãos podem não receber aporte de 

oxigênio suficiente devido a diminuição do fluxo sanguíneo (Navas e Carvalho, 2010). 

Diante disso, pode ocorrer um aumento na concentração de lactato sanguíneo 

indicando uma estimulação da produção de energia anaeróbica via glicólise nos 

tecidos (Hillman, 1978; Churchill e Storey, 1994, 1995). A desidratação severa 

também pode comprometer a bioenergética celular diminuindo, por exemplo, os níveis 

de adenosina trifosfato (ATP) e aumentando adenosina difosfato (ADP) no fígado 

(Churchill e Storey, 1994, 1995). 

 Outro ajuste é relativo ao acúmulo de solutos durante a desidratação, como a 

ureia. A acumulação de ureia em animais durante a estivação tem sido proposta como 

um mecanismo para reduzir a perda de água por evaporação (Storey, 2002). Durante 
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a estivação, ocorre um aumento gradual no catabolismo de proteínas à medida que a 

demanda por síntese de ureia aumenta, presumivelmente para auxiliar na retenção 

de água nos tecidos (Storey, 2002; Muir et al., 2007; Rosendale et al., 2012). Durante 

a estivação sazonal, os níveis de ureia podem atingir mais de 300 mM em sapos e rãs 

do deserto que passam muitos meses em estado de estivação (Hillman et al., 2008), 

enquanto níveis de até 90 mM foram registrados em Lithobates sylvaticus sob 

condições secas (Costanzo e Lee, 2005). 

 Além do período de desidratação, alguns ajustes metabólicos devem ser feitos 

para enfrentar também o período de reidratação, uma vez que a rápida introdução de 

água no organismo promove uma rápida perfusão tecidual e, consequentemente, uma 

rápida reoxigenação dos tecidos (Hermes-Lima et al., 2001). Devido a isso, é 

necessário que os organismos também estejam preparados para lidar com espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e danos oxidativos (Hermes-Lima e Storey, 1998; Bickler 

e Buck, 2007), onde um aumento na abundância de antioxidantes pode ajudar esses 

animais a suportarem o repentino influxo de oxigênio (Luu et al., 2021). 

O que fica claro é que as estratégias e adaptações a períodos de restrição 

hídrica são diversas e muitas não foram abordadas nesse texto. No entanto, de forma 

geral, as consequências da desidratação são muito semelhantes àquelas observadas 

no congelamento, envolvendo a remoção de água intracelular, aumento da 

osmolalidade e diminuição do volume celular. Enquanto no congelamento esse 

estresse é causado pelo aprisionamento da água corporal em gelo extracelular, 

durante a desidratação o estresse resulta da perda líquida de água corporal (Churchill 

e Storey, 1994). Estudos realizados por Churchill e Storey (1993, 1994, 1995), por 

exemplo, observaram que a desidratação estimula os mesmos processos de 

glicogenólise hepática e hiperglicemia observados durante o congelamento. Essas 
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semelhanças reforçam a ideia de que os fatores fisiológicos e bioquímicos envolvidos 

na tolerância ao frio e à desidratação são compartilhados, sugerindo que esses 

animais, quando expostos a estressores abióticos, podem depender de respostas 

metabólicas e fisiológicas conservadas dentro do grupo. 

 

1.1.3 Adaptações fisiológicas à anóxia 

Viver em ambientes anóxicos e hipóxicos, embora incomum, parece ser uma 

habilidade desenvolvida pelo grupo dos anuros (Hillman et al., 2008; Storey e Storey, 

2017). Alguns ranídeos, como Rana temporária e Rana pipiens, por exemplo, têm a 

capacidade de sobreviver por até 30 horas em condições de anóxia em baixas 

temperaturas (Christiansen e Penney, 1973; Stewart et al., 2004) e por cerca de 4-5 

horas em temperatura ambiente (Lutz e Nulsson, 1997; Hermes-Lima e Storey, 1996; 

Knickerbocker e Lutz, 2001). Espécies que habitam locais de grandes altitudes, como 

a espécie do Planalto Tibetano Nanorana parkeri, consegue viver, constantemente, a 

~4500 metros acima do nível do mar (Niu et al., 2020; Niu et al., 2022a). A rã siberiana 

Rana amurensis, por sua vez, é capaz de sobreviver por vários meses sob um 

conteúdo de oxigênio muito baixo, e o sapo Pelobates vespertinus hiberna sob solos 

com apenas 10% do conteúdo normal de oxigênio (Bulakhova, et al., 2023). 

Sabe-se que a chave para a sobrevivência dos anuros em ambientes 

desprovidos de oxigênio está, provavelmente, relacionada à capacidade de reduzir a 

taxa metabólica, permitindo que os baixos níveis de fosforilação oxidativa atendam às 

demandas metabólicas de ATP, e o desenvolvimento de um sistema antioxidante 

poderoso para lidar com a superprodução pós-anóxica de ROS (Hermes-Lima e 

Zenteno-Savın, 2002; Bickler e Buck, 2007; Storey e Storey, 2017).  
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Para atender as demandas energéticas durante condições anóxicas, é 

necessário otimizar através a produção anaeróbica de ATP, o que é alcançado 

minimizando a formação de acidose e ativando a regulação gênica/proteica específica 

para anóxia (Yoldas e Erismis, 2021). Além disso, as tendências gerais dos padrões 

de fosforilação para enzimas relacionadas às vias glicogenolíticas e glicolíticas são 

semelhantes entre animais expostos à anóxia e ao congelamento (figura 5; Hawkins 

et al., 2019). No entanto, durante a anóxia, a glicose não é necessária como 

crioprotetor e pode ser completamente utilizada como energia. Os produtos da 

glicogenólise, portanto, podem prosseguir através da glicólise anaeróbica para 

sustentar a energia celular pelo maior tempo possível. 

 

Figura 5. Abundância das enzimas envolvidas nas vias glicogenolíticas e glicolíticas durante o 

congelamento e anóxia.  Resultados resumidos de mudanças significativas na abundância de 

fosfopeptídeos durante a exposição ao congelamento e à anóxia. As setas indicam a tendência geral 

em comparação com os animais controle. GP: glicogênio fosforilase; GS: glicogênio sintase; GSK3β: 

glicogênio sintase quinase-3β; PGM: fosfoglicomutase; PFK-2: fosfofrutoquinase-2; FBPase: Frutose-

1,6-bifosfatase; GAPDH: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; PK: piruvato quinase (Adaptado de 

Hawkins et al., 2019). 

 

A produção anaeróbica de ATP resulta num acúmulo de produtos glicolíticos 

que incluem lactato e alanina (Storey e Storey, 1984; Churchill e Storey, 1994; 
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Rosendale et al., 2014). O lactato promove um estado de desenvolvimento de acidose 

láctica associada à exposição prolongada à hipóxia (Wegener e Krause, 1993). Em 

situações de oxigênio limitado, foi sugerido que esse lactato possa ser utilizado, em 

anuros, na via gliconeogênica para produção de glicose (Donohoe e Boutilier, 1999). 

Os tecidos que possuem algum aporte de oxigênio podem captar e utilizar o lactato 

diretamente ou, esse lactato pode ser transportado para o fígado e convertido em 

glicose para tecidos dependentes de glicose, como o encéfalo. Ademais, 

principalmente em órgãos vitais como o encéfalo o lactato pode desempenhar um 

papel neuroprotetor em períodos de anóxia/hipóxia (Roumes et al., 2021). 

Além do período de restrição de oxigênio em si, um momento crítico dessa 

exposição é quando o oxigênio volta a estar disponível. Durante a recuperação após 

um período de restrição de oxigênio, a reintrodução do oxigênio muitas vezes resulta 

em uma explosão na produção de ROS, que pode causar danos às macromoléculas 

celulares, incluindo proteínas, lipídios e DNA (Lung e Storey, 2022). É importante, 

portanto, fornecer um aparato eficaz de defesas enzimáticas para lidar com as ROS. 

As defesas enzimáticas contra espécies reativas de oxigênio evoluíram em todos os 

organismos aeróbicos e várias enzimas atuam como linha de defesa contra espécies 

reativas de oxigênio. A enzima superóxido dismutase (SOD) cataboliza o superóxido 

(O2
•-) em oxigênio (O2) e peróxido de hidrogênio (H2O2). A catalase (CAT), localizada 

nos peroxissomos, degrada o H2O2 em água (H2O) e O2,  e a glutationa S-transferase 

(GST) catalisa reações de detoxificação para lidar tanto com xenobióticos exógenos 

quanto com produtos endógenos, como aldeídos formados a partir de reações de 

peroxidação lipídica (Hermes-Lima et al., 2001). Quando expostos a anóxia, a 

resposta universal dos anuros, portanto, é aumentar a atividade dessas enzimas 

(Storey e Storey, 2017). A rã Rana pipens exposta a 30 horas de anóxia, por exemplo, 
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apresentou um aumento da atividade da CAT no músculo esquelético e no coração e 

da GST no encéfalo. Paralelamente, os níveis de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), um indicador clássico de peroxidação lipídica, não 

aumentaram no músculo e no fígado durante a anóxia e a reoxigenação, indicando 

um papel importante das enzimas na manutenção do balanço redox (Hermes-Lima e 

Storey., 1996). 

O que fica claro, mais uma vez, é que muitos dos ajustes fisiológicos existentes 

durante a exposição à anóxia são semelhantes aos desenvolvidos quando os anuros 

são expostos a baixas temperaturas e/ou desidratação (Hermes-Lima e Zenteno-

Savın, 2002; Gupta e Storey, 2020; Yoldas e Erismis, 2021; Storey et al., 2023). 

Portanto, identificar e mensurar as alterações do metabolismo durante a exposição a 

esses três estressores pode acrescentar importantes resultados para compreensão 

da capacidade de adaptação dentro do grupo dos anfíbios, identificar novas formas 

de ajustes metabólicos e fornecer ferramentas para conservação desses animais. 

 

1.2 Modelo de estudo: Boana pulchella 

A espécie Boana pulchella (Duméril e Bibron, 1841), comumente conhecida 

como perereca-do-banhado, é um anuro pertencente à família Hylidae que habita 

regiões localizadas no sul do Brasil, no Uruguai, no Paraguai e na Argentina (figura 6; 

Frost, 2021).  
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Figura 6. Mapa da distribuição da perereca Boana pulchella. A área de distribuição da espécie 

engloba regiões localizadas no sul do Brasil, no Uruguai, no Paraguai e na Argentina (polígono 

alaranjado; adaptado de Kwet. al, 2004). 

 

Nestes locais, B. pulchella pode ser encontrada vocalizando em diversos 

habitats naturais, incluindo florestas e pastagens secas de baixada e savanas (figura 

7; Kwet et al., 2004).  Atualmente, nessas áreas, observa-se um avanço das atividades 

agrícolas, transformando o habitat e secando poças onde ocorrem sua reprodução 

(Brodeur et al., 2012; Larramendy e Soloneski, 2017). Além da degradação do habitat 

envolvendo a agricultura, B. pulchella habita áreas sob a influência do fenômeno 

climático La Niña, que causa secas prolongadas em toda a região onde vive essa 

espécie (Puchalski, 2000; Fontana e Berlato, 2003; Gross e Cassol, 2015). 

De hábitos arborícolas, ela é normalmente encontrada empoleirada na 

vegetação e possui um polimorfismo de coloração (dicromatismo) que pode variar do 

marrom escuro até um verde intenso (figura 7; Duellman e Trueb, 1986; Kwet e Di-

Bernardo, 1999). O saco vocal dos machos é amarelado ou alaranjado, tornando-se 
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bastante chamativo quando os indivíduos estão vocalmente ativos. O comprimento 

rostro-cloacal (CRC) dos adultos varia entre 33 e 45 mm nos machos e entre 38 e 50 

mm nas fêmeas (Kwet e Di-Bernardo, 1999). De acordo com a International union for 

conservation of nature and natural resources (IUCN), seu status de conservação é 

classificado como pouco preocupante (LC, do inglês Least concern; Kwet et al., 2004), 

o que representa o menor nível de risco de extinção.  

 

 

Figura 7. Indivíduos da espécie Boana pulchella. Dois representantes da perereca do banhado 

empoleirados na vegetação, um dos indivíduos apresenta a coloração verde e o outro marrom, 

características dessa espécie (Foto de Natália Dallagnol Vargas). 

 

Apesar de ser uma espécie subtropical, B. pulchella vive em regiões do Sul da 

América do Sul onde ocorrem temperaturas negativas e possibilidade de geada 

durante os meses de inverno (Duarte et al., 2006; Both et al., 2009). Além disso, ela 

permanece ativa e reproduzindo-se durante a temporada de inverno (Both et al., 2008; 

Canavero et al., 2008; Maneyro, 2008; Ximenez e Tozetti, 2015), demonstrando uma 

capacidade de lidar com as variações abióticas sazonais. Estudos anteriores 
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demonstraram que essa espécie exibe mudanças metabólicas durante o ano, com os 

níveis plasmáticos de glicose oscilando, sendo maiores no inverno e na primavera do 

que no outono (De Amaral et al., 2022). Adicionalmente, a taxa de uso de glicose para 

oxidação sofre uma regulação sazonal, sendo maior no verão do que na primavera. 

Estas alterações, juntamente com a observação de que os estoques de glicogênio 

hepático permanecem inalterados, sugerem que há uma regulação antecipatória da 

síntese e mobilização de substratos energéticos para sustentar o metabolismo no 

inverno, bem como uma regulação sazonal para manutenção de uma homeostase do 

metabolismo da glicose no fígado (de Amaral et al., 2022). 

Dessa forma, diante das diversas alterações e ajustes apresentados pelos 

anuros durante situações de baixas temperaturas, desidratação e anóxia fica claro 

que esse grupo de animais devem ser largamente estudados para elucidar melhor as 

estratégicas já descritas na literatura e outras que ainda não foram identificadas. 

Ademais, dada a vasta diversidade de espécies presentes em praticamente todos os 

habitats do planeta e os modos de vida extremamente diversificados, é praticamente 

inegável que os anfíbios representam um grupo ainda pouco explorado (Bovo, 2015). 

Portanto, diante dessas informações já documentadas na literatura sobre os hábitos 

de vida de B. pulchella, os ajustes sazonais de metabólitos nessa espécie (de Amaral 

et al., 2022), aos poucos dados disponíveis na literatura sobre esses aspectos em 

espécies sul-americanas (Carvajalino-Fernandez et al., 2021; Reider et al., 2021) e 

sobre o compartilhamento de estratégias e ajustes fisiológicos que são derivados e 

otimizados de uma base conservada de adaptação dentro do grupo dos anuros 

(Storey e Storey, 2017), torna-se imperativo realizar pesquisas para avaliar a 

capacidade e as alterações fisiológicas que essa espécie enfrenta pela exposição a 

diferentes estressores abióticos.  
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2 HIPÓTESE E OBJETIVOS 

2.1 Hipótese  

Espécies sul-americanas de anuros, como a Boana pulchella, possuem 

mecanismos fisiológicos de sobrevivência em ambientes desafiadores que envolvem 

baixas temperaturas, restrição de oxigênio e restrição hídrica. Esses mecanismos 

fisiológicos podem estar associados a alteração das concentrações e uso dos 

metabólitos energéticos, nas vias de armazenamento e disponibilidade desses 

substratos bem como em defesas do organismo, como nas enzimas associadas com 

o balanço oxidativo. Essas adaptações, portanto, provavelmente são essenciais para 

a sobrevivência dessas espécies em ambientes com estressores ambientais. 

 

2.2 Objetivos 

2.2.1 Objetivo geral  

Essa Tese tem como objetivo geral realizar a caracterização das estratégias 

metabólicas adaptativas durante a exposição a temperaturas negativas, desidratação 

e anóxia na espécie Boana pulchella. A partir das informações obtidas, espera-se 

fornecer informações detalhadas sobre as respostas metabólicas e fisiológicas desse 

anuro Sul-Americano a situações desafiadoras, contribuindo para uma compreensão 

mais profunda das adaptações que permitem sua sobrevivência em ambientes 

adversos e descrevendo novos dados para complementar a literatura existente. 

 

2.2.2 Objetivos específicos do experimento de exposição a temperaturas negativas 

O objetivo desse experimento foi realizar a exposição de indivíduos de B. pulchella 

a temperaturas negativas durante 24 horas e após a exposição a um período de 
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recuperação em temperatura de aclimatação, comparando os resultados obtidos entre 

os grupos amostrados (aclimatação, resfriamento e recuperação), realizando: 

• Determinação do reflexo de endireitamento dos animais nos diferentes grupos; 

• Determinação dos índices morfométricos dos animais e do tecido cardíaco e 

hepático; 

• Mensuração dos níveis plasmáticos de ácido úrico, glicerol, glicose, lactato e 

ureia; 

• Mensuração da concentração de glicogênio no coração, encéfalo, fígado e 

músculo; 

• Análise da concentração de ácido úrico, glicerol, glicose, lactato, proteínas 

totais, triglicerídeos e ureia no coração, encéfalo, fígado e músculo; 

• Mensuração da oxidação da glicose e da síntese de glicogênio no fígado e 

músculo; 

• Avaliação da atividade gliconeogênica no fígado, músculo e rins, por meio da 

análise dos precursores lactato, glicerol, alanina e glutamina; 

 

2.2.3 Objetivos específicos do experimento de exposição à desidratação 

 O objetivo desse experimento foi submeter os indivíduos de B. pulchella a uma 

perda de 40% da água corporal total, simulando uma situação de desidratação, e após 

um período de recuperação de 24 horas sem restrição hídrica. Ao final, objetivou-se 

analisar e comparar os resultados obtidos entre os grupos amostrados (controle, 

desidratação e reidratação), realizando: 

• Determinação dos índices morfométricos dos animais e do tecido cardíaco e 

hepático; 
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• Determinação do conteúdo de água do tecido muscular; 

• Mensuração da concentração de glicogênio do coração, encéfalo, fígado e 

músculo; 

• Determinação da concentração de lactato, proteínas totais e ureia do coração, 

encéfalo, fígado e músculo; 

• Mensuração da oxidação da glicose e da síntese de glicogênio no fígado e 

músculo; 

• Avaliação da atividade gliconeogênica no fígado, músculo e rins, por meio da 

análise dos precursores lactato, glicerol, alanina e glutamina; 

• Balanço oxidativo do coração, encéfalo e músculo através da mensuração da 

atividade da enzima antioxidante catalase (CAT), e no músculo das enzimas 

superóxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST) e também a 

determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

 

2.2.4 Objetivos específicos do experimento de exposição à anóxia 

O objetivo desse experimento foi realizar a exposição dos indivíduos de B. 

pulchella a um ambiente anóxico (0% de 02) por 30 minutos e a um período de 

recuperação da anóxia por 4 horas. Após, foi realizada a comparação dos resultados 

obtidos entre os grupos amostrados (controle, anóxia e recuperação), através da: 

• Determinação dos índices morfométricos dos animais e do tecido cardíaco e 

hepático; 

• Mensuração da concentração de glicogênio do coração, encéfalo, fígado e 

músculo; 

• Determinação da concentração de lactato e ureia plasmáticos; 
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• Determinação da concentração de lactato, proteínas totais e ureia do coração, 

encéfalo, fígado e músculo; 

• Mensuração da oxidação da glicose e da síntese de glicogênio no fígado e 

músculo; 

• Avaliação da atividade gliconeogênica no fígado, músculo e encéfalo, por meio 

da análise do precursor lactato; 

• Balanço oxidativo do coração, encéfalo, fígado e músculo através da 

mensuração da atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST) e através da 

determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Aspectos éticos, local e exequibilidade 

As técnicas descritas a seguir foram realizadas em laboratórios da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e da Pontifícia Universidade 

Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Todos os experimentos envolvendo animais 

e as dosagens dos substratos e das técnicas com radioativos foram realizados na 

UFRGS, no Laboratório de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) do 

Departamento de Fisiologia (UFRGS). Já a mensuração dos parâmetros relacionados 

ao balanço oxidativo foram realizados no Laboratório da Fisiologia da Conservação 

da PUCRS. 

Os procedimentos deste estudo seguem as diretrizes da Lei Arouca (Lei n. 

11.794, 2008), a qual estabelece normas para o uso científico de animais, bem como 

os Princípios Éticos na Experimentação Animal elaborados pela Sociedade Brasileira 

de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e pelo Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA). Ademais, a coleta dos animais utilizados neste 

projeto foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade 

(ICMBio), com autorização obtida através do Sistema de Autorização e Informação 

em Biodiversidade (Sisbio), sob o número 75475-6 (anexo I). O projeto e seu 

delineamento experimental foram aprovados pela Comissão de Ética e Uso de 

Animais (CEUA) da UFRGS, registrados no sistema dessa universidade sob o número 

39416 (anexo II). Os responsáveis pelo manejo dos animais passaram por 

treinamento prévio e possuem experiência com o protocolo experimental e a prática 

de eutanásia. 
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3.2 Animais 

 Todos os animais utilizados nos experimentos descritos nessa tese são anfíbios 

anuros, pertencente à família Hylidae da espécie Boana pulchella (CRC: ± 4 cm; peso 

corporal: ± 3 g), machos (identificados pela presença de saco vocal), adultos 

(vocalizando), provenientes da Estação Experimental Agronômica da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul - EEA/UFRGS (30°06'02.9"S 51°40'35.0"O) ou da 

cidade de São José dos Ausentes (28°36'09.7"S 49°51'21.0"O), ambos sítios 

localizados no estado do Rio Grande do Sul, no Brasil. Esses animais foram coletados 

em pelo menos três expedições (uma a cada experimento), durante o período da noite 

(entre 21h e 2h), pelo método de busca ativa auditiva. Este método envolve 

permanecer em um local pré-determinado onde a espécie de interesse ocorre 

naturalmente e, ao ouvir a vocalização do anuro (chamado), iniciar a busca para 

capturá-lo (Heyer et al., 2014). Quando o animal é avistado, a captura é realizada 

através de uma aproximação cuidadosa e um movimento rápido da mão para pegar o 

animal, segurando-o com firmeza, mas sem apertá-lo. Após a captura, os animais são 

imediatamente transferidos para um saco de coleta com substratos e água do local. 

Ao final da expedição a campo, já com os indivíduos coletados, foi mensurada a 

temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar com a estação meteorológica 

portátil da marca Kestrel®, modelo 3500 Delta T. Após coletados, em um período de 

máximo 10 horas, os animais foram imediatamente encaminhados para o laboratório 

de anfíbios do Museu de Ciências Naturais da Divisão de Pesquisa e Manutenção de 

Coleções Científicas do DBIO/SEMA (MCN/SEMA), local com autorização para uso e 

manejo de fauna silvestre, conforme AUTUFS nº 00078/2019 (anexo III). Para  

realização do protocolo experimental, os animais foram encaminhados para o 
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Laboratório de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).  

 

3.3 Exposição a temperaturas negativas 

3.3.1 Aclimatação 

Dezoito animais (n=18) foram coletados na EEA/UFRGS durante o final do 

outono de 2022. A faixa de temperatura durante o mês de coleta, registrada pela 

estação meteorológica EEA-UFRGS, foi de 7 a 27 °C (Datum SIRGAS2000). Assim 

que chegaram no LaMEC, os animais receberam um banho de tetraciclina 0,05% por 

cinco minutos. Após, eles foram imediatamente foram submetidos a um período de 

aclimatação de 2 semanas em caixas plásticas ventiladas (6 animais por caixa de 19 

x 26 x 12 cm) com musgo esfagno, papel toalha úmido e potes de água. As caixas 

foram colocadas dentro de uma incubadora refrigerada (Incubadora FOC 225E, VELP 

SCIENTIFICA®; termostato TC-900e POWER, Full Gauge Controls®; figura 8) com a 

temperatura mantida a 5°C e um ciclo de luz de 10 horas de luz para 14 horas de 

escuridão (simulando um período de inverno). Essa incubadora possuía um sistema 

que circulava constantemente o ar para manter uma temperatura adequada em toda 

a incubadora, eliminando pontos quentes e frios fora da temperatura definida. A 

temperatura dentro das caixas foi verificada com um termopar tipo "K" (EZA TP-01) 

com um bulbo seco conectado a um termômetro digital tipo TM-902c para garantir que 

não ocorressem gradientes de temperatura entre a incubadora e o interior das caixas. 

Durante as duas semanas de aclimatação, era borrifada água desclorada todos os 

dias e os animais alimentados duas vezes por semana com larvas de tenébrio e 

pequenos besouros. O grupo de animais aclimatados (n=6) foi amostrado 

aleatoriamente desta condição após duas semanas de aclimatação a 5 °C. 
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Figura 8. Alojamento dos animais durante o período de aclimatação e exposição do experimento 

de resfriamento. Os animais foram acondicionados em caixas e alocados dentro de uma incubadora 

refrigerada com controle de luz e temperatura (A). Seis animais foram acondicionados em cada caixa 

onde continha musgo, papel umedecido e pote com água desclorada (B). 

 

3.3.2 Resfriamento e recuperação 

Após o período de aclimatação, quando foram retirados os animais do grupo 

aclimatados, os demais animais foram mantidos nas caixas e a temperatura da 

incubadora foi gradualmente reduzida em uma taxa de 1 ± 0,5 °C a cada 24 horas. 

Quando a temperatura atingiu -2,5°C, abaixamos a temperatura da incubadora para -

4°C e mantivemos por 45 minutos, pois conforme os protocolos descritos na literatura 

esse tempo a -4ºC é necessário para a indução da temperatura corporal dos animais 

abaixo de zero. Após 45 minutos, a temperatura foi elevada para -2,5°C e assim 

mantida por 24 horas. Após esse período, um grupo de animais (n=6) foi selecionado 

aleatoriamente e representaram o grupo dos animais resfriados. Os animais restantes 

(n=6) foram mantidos por 24 horas a uma temperatura de aclimatação de 5°C, 

representando o grupo de animais recuperados. Este protocolo seguiu os protocolos 
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estabelecidos por Do Amaral et al. (2018), Storey and Storey (2019), Al-attar et al. 

(2020), Zhang et al. (2021) e Varma and Storey (2023b) e está representando na figura 

9. 

Figura 9. Linha do tempo do protocolo experimental mostrando os diferentes grupos 

experimentais alimentação, resfriamento e recuperação, realizado de acordo com Do Amaral et 

al. (2018), Storey and Storey (2019), Al-attar et al. (2020), Zhang et al. (2021) e Varma and Storey 

(2023b). Boana pulchella (n = 18) foram coletadas no sul do Rio Grande do Sul. Após a captura, os 

animais foram levados ao laboratório e iniciou-se um período de aclimatação de duas semanas a 5°C. 

Após duas semanas, seis animais foram selecionados aleatoriamente (grupo aclimatação). Os animais 

restantes foram expostos a uma diminuição gradual da temperatura (1 °C por dia) até atingirem -2,5°C. 

Em seguida, foram expostos a -4°C por 45 minutos e após, expostos novamente a -2,5°C por 24 horas. 

Após 24 horas, seis animais foram eutanasiados (grupo de resfriamento). Os animais restantes foram 

expostos a 5°C por 24 horas para se recuperarem à temperatura de aclimatação e foram eutanasiados 

(grupo de recuperação). 

 

Todos os animais, pertencentes aos grupos de aclimatação, resfriamento e 

recuperação, foram submetidos à avaliação de sua massa corporal (MC; em gramas; 

balança analítica BEL®, modelo Mark M214A) e comprimento rostro-cloacal (CRC; em 

centímetros). Após, os animais foram eutanasiados com creme de lidocaína a 5%, 

aplicado no abdômen, região inguinal e cavidade oral. A coleta de sangue foi realizada 

com seringas heparinizadas através de punção cardíaca. Os indivíduos foram então 

rapidamente dissecados sobre gelo, e foram removidos o fígado, o coração, o 

encéfalo, o rim e os músculos  das patas posteriores. O peso do fígado e do coração 
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foi registrado, e o índice hepatossomático (IHS) e o índice cardiossomático (ICS) 

foram calculados usando a seguinte equação: 𝐼𝐻𝑆 𝑜𝑢 𝐼𝐶𝑆 = (
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔)
)  ×  100. 

As amostras de fígado, músculo, coração, encéfalo, rim e plasma foram 

imediatamente utilizadas nas técnicas de avaliação metabólica ou armazenadas a -

80°C até o momento da utilização nas técnicas bioquímicas. O resumo dos 

parâmetros avaliados em cada tecido pode ser observado na figura 10. 

 

 

Figura 10. Quadro do resumo dos tecidos utilizados (fígado, músculo, encéfalo, coração e rim) 

com as respectivas análises realizadas nos animais dos grupos aclimatação, resfriamento e 

recuperação. 

 

3.3.3 Reflexo de endireitamento  

Antes da eutanásia, todos animais foram submetidos a um teste de reflexo de 

endireitamento. Esse teste avalia a capacidade do animal de voltar à posição normal 

quando colocado de costas (Goulet et al., 2010). O retorno imediato à posição normal 

é considerado um sucesso. O teste foi encerrado se o anuro permanecesse de costas 

por 10 segundos (Harvey et al., 1976). Essa avaliação verificou a capacidade de 

resposta dos anuros durante a exposição ao resfriamento. Os resultados desses 
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testes foram gravados, e a análise de dados quantificou o tempo necessário para o 

reflexo, medido em milissegundos (ms).  

 

3.3.4 Substratos plasmáticos 

O sangue foi centrifugado a 4 °C e a 5000×g por 10 minutos para isolar o 

plasma. Este plasma foi transferido e centrifugado a 5000×g por 5 minutos, resultando 

em aproximadamente 15 μL de plasma (de Amaral et al., 2022). Kits enzimáticos 

comerciais determinaram os níveis de glicose (Id-N◦:133, LABTEST Diagnóstica®, 

Brasil), lactato (Id-N◦:138, LABTEST Diagnóstica®, Brasil), glicerol (Id-N◦:5360, R-

Biopharm AG, Alemanha), ureia (Id-N◦: 27, LABTEST Diagnóstica®, Brasil) e ácido 

úrico (Id-N◦: 140, LABTEST Diagnóstica®, Brasil) no plasma. As medições foram 

realizadas utilizando um espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, Reino 

Unido) em absorbâncias específicas, calibradas com os padrões dos kits, e relatadas 

em milimoles por litro de plasma (mmol/L). 

 

3.3.5 Substratos teciduais 

Os substratos teciduais, incluindo glicerol, lactato, proteínas totais, ureia e 

triglicerídeos, foram determinados homogeneizando amostras de fígado (± 6 mg), 

músculo (± 8 mg), coração (± 10 mg) e encéfalo (± 20 mg) em 400 μl de tampão 

específico (114 mM de NaCl, 2,25 mM de KCl, 0,44 mM de KH2PO4, 0,33 mM de 

Na2HPO4, 1 mM de MgSO4, 13 mM de NaHCO3, 10 mM de Hepes, μl: ml de coquetel 

inibidor de protease - Sigma-Aldrich®, 10 μl: ml de PMSF - Sigma-Aldrich®; pH 7,63). 

Da mistura homogeneizada, 100 μl foram centrifugados a 2000×g por 10 minutos a 4 

°C, enquanto os restantes 300 μl passaram por centrifugação a 20.000×g por 10 

minutos a 4 °C. O precipitado resultante foi designado para determinação de 
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glicogênio (de Amaral et al., 2022; adaptado). Após a centrifugação, o sobrenadante 

foi utilizado para avaliação da concentração de substratos por meio de kits 

enzimáticos comerciais (semelhante ao descrito acima), e as medições foram 

realizadas utilizando um espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200RT, Reino Unido). 

Curvas de calibração baseadas em padrões dos kits determinaram as concentrações, 

relatadas em miligramas por grama de tecido (mg/g). 

 

3.3.6 Glicogênio tecidual  

O conteúdo de glicogênio foi determinado seguindo os protocolos de Van 

Handel (1965) e de Amaral et al. (2022, adaptado). Em frascos com o precipitado da 

homogeneização descrito na Seção 3.3.5, adicionou-se KOH a 30% e ferveu-se por 

60 minutos a 100 °C. Posteriormente, foi introduzido etanol 96% e Na2SO4 35% para 

facilitar a precipitação do glicogênio, seguido por centrifugação por 10 minutos a 1510 

g. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi ressuspenso em 1 ml de água 

destilada e 300 μl de HCl 4 N para promover a hidrólise do glicogênio. Após mais 60 

minutos de fervura a 100 °C, o pH foi neutralizado adicionando-se 300 μl de Na2CO3 

2 M. A concentração de glicose foi determinada utilizando o kit Glucose Liquiform (Id-

N°:133, LABTEST Diagnóstica®, Brasil), com leituras de absorbância realizadas em 

um espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200RT, Reino Unido). A concentração de 

glicogênio foi avaliada utilizando uma curva de calibração baseada em padrões de 

glicogênio conhecidos (Sigma-Aldrich® #G8876), apresentada em miligramas de 

glicogênio por grama de tecido (mg/g). 

 

 

 



 

 

35 
Tese de Doutorado 

Marjoriane de Amaral 

3.3.7 Oxidação de 14C-glicose a CO2  

A conversão de [U–14C]-glicose para 14CO2 foi mensurada seguindo os 

protocolos de Torres et al. (2001) e Marqueze et al. (2006). Tecidos frescos foram 

fatiados (±10 mg de fígado e ±90 mg de músculo) e incubados em frascos vedados 

com tampas de borracha contendo 1 ml de tampão, 0,1 μCi de [U–14C] glicose (250 

mCi/mmol, PerkinElmer®, EUA) e 10 mM de glicose não marcada. A fase gasosa foi 

saturada com uma mistura de carbogênio (5% de CO2 e 95% de O2) e a reação 

ocorreu em pequenos poços dentro dos frascos de vidro vedados contendo tiras de 

papel Whatman 3MM colocados acima do nível do meio de incubação para capturar 

o 14CO2 formado. Os frascos foram incubados em um agitador metabólico Dubnoff por 

60 minutos a 25 °C. O processo de oxidação foi interrompido através da adição de 

ácido tricloroacético (TCA) 50% (v/v) nos poços contendo tecido e NaOH 2 M nos 

poços contendo o papel Whatman 3MM – esse processo foi realizado inserindo 

agulhas através das tampas de borracha, sem que ocorresse a perda do 14CO2 

formado. Os frascos foram mantidos à temperatura ambiente por 24 horas para 

capturar o 14CO2 no papel Whatman 3MM. Após 24 h, o papel Whatman 3MM foi 

transferido para uma mistura de cintilação líquida e a radioatividade foi quantificada 

(LKB-Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Os resultados foram apresentados 

como µmol·g-1·h-1 (µmol do substrato de 14C incorporado em CO2 por grama de tecido 

por hora). 

 

3.3.8 Conversão da 14C-glicose em glicogênio (glicogênese)  

As amostras de tecido utilizadas no protocolo de oxidação de 14C-glicose em 

14CO2 (seção 3.3.7) foram lavadas em tampão frio, secas com papel filtro e, em 

seguida, introduzidas em frascos contendo KOH a 30%. Esses frascos foram 
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submetidos a uma fervura de 60 minutos a 100 °C. Posteriormente, etanol 96% e 

Na2SO4 35% foram adicionados, seguidos de centrifugação a 2500 rpm por 10 

minutos. Após descartar o sobrenadante, foi realizada uma nova centrifugação a 2500 

rpm por 10 minutos após a adição de etanol a 70%. Mais uma vez, o sobrenadante foi 

descartado, e o precipitado foi dissolvido em água destilada (Thomas et al., 1968). 

Cem microlitros desta solução foram transferidos para frascos contendo uma mistura 

de cintilação líquida (tolueno–Triton X®-100 (2:1), 0,4% de PPO, 0,01% de POPOP). 

A radioatividade foi quantificada usando um contador LKB (LKB-Wallac, EUA), e a 

síntese de glicogênio foi quantificada como µmol·g-1·h-1 (μmol de 14C-glicose 

incorporada em glicogênio por grama de tecido por hora de incubação). 

 

3.3.9 Conversão de 14C-substrato em glicose (gliconeogênese)  

A determinação da gliconeogênese tecidual foi realizada de acordo com 

Oliveira e Da Silva (1997) e Oliveira et al. (2004). Fatias de tecido fresco de fígado (± 

10 mg), músculo (± 80 mg) e rim (± 10 mg) foram incubadas em microtubos contendo 

0,5 ml de tampão (114 mM NaCl, 2,25 mM KCl, 0,44 mM KH2PO4, 0,33 mM Na2HPO4, 

1 mM MgSO4, 13 mM NaHCO3, 10 mM HEPES, 0,1% de albumina, 10 µl:1 ml PMSF—

Sigma‒Aldrich® #P7626 e 1 µl: ml de coquetel de inibidor de protease—Sigma‒

Aldrich® #P8340; pH 7,63) e substratos marcados e não marcados. As fatias de fígado 

foram incubadas na presença de 0,10 μCi de [U-14C]-alanina (151 mCi/mmol1; Perkin 

Elmer, EUA) mais 5 mM de L-alanina não marcada, 0,10 μCi de [U-14C]-lactato (250 

mCi/mmol; Du Pont, EUA) mais 5 mM de L-lactato não marcado e 0,10 μCi de [U-14C]-

glicerol (154 mCi/mmol; Perkin Elmer, EUA) mais 5 mM de L-glicerol não marcado. As 

fatias de músculo foram incubadas na presença de 0,10 μCi de [U-14C]-alanina (151 

mCi/mmol; Perkin Elmer, EUA) mais 5 mM de L-alanina não marcada e 0,10 μCi de 
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[U-14C]-lactato (154 mCi/mmol; Perkin Elmer, EUA) mais 5 mM de L-lactato não 

marcado. As fatias de rim foram incubadas na presença de 0,10 μCi de [U-14C]-

glutamina (266 mCi.mmol−1; Amersham, Reino Unido) mais 5 mM de L-glutamina não 

marcada. Após adicionar os substratos não marcados, o pH do meio de incubação foi 

determinado. A fase microtubular gasosa foi saturada com uma mistura de 5% de CO2 

e 95% de O2 por 20 s. As fatias foram incubadas a 25 °C por 60 minutos em um 

agitador metabólico Dubnoff (60 ciclos/min). Estudos anteriores demonstraram que, 

em condições experimentais, 5% de CO2 não afetam a capacidade gliconeogênica 

(Oliveira et al., 2004). Ao final da incubação, o meio foi desproteinizado, e a 14C-

glicose, formada a partir de [U-14C]-alanina, [U-14C]-glicerol, [U-14C]-lactato e [U-14C]-

glutamina foi separada por cromatografia em camada fina usando n-butanol a 95%, 

álcool etílico a 5,4% e ácido acético em água (75:47,4:27,6, v/v/v). O ponto 

correspondente à 14C-glicose, localizado por pulverização com um reagente de 

anisaldeído (95% de álcool etílico/ácido sulfúrico concentrado/p-metoxibenzaldeído 

18:1:1, v/v/v), foi marcado, raspado e dissolvido em líquido de cintilação: tolueno: 

Triton X-100 (2:1, v/v)-PPO 0,4%, POPOP 0,01%. A radioatividade foi medida usando 

um contador LKB (LKB-Wallac, EUA). Os valores da atividade gliconeogênica são 

expressos como mmol de[U-14C]-alanina, [U-14C]-glicerol, [U-14C]-lactato ou [U-14C]-

glutamina convertidos em 14C-glicose. g−1 de tecido h−1 (mmol de 14C-substrato 

convertido em 14C-glicose por grama de tecido por hora de incubação). 

 

3.4 Exposição à desidratação 

3.4.1 Aclimatação 

 Vinte e uma Boana pulchella (n=21) foram coletadas durante o inverno de 2022 

em banhados localizados dentro da EEA/UFRGS. A faixa de temperatura no local de 
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coleta era de 5 a 14°C, e a umidade era de aproximadamente 96%, conforme 

mensurado pela estação meteorológica portátil (Kestrel 3500 Weather Meter®) ao final 

de cada coleta. Os animais coletados, pesando aproximadamente 4 g cada, foram 

transportados para o LaMEC, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.  

Assim que chegaram ao laboratório, cinco animais (n=5) foram separados para 

determinar o conteúdo inicial de água corporal (BWCi) de Boana pulchella, valor 

necessário para mensurar os níveis de desidratação durante o experimento (Churchill 

e Storey, 1994). Para isso, esses indivíduos foram pesados e eutanasiados com 

lidocaína a 5% administrada na região inguinal e na cavidade oral. Posteriormente, 

foram colocados em uma incubadora a 80°C e pesados a cada 12 horas. O ponto de 

desidratação completa foi identificado quando não houve alteração no peso por 24 

horas, e o BWCi foi calculado subtraindo o peso final do peso inicial. Após, o conteúdo 

de água corporal de B. pulchella foi estimado em 0,797 ± 0,005 g de água por grama 

de massa corporal. 

  O restante dos animais (n=16) foram submetidos a um banho de tetraciclina 

(0,5%) e seguiram para o protocolo de aclimatação delineado por de Amaral et al. 

(2023) e descrito na seção 3.3. A única alteração realizada nesse experimento durante 

o protocolo de aclimatação foi o recipiente onde os animais foram aclimatados. Ao 

invés de caixas plásticas perfuradas, os animais foram aclimatados dentro de 

dessecadores de vidros de sete litros (máximo seis animais por dessecador), com 

discos de porcelana separando o fundo e cobertos com tampa com um orifício aberto 

para circulação do ar. Em cima do disco de porcelana, foi inserido papéis toalhas 

umedecidos com água desclorada, pote com água desclorada e musgo esfagno. Após 

o período de aclimatação de duas semanas, um grupo de controle de animais (n=5) 

foi selecionado aleatoriamente dessa condição. 
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3.4.2 Desidratação e reidratação 

Após a aclimatação, o restante dos animais (n=11) foram submetidos a um 

procedimento de desidratação (Churchill e Storey, 1994; Wu et al., 2018; Storey e 

Storey, 2019). Antes de iniciar o protocolo, foi realizada a identificação fotográfica das 

partes internas das patas traseiras para a pesagem individual durante o período de 

exposição. Nos dessecadores, abaixo do disco de porcelana, foi inserido saquinhos 

de sílica gel dessecante (200 g) e o interior do dessecador foi seco, com musgo 

esfagno e toalhas de papel substituídos por contrapartes secas (figura 11A). Após 

pesagem e identificação de cada indivíduo, a bexiga urinária foi esvaziada, e eles 

foram devolvidos aos dessecadores a 5°C sob um ciclo de luz-escuro de 10:14 horas. 

Foi realizada a pesagem a cada 12 horas para acompanhar a perda de água corporal 

até atingir aproximadamente 40%. O percentual de perda de água corporal total foi 

calculado, a cada pesagem, usando a fórmula: % 𝑝𝑒𝑟𝑑𝑎 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 =

 [
(𝑀𝑖 − 𝑀𝑑)

(𝑀𝑖 × 𝐵𝑊𝐶𝑖)
]  ×  100, onde Mi é a massa inicial, Md é a massa em cada pesagem e 

BWCi é o conteúdo inicial de água corporal (obtido anteriormente). Ao atingir 40% de 

perda de água corporal, o que foi em média em três dias, os animais foram 

eutanasiados (n=6), compondo o grupo dos animais desidratados ou reidratados 

(n=5). A reidratação foi realizada colocando-os em contanto com uma lâmina de água 

desclorada (0,5 cm de profundidade) a 5°C por 24 horas antes da eutanásia (figura 

11B). 
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Figura 11. Alojamento dos animais durante o período de desidratação e reidratação no 

experimento de desidratação. Os animais foram acondicionados em dessecadores de vidros e 

alocados dentro de uma incubadora refrigerada com controle de luz e temperatura. Durante a 

desidratação, foi adicionado saquinhos dessecantes de sílica em gel nos dessecadores (A) e durante 

a reidratação uma lâmina de água de 0,5 cm foi adicionada ao fundo do dessecador onde os animais 

ficaram em contato (B). 

 

Após 24h de recuperação, foi amostrado e eutanasiado os animais que 

compuseram o grupo dos animais reidratados. O protocolo empregado durante esse 

experimento está ilustrado na figura 12. Nenhum animal morreu durante o protocolo 

de aclimatação e experimental, indicando que B. pulchella pode sobreviver com até 

40% de perda de água corporal. 
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Figura 12. Linha do tempo do protocolo experimental de desidratação mostrando os grupos 

experimentais controle, desidratação e reidratação realizado de acordo com Churchill e Storey 

(1994), Wu et al. (2018), Storey e Storey (2019).   Boana pulchella (n = 16) foram coletadas no sul do 

Rio Grande do Sul. Após a captura, os animais foram levados ao laboratório e iniciou-se um período 

de aclimatação de duas semanas a 5 °C com acesso livre a água. Após duas semanas, cinco animais 

foram selecionados aleatoriamente (grupo controle). O restante dos animais foi submetido a um 

ambiente com restrição hídrica e quando atingiram 40% de perda de água corporal, seis animais foram 

amostrados e compuseram o grupo desidratados. Os outros cinco animais foram colocados em 

recuperação com acesso a água por 24 h e após amostrados (grupo reidratados). 

 

Antes da eutanásia, a massa corporal (BM) dos animais em gramas (g) e o 

comprimento focinho-ventre (SVL) em centímetros (cm) foram mensurados. A 

eutanásia foi realizada individualmente usando lidocaína a 5% (creme anestésico 

tópico) no abdômen e na cavidade oral. Após confirmada a eutanásia, a dissecção 

imediata sobre gelo removeu o fígado, os músculos das patas (gastrocnêmio, grácil, 

sartório e adutor) e o coração, encéfalo e rim. As amostras de tecidos foram 

imediatamente para protocolos que exigiam tecido fresco ou armazenadas a -80°C 

para uso subsequente em outros procedimentos. O resumo dos parâmetros avaliados 

em cada tecido pode ser observado na figura 13. 
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Figura 13. Quadro do resumo dos tecidos utilizados (fígado, músculo, encéfalo, coração e rim) 

com as respectivas análises realizadas nos animais dos grupos controle, desidratação e 

reidratação. 

 

3.4.3 Parâmetros morfométricos 

O índice de massa escalada (SMI), conforme descrito por Peig e Green (2009) 

e MacCracken e Stebbings (2012), foi utilizado para avaliar a condição corporal 

usando a massa corporal e o SVL (comprimento focinho-ventre). Um alto SMI sugere 

maiores reservas de energia e, portanto, uma boa condição corporal. O declive do 

SMI foi calculado a partir da análise de regressão de SVL transformado em log e 

massa transformada em log: 𝑆𝑀𝐼 =  [𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 ×

 (
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑆𝑉𝐿 𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜

𝑆𝑉𝐿 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙
)

𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 𝑙𝑜𝑔 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎~ 𝑙𝑜𝑔 𝑆𝑉𝐿

]. 

Uma parte do tecido muscular foi usada para determinar o conteúdo de água 

do tecido. Este tecido foi pesado, identificado e colocado em uma incubadora a 60°C. 

A cada 24 horas, o peso do tecido foi medido, e quando foi observado que o peso do 

tecido não mudou por 24 horas, o peso seco do tecido foi determinado. Assim, o 

conteúdo de água do tecido foi expresso em mg e determinado pela seguinte fórmula: 

𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒ú𝑑𝑜 𝑑𝑒 á𝑔𝑢𝑎 𝑚𝑢𝑠𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟 (𝑚𝑔) =  𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜 −  𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜. 
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Os pesos do fígado e do coração foram medidos, e o índice hepatossomático (IHS) e 

o índice cardiossomático (ICS) foram calculados usando a fórmula: 𝐻𝑆𝐼 𝑜𝑢 𝐼𝐶𝑆 =

 (
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔)
)  ×  100. 

 

3.4.4 Balanço oxidativo 

Fatias de músculo, coração e encéfalo foram homogeneizadas usando um 

misturador Ultra-Turrax (IKA-WERK) com um tampão de fosfato (20 mM), cloreto de 

potássio (140 mM) e inibidor de protease (1 mM de PMSF), pH 7,4, na proporção de 

39 ml: 1 g. Posteriormente, as amostras homogeneizadas foram centrifugadas por 10 

minutos a 10.000 rpm e 4°C (Reichert et al., 2022; Valgas et al., 2024). O 

sobrenadante dessa centrifugação foi coletado, fracionado e congelado a -20°C para 

subsequentes ensaios de equilíbrio redox e análises de substratos teciduais. Os 

marcadores de equilíbrio redox foram quantificados em duplicata e armazenados por 

um período máximo de dois meses. Todos os marcadores foram normalizados aos 

níveis de proteínas totais quantificados no sobrenadante do homogeneizado. 

 

3.4.4.1 Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

Os níveis de peroxidação lipídica foram avaliados medindo as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) em 520 nm, conforme a metodologia 

delineada por Buerge e Aust (1978) e Lima e Abdalla (2001). Em resumo, uma mistura 

contendo 10% de ácido tricloroacético (TCA), 0,67% de ácido tiobarbitúrico (TBA), 

água destilada e a amostra homogeneizada de tecido muscular foram aquecidos a 

100 ºC por 15 minutos. Posteriormente, foi resfriado em gelo por 15 minutos, e álcool 

n-butílico foi adicionado. A mistura foi então centrifugada por 1 minuto a 3000 rpm a 4 
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ºC, e o sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo preto para leitura. Os 

resultados foram quantificados e expressos em nanomoles de TBARS por miligrama 

de proteína. 

 

3.4.4.2 Superóxido dismutase  

A superóxido dismutase (SOD) é a enzima responsável pela catalisação da 

dismutação do radical ânion superóxido, resultando na formação de peróxido de 

hidrogênio e oxigênio. O método para determinar a SOD é baseado na inibição da 

reação entre o radical superóxido com a adrenalina (Boveris e Cadenas, 1982) e é 

quantificado em unidades relativas (uma unidade de SOD é definida como a 

quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de redução do detector (adrenalina). A 

atividade da SOD foi medida no tecido muscular. Preparamos uma solução de tampão 

de glicina (50 mM, pH 11) e epinefrina (1mM), um composto fotossensível formado 

pela adição de 0,04 g de bitartarato de epinefrina, 2 ml de tampão de glicina e 14 µl 

de HCl. Foram obtidas três curvas para cada amostra, nos volumes de 24, 12 e 6 µl, 

juntamente com o tampão necessário para atingir um volume final de 450 µl, mais 8,2 

µl de epinefrina, foram adicionados a uma cubeta de quartzo preto. A leitura 

espectrofotométrica de SOD foi realizada a 480 nm durante 10 s a cada 1 s. A 

quantificação da atividade da superóxido dismutase (SOD) foi expressa em unidades 

de SOD por miligrama de proteína. 

 

3.4.4.3 Catalase  

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada em tecido cerebral, cardíaco e 

muscular, medindo a redução do peróxido de hidrogênio (Boveris e Chance, 1973). 

Resumidamente, adicionamos 477,5 µl de tampão de reação (fosfato de sódio) mais 
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5 µl de amostra a uma cubeta de quartzo e adicionamos 17,5 µl de peróxido de 

hidrogênio (concentração final de 50 mM). A cinética enzimática foi lida a 240 nm ao 

longo de um período de 20 segundos em intervalos de 2 segundos (músculo e 

encéfalo) ou 70 s a cada 7 s (coração), e todas as amostras foram lidas em duplicata. 

Os resultados foram apresentados em pmoles de H2O2 por miligrama de proteína por 

minuto. 

 

3.4.4.4 Glutationa S-transferase  

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada pela 

quantificação do produto formado pela conjugação de 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno 

(CDNB) com glutationa reduzida (GSH). O composto formado é detectável a 340 nm, 

e a atividade da enzima é proporcional à velocidade de produção do composto 

conjugado (Habig e Jakoby, 1981). Uma mistura contendo tampão de fosfato de sódio 

e EDTA, CDNB, GSH, juntamente com a amostra homogeneizada de tecido muscular, 

foi colocada em uma cubeta de quartzo e registrada ao longo de 100 segundos, com 

leituras realizadas a cada 10 segundos. Os resultados foram expressos em μmol de 

CDNB conjugado · min−1 · mg proteína−1 (Boyland e Chasseaud, 1969). 

 

3.4.5 Substratos teciduais 

 A concentração dos substratos teciduais lactato, proteínas totais e ureia do 

encéfalo, coração, fígado e músculo foi determinada a partir da sobrenadante da 

homogeneização descrita em 3.4.4. A partir desse homogeneizado, a concentração 

de substratos foi determinada por meio de kits enzimáticos comerciais - lactato (Id-

N°:138, LABTEST Diagnóstica®, Brasil), ureia (Id-N°: 27, LABTEST Diagnóstica®, 

Brasil) e proteínas totais (Id-N°: 99, LABTEST Diagnóstica®, Brasil). As medições 
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foram realizadas em uma placa de 96 poços usando um espectrofotômetro (Anthos 

Zenyth 200RT, Bichrom, Reino Unido) em absorbâncias específicas, calibradas em 

relação aos padrões do kit. As concentrações foram determinadas com base em 

curvas de calibração derivadas dos padrões do kit e expressas em miligramas por 

grama de tecido (mg · g-1). 

  A concentração de glicogênio no encéfalo, coração, fígado e músculo foi 

determinada em frascos contendo o precipitado da homogeneização descrita na 

seção 3.4.4 e seguindo os procedimentos delineados por Van Handel (1965), de 

Amaral et al. (2022, adaptado), de Amaral et al. (2023) e descrito na seção 3.3.6. 

 

3.4.6 Mensurações teciduais com utilização de isótopos de 14C 

Fatias de tecido hepático e tecido muscular foram utilizadas para determinação 

da oxidação de 14C-glicose a CO2, técnica descrita na seção 3.3.7, e da glicogênese 

através da conversão 14C-glicose em glicogênio, técnica descrita na seção 3.3.8. 

Fatias de tecido fresco de fígado, músculo e rim foram utilizadas para determinar a 

gliconeogênese através da conversão de 14C-alanina, 14C-glicerol, 14C-glutamina e 

14C-lactato em glicose, como descrito na seção 3.3.9.  

 

3.5 Exposição à anóxia 

3.5.1 Aclimatação 

Quinze indivíduos de Boana pulchella (n=15), foram coletados durante o verão 

de 2024 em banhados localizados dentro no município de São José dos Ausentes, 

Rio Grande do Sul. A temperatura no local de coleta era de 18.3 ºC, e a umidade era 

de 84.5%, conforme indicado pela estação meteorológica portátil (Kestrel 3500 
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Weather Meter®) ao final da coleta. Assim que coletados e armazenados para o 

transporte, os animais foram encaminhados para o LaMEC na Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul para o experimento.  

Assim que chegaram ao laboratório, os animais foram submetidos a um banho 

de tetraciclina (0,5%) e seguiram para o protocolo de aclimatação delineado por de 

Amaral et al. (2023) e descrito na seção 3.4.1. Os animais permaneceram em 

dessecadores de vidro durante uma semana a uma temperatura de 20 ± 1 ºC, 

fotoperíodo natural (14:10h, dia:noite) e concentração de oxigênio de 21 ± 0.2% 

mensurada, todos os dias, através de um medidor de oxigênio (modelo 920, 

Instrutherm®; figura 14A). Após o período de aclimatação de uma semana, um grupo 

de animais (n=5) foi selecionado aleatoriamente dessa condição e compuseram o 

grupo controle. 

 

3.5.2 Anóxia e recuperação 

  O restante dos animais (n=10) seguiram para o protocolo experimental de 

exposição a exposição à anóxia (Al-Attar e Storey, 2019; Storey e Storey, 2019). Os 

dessecadores onde estavam os animais foram reorganizados com toalhas de papel 

umedecidas com água desclorada (borbulhada com gás nitrogênio a 100% por 30 

minutos) revestindo o fundo. Após, a tampa do dessecador foi fixada e no orifício de 

abertura na tampa foi inserido um medidor de oxigênio (modelo 920, Instrutherm®) e 

uma mangueira para introdução de N2 (figura 14B). Um fluxo de gás nitrogênio 100% 

foi então projetado para dentro do dessecador por 20 minutos e, ao final a 

concentração de O2 no interior da câmara foi de 0%. Após, os dez animais (n=10) 

foram acondicionados nessa câmara rapidamente e tampa selada com parafilme 
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(figura 14C). O gás N2 foi novamente liberado através das câmaras constantemente 

(variação da concentração de O2 durante esse tempo: 0% a 1%). 

 

Figura 14. Alojamento dos animais durante o período de aclimatação e anóxia. Os animais foram 

acondicionados em dessecadores de vidros, com  temperatura controlada (20ºC), fotoperíodo natural 

(14:10, dia:noite) e, durante a aclimatação de uma semana, a concentração de oxigênio atmosférico 

era de 21% (A). Durante a anóxia, o medidor de O2 foi acoplado ao dessecador juntamente com uma 

mangueira onde era liberado o fluxo de N2 a fim de criar uma atmosfera anóxica (B). Os animais foram 

introduzidos a esse ambiente anóxico, onde permaneceram até perderem a reatividade (C).  

 

Os animais foram observados e estimulados para verificar a responsividade 

durante todo tempo. Para verificar a responsividade, uma fina haste foi introduzida no 

dessecador e permitiu que os animais fossem tocados. Após trinta minutos de 

exposição ao ambiente anóxico, os animais pararam de responder aos estímulos. 

Nesse momento, cinco animais (n=5) foram amostrados e compuseram o grupo dos 
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animais em anóxia. Os outros cinco animais (n=5) foram realocados em um novo 

dessecador, com fluxo livre de ar atmosférico e concentração de oxigênio de 21%, 

onde permaneceram por quatro horas. Após quatro horas, esses animais foram 

amostrados e compuseram o grupo dos animais recuperados. O protocolo empregado 

durante essa exposição está ilustrado na figura 15. 

 

Figura 15. Linha do tempo do protocolo experimental de desidratação mostrando os grupos 

experimentais controle, anóxia e recuperação de acordo com Al-Attar e Storey (2019) e Storey e 

Storey (2019). Boana pulchella (n = 15) foram coletadas no do Rio Grande do Sul. Após a captura, os 

animais foram levados ao laboratório e iniciou-se um período de aclimatação de uma semana a 20 °C 

com acesso livre a água e concentração de oxigênio atm 20%. Após uma semana, cinco animais foram 

selecionados aleatoriamente (grupo controle). O restante dos animais foi submetido a um ambiente 

sem oxigênio (02) e, quando não respondiam mais ao estímulo, cinco animais foram amostrados e 

compuseram o grupo anóxia. Os outros cinco animais foram colocados em recuperação com 20% de 

oxigênio por 4 h e após amostrados (grupo recuperados). 

 

A massa corporal (MC; em gramas; balança analítica BEL®, modelo Mark 

M214A) e comprimento rostro-cloacal (CRC; em centímetros) foi mensurada antes da 

eutanásia. Após, os animais foram eutanasiados com creme de lidocaína a 5%, 

aplicado no abdômen, região inguinal e cavidade oral. A coleta de sangue foi realizada 
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com seringas heparinizadas através de punção cardíaca. Os animais foram então 

rapidamente dissecados sobre gelo, e foram removidos o fígado, o coração, o 

encéfalo, e os músculos posteriores das pernas.  

O índice de massa escalada (SMI), conforme descrito na seção 3.4.3, foi 

determinado para os indivíduos dos três grupos experimentais conforme: 𝑆𝑀𝐼 =

 [𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 × (
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑆𝑉𝐿 𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜

𝑆𝑉𝐿 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙
)

𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜 𝑑𝑎 𝑟𝑒𝑔𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 𝑙𝑜𝑔 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎~ 𝑙𝑜𝑔 𝑆𝑉𝐿

]. O 

IHS e o ICS também foram calculados usando a seguinte equação: 𝐼𝐻𝑆 𝑜𝑢 𝐼𝐶𝑆 =

(
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑡𝑒𝑐𝑖𝑑𝑜 (𝑔)

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙 (𝑔)
)  ×  100. As amostras de fígado, músculo, coração, encéfalo e 

plasma foram imediatamente utilizadas nas técnicas de avaliação metabólica ou 

armazenadas a -80°C até o momento da utilização nas técnicas bioquímicas. O 

resumo dos parâmetros avaliados em cada tecido pode ser observado na figura 16. 

 

Figura 16. Quadro do resumo dos tecidos utilizados (fígado, músculo, encéfalo, coração) com 

as respectivas análises realizadas nos animais dos grupos controle, anóxia e recuperação. 

 

3.5.3 Reflexo de endireitamento  

Antes da eutanásia, todos animais foram submetidos a um teste de reflexo de 

endireitamento. A metodologia empregada para realização desse teste foi baseada 

segundo Harvey et al., 1976 e está descrita na seção 3.3.3.  
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3.5.4 Substratos plasmáticos 

O plasma foi separado conforme descrito em de Amaral et al. (2022) e na seção 

3.3.4. Kits enzimáticos comerciais determinaram os níveis de glicose (Id-Nº:133, 

LABTEST Diagnóstica®, Brasil), lactato (Id-Nº:138, LABTEST Diagnóstica®, Brasil) e 

ureia (Id-Nº: 27, LABTEST Diagnóstica®, Brasil). As medições foram realizadas 

utilizando um espectrofotômetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, Reino Unido) em 

absorbâncias específicas, calibradas com os padrões dos kits, e relatadas em 

milimoles por litro de plasma (mmol/L). 

 

3.5.5 Mensurações teciduais com utilização de isótopos de 14C 

Fatias de tecido hepático e tecido muscular foram utilizadas para determinação 

da oxidação de 14C-glicose a CO2, técnica descrita na seção 3.3.7, e da glicogênese 

através da conversão 14C-glicose em glicogênio, técnica descrita na seção 3.3.8. 

Fatias de tecido fresco de fígado, músculo e encéfalo foram utilizadas para determinar 

a gliconeogênese através da conversão de 14C-lactato em glicose, como descrito na 

seção 3.3.9.  

 

3.5.6 Balanço oxidativo 

 Fatias dos tecidos encéfalo, coração, fígado e músculo foram utilizadas para 

mensurar as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme protocolo 

descrito em 3.4.4.1, a atividade da superóxido dismutase (SOD) (descrita na seção 

3.4.4.2), atividade da Catalase (CAT) conforme descrito em 3.4.4.3 e atividade da 

Glutationa S-transferase (GST) seguindo o protocolo descrito na seção 3.4.4.4. 
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3.5.7 Substratos teciduais 

Fatias dos tecidos encéfalo, coração, fígado e músculo foram utilizadas para 

mensuração a concentração de glicogênio e dos substratos lactato e ureia, conforme 

descrito na seção 3.4.5. 

 

3.6 Análise estatística  

O tamanho da amostra foi calculado com a utilização do programa Minitab 

(versão 15) utilizando como base para cálculo os resultados de protocolos 

experimentais de nosso laboratório (ex. de Amaral et al., 2022) e de outros grupos de 

pesquisa com o mesmo protocolo e modelo animal (ex. Zhang et al., 2021; Varma and 

Storey, 2023b), levando em consideração o desvio padrão encontrado nos grupos. Os 

resultados foram inicialmente analisados utilizando o teste de Shapiro-Wilk para 

avaliar a distribuição dos dados, e os valores outliers foram identificados e, se 

presentes, excluídos usando o método ROUT (Q = 1%; Motulsky e Brown, 2006). 

Dados paramétricos foram submetidos a análise de variância (ANOVA) de uma via 

seguida pelo teste post hoc de Tukey. Dados não paramétricos foram analisados 

utilizando o teste de Kruskal‒Wallis (KW) seguido pelo teste post hoc de Dunn. Os 

dados com uma amostra de grupos dependentes, como pesos de mesmos indivíduos 

em tempos diferentes, foram submetidos a ANOVA de medidas repetidas (RM) com 

correção de Greenhouse-Geisser. Dados paramétricos são apresentados como média 

± erro padrão da média (SEM), e dados não paramétricos são relatados como valores 

de mediana e intervalo interquartil mínimo e máximo. A significância estatística foi 

determinada quando P ≤ 0,05. A análise dos dados foi realizada utilizando o software 

GraphPad Prism (GraphPad®, EUA). 
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4 RESULTADOS 

 Os resultados obtidos a partir das metodologias descritas nessa Tese serão 

apresentados em quatro seções distintas de acordo com os artigos originários dos 

resultados obtidos: 

I. Artigo 1 (exposição a temperaturas negativas); 

II. Artigo 2 (exposição à desidratação); 

III. Artigo 3 (gliconeogênese durante exposição a temperaturas negativas e 

desidratação); 

IV. Dados parciais do experimento de exposição à anóxia. 
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4.1 Artigo 1 (exposição a temperaturas negativas) 

Título: Metabolic changes in the subtropical frog Boana pulchella during 

experimental cooling and recovery conditions 

Periódico: Journal of Thermal Biology (ISSN 1879-0992) 

Página URL do periódico: https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-thermal-

biology 

Qualis: A1 

Fator de Impacto: 2.7 

Status: Publicado 

Acesso: https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2023.103705 
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https://www.sciencedirect.com/journal/journal-of-thermal-biology
https://doi.org/10.1016/j.jtherbio.2023.103705
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4.2 Artigo 2 (exposição à desidratação) 

Título: Coping with dry spells: investigating oxidative balance and metabolic 

responses in frogs during dehydration and rehydration exposure 

Periódico: Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular & 

Integrative Physiology (ISSN: 1531-4332) 

Página URL do periódico: https://www.sciencedirect.com/journal/comparative-

biochemistry-and-physiology-part-a-molecular-and-integrative-physiology 

Qualis: A1 

Fator de Impacto: 2.3 

Status: Em revisão - Submetido para publicação em 19 de abril de 2024. 

O e-mail confirmando a submissão do artigo está disponível no anexo IV deste 

documento. 
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4.3 Artigo 3 (gliconeogênese durante exposição a temperaturas negativas e 

desidratação) 

Título: Gluconeogenesis in frogs during cooling and dehydration exposure: new 

insights into tissue plasticity of the gluconeogenic pathway dependent on 

abiotic factors 

Periódico: Journal of Experimental Biology (ISSN: 1477-9145) 

Página URL do periódico: https://journals.biologists.com/jeb 

Qualis: A1 

Fator de Impacto: 2.8 

Status: Aceito para publicação 

Acesso: https://doi.org/10.1242/jeb.247259 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

A análise das adaptações fisiológicas de espécies frente a estresses 

ambientais é essencial para a compreensão dos mecanismos subjacentes à 

sobrevivência em ambientes desafiadores. No contexto dos anuros, notadamente 

Boana pulchella, tem a capacidade de modular seus processos metabólicos diante de 

condições extremas, como temperaturas negativas, desidratação e anóxia 

desempenha um papel crucial em sua viabilidade ecológica. Os resultados 

apresentados nessa Tese revelam uma série de respostas adaptativas que abrangem 

desde alterações nos substratos metabólicos, vias metabólicas e até ajustes na 

atividade enzimática em diferentes tecidos.  

Nesta discussão, faremos uma análise geral dos resultados provenientes dos 

três experimentos nos quais B. pulchella foi submetida, baixas temperaturas, 

desidratação e anóxia, examinando as respostas metabólicas específicas desses 

anfíbios e discutindo suas implicações significativas para a compreensão da fisiologia 

dessas espécies. Além disso, esses resultados têm importantes implicações para 

nossa compreensão da ecologia de B. pulchella, bem como para a conservação 

desses anuros em face das mudanças ambientais globais. Em última análise, esses 

estudos destacam a necessidade contínua de investigar as adaptações fisiológicas 

das espécies às mudanças ambientais para orientar eficazmente os esforços de 

conservação e manejo de populações vulneráveis. 

Estudos sobre as adaptações ao frio entre os ectotérmicos tem sido 

amplamente discutido na literatura em anuros de clima temperado (Storey e Storey, 

2013, 2017). No entanto, pouco se sabe sobre como os anuros subtropicais enfrentam 

ocasiões de baixas temperaturas, apesar de muitos viverem em ambientes onde 

períodos de temperaturas negativas são comuns. Quando exposta a -2.5 ºC por 24 h, 
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B. pulchella não apresentou sinais de congelamento e manteve seus reflexos iguais 

ao do grupo controle. Esse comportamento corresponde com a ecologia dessa 

espécie, uma vez que em seu habitat natural, B. pulchella experimenta alguns breves 

períodos de temperaturas negativas que normalmente ocorrem durante as noites de 

inverno (de Amaral et al., 2022). Além disso, é importante relembrar que essa espécie 

concentra sua atividade justamente nas épocas mais frias do ano, permanecendo 

ativa no inverno (Basso, 1990; Peltzer e Lajmanovich, 2007; Canavero et al., 2008; 

López et al., 2011; de Amaral et al., 2022). É essencial, portanto, que o animal não 

desencadeie um processo de congelamento, uma vez que em poucas horas as 

temperaturas voltam a ficar positivas (Maluf, 2000; Bergamaschi et al., 2013), e 

desencadear um processo com tantos mecanismos seria um gasto energético 

desnecessário. Portanto, pequenos ajustes fisiológicos podem ser importantes para 

manejar a exposição ao frio durante esses períodos (de Amaral et al., 2022). 

As percepções metabólicas derivadas de nosso estudo podem, portanto, 

fornecer informações de como os anuros que são ativos no inverno gerenciam suas 

respostas fisiológicas durante a exposição ao resfriamento. Primeiramente, B. 

pulchella apresentou concentrações diminuídas de ureia em vários tecidos sugerindo 

que a ureia pode não servir como um anticongelante nesta espécie. Essa resposta 

pode ser associada a uma diminuição da taxa metabólica e ao esgotamento retardado 

de combustível interno, como já relatado nas rãs endêmicas do Planalto Tibetano 

Nanorana parkeri durante o inverno (Niu et al., 2022b). Além disso, os anuros podem 

enfrentar condições desidratantes em temperaturas subzero (Costanzo e Lee, 2005), 

o que geralmente leva ao acúmulo de ureia, uma resposta comum a desafios hidro-

osmóticos (Shpun et al., 1992; Jørgensen, 1997). No entanto, observou-se que os 

níveis de ureia diminuíam em L. sylvaticus hibernantes conforme a disponibilidade de 
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água ambiental aumentava (Costanzo e Lee, 2005). Como todos os grupos 

experimentais neste estudo tiveram acesso irrestrito à água, isso também pode 

explicar a ausência de aumento nos níveis de ureia, mitigando assim os desafios 

osmóticos potenciais. Alternativamente, os anuros podem transformar a ureia em 

ácido úrico, uma forma inerte e menos solúvel, em resposta a desafios osmóticos 

como estratégia de conversão de resíduos nitrogenados, como observado em 

Phyllomedusa sauvagii e sazonalmente em Litoria infrafrenata (Shoemaker et al., 

1972; Young et al., 2012). As concentrações elevadas de ácido úrico e proteína total 

no coração durante a recuperação, juntamente com concentrações consistentes de 

ureia entre o resfriamento e a recuperação, sugerem a possível transformação de 

resíduos nitrogenados do catabolismo proteico em ácido úrico como uma forma de 

proteger o tecido cardíaco contra danos osmóticos. 

Além disso, a exposição ao resfriamento exerceu efeitos distintos na glicólise e 

glicogênese no músculo e no fígado de B. pulchella, sugerindo potenciais adaptações 

glicolíticas específicas para cada tecido. No fígado, as taxas mais baixas de síntese 

de glicogênio hepático e oxidação de glicose durante o resfriamento e a recuperação 

provavelmente indicam uma redução na utilização de glicose neste tecido, 

possivelmente como estratégia para manter as concentrações de glicogênio ao longo 

desse período. Evidências sugerem um fluxo diminuído através da via glicolítica 

hepática em sapos que hibernam, influenciado por fatores como temperatura e 

disponibilidade de oxigênio (Donohoe e Boutilier, 1998; Storey e Storey, 1990; 

Tattersall e Ultsch, 2008), sendo a temperatura baixa o principal impulsionador em 

sapos intolerantes ao congelamento (Pinder et al., 1992).  É digno de nota que os 

indivíduos coletados no inverno exibiram concentrações mais altas de glicogênio (de 

Amaral et al., 2022), destacando a importância de preservar essas reservas no frio. 
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Portanto, esses achados sugerem que temperaturas mais baixas, especialmente 

abaixo de 5 °C, promovem uma diminuição na utilização de glicose tanto para 

armazenamento quanto para oxidação no tecido hepático de B. pulchella. 

Por outro lado, a oxidação de glicose no músculo permaneceu a mesma entre 

os grupos. A glicólise aeróbica é um processo celular eficiente em tempo e energia 

(Melkonian e Schury, 2022), então manter essa via no músculo ativo é razoável para 

esses animais ativos. Observou-se uma diminuição na síntese de glicogênio no grupo 

de recuperação em comparação com o grupo de aclimatação, possivelmente devido 

à conversão de lactato em glicogênio (Petersen e Gleeson, 2011; Fournier e Guderley, 

1992). Esses ajustes metabólicos suportam a atividade muscular sustentada 

necessária para várias atividades vitais nesse período, incluindo a reprodução e busca 

por alimento. 

Assim como na exposição a baixas temperaturas, quando exposta a 

desidratação com uma perda de 40% de água corporal e um subsequente período de 

reidratação de 24 horas, identificamos variações no metabolismo em B. pulchella. 

Identificar, portanto, essas variações são importantes uma vez que a restrição hídrica 

e, consequentemente, a desidratação são condições que podem comprometer 

populações e levar ao declínio das espécies de anuros (Lertzman‐Lepofsky et al., 

2020; Greenberg e Palen, 2021; Beranek, 2022). Em linhas gerais, a desidratação 

modificou a massa corporal, e no encéfalo, fígado e músculo alterou a concentração 

de substratos metabólicos. No músculo e no coração, houve uma mudança nas 

enzimas antioxidantes, e no músculo e no fígado, a gliconeogênese também foi 

alterada. Esses resultados sugerem que B. pulchella precisa fazer uso de certos 

mecanismos metabólicos para lidar com períodos de exposição à restrição hídrica 

para sobreviver. 
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Sabe-se que a desidratação em anuros resulta em perda de água corporal, 

refletida pela redução de peso. Durante a recuperação, a rápida restauração do peso 

corporal pode ser facilitada pela permeabilidade osmótica aumentada da pele pélvica, 

estimulada pelo hormônio antidiurético arginina vasotocina (AVT; Bentley e Main, 

1972; Bentley e Yorio, 1979). O AVT se liga a um receptor específico, o receptor tipo 

V2, localizado na membrana basolateral das células epiteliais da mancha pélvica, 

ativando-o. Esse receptor ativado estimula a adenilato ciclase (AC), uma proteína de 

membrana, que converte o ATP em AMPc. O AMPc, por sua vez, ativa a proteína 

quinase A (PKA), uma proteína citoplasmática. A PKA tem dois efeitos na célula: a 

curto prazo, atua sobre vesículas citoplasmáticas que armazenam as aquaporinas 

AQPh-2 e AQPh3, promovendo a translocação dessas vesículas para a membrana 

apical da célula, aumentando a densidade dessas aquaporinas na membrana. E a 

longo prazo, estimula a transcrição de RNAm para AQPh-2 e AQPh-3. Dessa maneira, 

a água é transportada do citoplasma para o interstício através das AQPh-3BL, 

aquaporinas ortólogas às AQP3 de mamíferos, que estão ancoradas 

permanentemente na membrana basolateral da célula. Do interstício, a água passa 

para o sangue através de AQP-1, presente na membrana plasmática das células do 

endotélio capilar (Tanii et al., 2002; Hasegawa et al., 2003; Junior e Gomes, 2012). 

Diante disso, estudos analisando a expressão desses transportadores durante os 

períodos de desidratação e reidratação seriam interessantes para complementar 

esses resultados. Além disso, embora a desidratação afete o peso corporal, o 

conteúdo de água dos órgãos permaneceu constante, indicando uma perda de água 

principalmente de espaços extracelulares ou volume plasmático (Hillman, 1978; 

Churchill e Storey, 1994). Esse fenômeno foi facilmente confirmado durante a 

dissecação, onde a grande quantidade de líquido normalmente encontrada na 
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cavidade abdominal e no sistema circulatório havia desaparecido nos estágios mais 

avançados de desidratação. Resultados semelhantes também foram observados em 

várias espécies, incluindo L. sylvaticus, P. crucifer e R. pipiens, sugere uma estratégia 

geral de resistência à desidratação em anfíbios (Churchill e Storey, 1993, 1994, 1995). 

Durante o período de desidratação, o encéfalo exibiu altas concentrações de 

ureia e lactato, substratos já conhecidos por seu papel osmoprotetor em anfíbios 

submetidos a estresse de desidratação (Storey et al., 2021). Esses achados sugerem 

que a ureia elevada pode também diminuir o metabolismo em certos tecidos, 

conservando assim reservas de energia limitadas (Costanzo e Lee, 2005). R. 

sylvatica, desidratada em temperaturas semelhantes às de B. pulchella, respondeu 

acumulando vários solutos, incluindo ureia, e induzindo uma resposta hipometabólica 

induzida pela ureia (Muir et al., 2007). Além disso, a regulação de osmólitos, como a 

ureia, pode inibir a síntese de proteínas durante a desidratação para conservar 

energia e estabelecer um estado hipometabólico (Wu et al., 2017). A diminuição da 

capacidade cardiovascular durante a desidratação compromete a entrega de oxigênio, 

levando a uma queda no metabolismo aeróbico e acúmulo de lactato (Hillman, 1978). 

Em animais desidratados, como P. crucifer, observou-se um aumento significativo na 

concentração de lactato no encéfalo, indicando um possível papel do lactato como 

substrato neuroprotetor e energético anaeróbico durante o estresse de privação de 

água (Churchill e Storey, 1994; Berthet et al., 2009; Katzenback et al., 2014; Childers 

e Storey, 2016, 2019). Em Xenopus laevis, mudanças nos níveis de ureia induzidas 

pela desidratação, juntamente com modificações pós-traducionais enzimáticas, 

aumentaram e melhoraram a função da lactato desidrogenase (LDH), evidenciando 

uma interação entre os substratos ureia e lactato (Katzenback et al., 2014). 



 

 

124 
Tese de Doutorado 

Marjoriane de Amaral 

Ademais, o tecido hepático de B. pulchella apresentou um aumento da 

glicogênese após a reidratação em comparação com o controle, enquanto os níveis 

de lactato diminuíram. Isso sugere dois caminhos possíveis para a utilização do 

lactato. Primeiro, o lactato pode ser usado para a glicólise anaeróbica, apoiando as 

demandas de ATP no animal desidratado (Dawson et al., 2018; Hawkins et al., 2019). 

Em segundo, o lactato pode ser convertido em glicogênio durante a desidratação 

como uma estratégia para reter a água tecidual, utilizando-se do lactato como 

substrato para a gliconeogênese, conforme sugerido pelos nossos resultados no 

artigo da gliconeogênese. A síntese de glicogênio durante a desidratação é uma 

estratégia importante para armazenar água e evitar sua perda, uma vez que o 

glicogênio requer moléculas de água para ser sintetizado e armazenado (Sherman et 

al., 1982; King et al., 2018). Observou-se também uma maior concentração de 

glicogênio muscular durante a reidratação, o que reafirma a hipótese de que a 

glicogênese é um mecanismo potencial para a conservação de água tecidual. A maior 

glicogênese muscular durante a desidratação pode ser atribuída à maior 

disponibilidade de lactato para uso neste tecido através do próprio metabolismo 

muscular. Esses resultados, juntos com a manutenção da concentração de ureia no 

tecido hepático e muscular, sugerem uma estratégia para a osmorregulação, 

prevenção de danos teciduais e manutenção da atividade e integridade nesses 

tecidos. 

Quanto ao equilíbrio oxidativo, ele apresentou variações durante a 

desidratação e reidratação entre os tecidos, indicando diferentes respostas ao 

estresse. Enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) 

auxiliam o animal na preparação para o estresse oxidativo experimentado durante os 

períodos de desidratação e reidratação (Wu et al., 2017). O encéfalo não mostrou 
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diferenças na atividade da CAT, sugerindo que a ação neuroprotetora pode derivar de 

outros mecanismos, como a acumulação de lactato em si e/ou outros componentes 

do sistema antioxidante não analisados (Ighodaro e Akinloye, 2018). Além disso, a 

ureia reduziu a atividade da CAT nos corações de sapos em estivação  (Storey, 2002), 

e esse efeito poderia estar ocorrendo nos encéfalos de B. pulchella, uma vez que 

observamos uma concentração mais alta de ureia durante a desidratação. O aumento 

da atividade da CAT no coração após um período estivação já é relatado em anuros 

(Grundy e Storey, 1998; Feidantsis et al., 2013). Isso provavelmente ocorre porque, 

com a reidratação, o volume plasmático aumenta, levando a um aumento do fluxo 

sanguíneo e consequentemente a um rápido aumento das espécies reativas de 

oxigênio (ROS) quando o oxigênio é reintroduzido (Wu et al., 2017). Assim, o coração 

recebe esse fluxo instantaneamente e deve lidar com as ROS. Portanto, o aumento 

da CAT durante a reidratação é indicativo da ação desse mecanismo de defesa. No 

tecido muscular, por sua vez, conseguimos reafirmar a importância de enzimas de 

defesa de primeira linha como SOD e CAT durante a reidratação, com o papel de 

mitigar os danos da rápida geração de ROS devido a um aumento rápido no consumo 

de oxigênio nos estágios iniciais da reidratação e reoxigenação (Hermes-Lima et al., 

1998, Hermes-Lima et al., 2001). A atividade da glutationa S-transferase (GST), que 

desempenha um papel na desintoxicação de xenobióticos e produtos de peroxidação 

lipídica (Singhal et al., 1992), não foi afetada pela desidratação no músculo de B. 

pulchella. Além disso, os níveis de produtos de peroxidação lipídica (TBARS) também 

não mudaram entre os grupos, consistentes com os achados em R. pipens (Hermes-

Lima e Storey, 1998). Esses resultados indicam que a reidratação aumentou a 

resposta antioxidante contra, possivelmente, o aumento da formação de radicais 

superóxido e peróxido de hidrogênio e, assim, prevenindo a peroxidação lipídica. 
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Essas respostas representam uma vantagem adaptativa para manter a viabilidade 

tecidual para a mobilidade após a desidratação.  

A análise dos ajustes na via da gliconeogênese durante a exposição a 

temperaturas baixas e desidratação merecem uma atenção especial nessa discussão, 

uma vez que os achados são importantes no contexto geral do metabolismo dos 

anuros. Sabe-se que a preferência por um substrato energético pode variar 

dependendo de fatores como a estação do ano e as condições ambientais, como 

temperatura e umidade (King et al., 1995; Kiss et al., 2009; de Amaral et al., 2022, 

2023; Hawkins et al., 2019; Park e Do, 2020; Yoldas and Erismis, 2021). A via 

gliconeogênica desempenha um papel crucial nessas adaptações, mas poucos 

estudos investigaram sua atividade nos tecidos de anfíbios. Nosso estudo é o primeiro 

a avaliar a atividade gliconeogênica usando substratos radiomarcados no fígado, 

músculos e rins de anuros adultos durante exposição ao frio, desidratação, e anóxia, 

ressaltando um avanço na elucidação dos mecanismos adjacentes a essas 

exposições. 

Resumidamente, observamos que durante a exposição ao frio e até 24 horas 

depois, a via gliconeogênica exibe atividade reduzida no fígado de B. pulchella, 

corroborando com os resultados encontrados na literatura onde a diminuição na 

gliconeogênese durante temperaturas frias já foi sugerida. Durante o congelamento, 

por exemplo, a atividade da frutose-1,6-bisfosfatase (FBPase), uma enzima chave na 

regulação da gliconeogênese, diminui significativamente em L. sylvaticus, indicando 

supressão da gliconeogênese hepática (Varma e Storey, 2022). Em R. catesbeiana, 

a fosfoenolpiruvato carboxicinase citosólica (PEPCK-C), outra enzima importante na 

gliconeogênese, exibe máxima atividade durante o verão para rãs adultas em 

comparação com os meses mais frios (Rexer-Huber et al., 2011). Esses achados 
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sugerem que durante os estados frios, o fígado experimenta supressão da 

gliconeogênese a partir de substratos como glicerol e lactato, enquanto a alanina se 

torna o substrato preferencial. A estabilidade da atividade gliconeogênica via alanina 

no fígado pode ser atribuída aos hábitos alimentares carnívoros desses animais, que 

fornecem uma fonte rica desse substrato (Schermerhorn, 2013). Além disso, a 

atividade da gliconeogênese a partir de lactato e glicerol continua reduzida pelo menos 

24 horas após a exposição ao frio, sugerindo um tempo prolongado para restabelecer 

a atividade da via. 

Por outro lado, o lactato geralmente se acumula no fígado de sapos 

congelados, indicando que a glicólise anaeróbica ocorre durante o congelamento ou 

hibernação (Storey, 1984; Storey e Storey, 1984; Storey e Storey, 1986; Niu et al., 

2023b). Portanto, durante o resfriamento e a recuperação, a redução da 

gliconeogênese a partir do lactato no fígado pode sugerir que o lactato é 

provavelmente utilizado por meio da glicólise anaeróbica para fornecer energia a esse 

tecido. Da mesma forma, durante a exposição à desidratação, a diminuição da 

gliconeogênese a partir do lactato no fígado durante a recuperação pode estar 

associada a uma estratégia para fornecer energia para restabelecer o metabolismo. 

Na fase de recuperação da desidratação, a atividade da lactato desidrogenase (LDH), 

a enzima responsável pela última etapa da glicólise anaeróbica que converte piruvato 

em lactato, foi menos ativa no fígado desidratado de Xenopus laevis (Childers e 

Storey, 2019). Isso sugere que uma parte significativa do piruvato formado via glicólise 

pode ser direcionada para o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), favorecendo um 

retorno à fosforilação oxidativa (Childers e Storey, 2019) e talvez menos lactato esteja 

sendo direcionado para a via de gliconeogênese. Além disso, embora o fígado seja 

um local primário para a reciclagem de lactato a partir do músculo, o lactato pode não 
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ser mais capaz de chegar ao fígado durante a exposição ao frio e a recuperação. O 

lactato pode ser reciclado dentro do próprio músculo, como anteriormente relatado em 

situações pós-exercício (Fournier e Guderley, 1992; Gleeson e Dalessio, 1990). Essa 

redução na transferência de lactato do fígado para o músculo pode diminuir a atividade 

de gliconeogênese a partir desse precursor no fígado. Reciclar lactato dentro do 

músculo pode ser uma adaptação estratégica para conservar energia, evitando os 

gastos associados ao ciclo de Cori ou a perda potencial de lactato durante as 

transferências fígado-músculo. Essa abordagem permite a geração rápida de energia 

diretamente dentro do músculo durante a exposição ao estresse, o que é 

particularmente crucial para B. pulchella. Essa perereca permanece ativa durante o 

inverno (Maneyro e Carreira, 2012; de Amaral et al., 2022), e otimizar os recursos 

energéticos é essencial para sustentar atividades como a vocalização. Além disso, 

esse animal habita áreas de agricultura extensiva, onde poças podem desaparecer 

devido a atividades de plantio (Brodeur et al., 2012). Portanto, a adaptação a períodos 

secos e a otimização dos recursos energéticos durante esses períodos podem garantir 

a sobrevivência dos indivíduos. 

A gliconeogênese, em anuros, não se restringe ao fígado e ao rim. R. 

catesbeiana, por exemplo, mostrou uma via gliconeogênica na retina (Goldman, 

1988), enquanto sapos Bufo marinus exibiram atividade gliconeogênica na bexiga 

urinária (Morrison, 1972) e na mucosa gástrica (Finol e Chacin, 1980). Estudos 

sugeriram que R. pipiens poderia reciclar lactato diretamente para glicogênio muscular 

após atividade vigorosa e em R. catesbeiana a gliconeogênese muscular a partir de 

lactato foi sugerida (Petersen e Gleeson, 2011). Nosso estudo amplia essa 

compreensão, mostrando que a via gliconeogênica ocorre não apenas a partir de 

lactato, mas também de alanina no músculo de B. pulchella. Embora R. catesbeiana 
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tenha mostrado capacidade gliconeogênica a partir de lactato no músculo, essa 

capacidade não variou entre condições térmicas diferentes. Em nossos estudos, B. 

pulchella apresentou maiores concentrações de lactato muscular comparado a R. 

catesbeiana, mesmo durante o resfriamento. Esses achados sugerem que o lactato 

muscular pode ser um substrato essencial reciclado dentro do tecido muscular durante 

o estresse, possivelmente via gliconeogênese, resultando na produção de energia 

como glicose ou armazenado como glicogênio (Gleeson, 1985; Gleeson e Dalessio, 

1990).  

Essa hipótese desafia a compreensão convencional da gliconeogênese a partir 

do lactato, que geralmente envolve o fígado em mamíferos, onde o lactato é 

exportado, e a gliconeogênese ocorre no fígado através do ciclo de Cori (Cori e Cori, 

1946; Cori, 1981). Em contraste, nossos achados sugerem que em anuros, 

especialmente em B. pulchella, a gliconeogênese a partir do lactato pode ocorrer 

dentro do tecido muscular. Além disso, a observação de que B. pulchella permanece 

ativa durante a exposição ao frio (de Amaral et al., 2023) e durante todo o inverno em 

seu habitat natural (Maneyro e Carreira, 2012; Ximenez e Tozetti, 2015) apoia a ideia 

de que as baixas temperaturas não impactam significativamente a gliconeogênese 

muscular. Essa resiliência às condições frias pode representar uma adaptação 

metabólica evoluída em anuros que habitam ambientes mais frios. 

Por fim, referente aos dados preliminares do experimento com os animais 

submetidos à anóxia, eles já nos indicam que B. pulchella também apresenta 

variações metabólicas durante a exposição a um ambiente com restrição de oxigênio. 

Primeiramente, a concentração plasmática de lactato foi maior durante a anóxia. Esse 

dado não é incomum, já que o acúmulo de lactato, um produto anaeróbico, nos tecidos 

e plasma é uma resposta recorrente em anuros expostos a ambientes hipóxicos ou 
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anóxicos (Armentrout, 1969; Donohoe e Boutilier, 1999; Currie et al., 2001; Stewart et 

al., 2004; Shekhovtsov et al., 2020). Demais análises estão sendo conduzidas para 

mensurar a concentração dos substratos metabólicos, como o lactato, no fígado, 

músculo, coração e no encéfalo afim de identificar se esse aumento ocorre também 

nos tecidos. 

Como já mencionado anteriormente, em condições de baixa disponibilidade de 

oxigênio, sugere-se que o lactato possa ser empregado, nos anuros, tanto como 

substrato para a oxidação quanto na via da gliconeogênese para a produção de 

glicose (Donohoe e Boutilier, 1999). Os tecidos que têm acesso a algum oxigênio 

podem utilizar o lactato diretamente, enquanto o lactato pode ser transportado para o 

fígado e convertido em glicose para os tecidos que dependem desse carboidrato, 

como o encéfalo. Sugerimos, ainda, que esse lactato convertido em glicose pode ser 

estocado no fígado como glicogênio, uma vez que glicogênio hepático foi maior 

durante a anóxia em B. pulchella. Durante a recuperação da anóxia, um processo 

crucial é a eliminação dos produtos finais, principalmente o lactato. Portanto, há um 

mecanismo efetivo que consegue regularizar a concentração na recuperação para 

níveis do controle. No estudo de invertebrados, Ellington (1983) sugeriu que esses 

produtos podem ser eliminados por três métodos possíveis: oxidação completa, 

conversão de volta em produtos de armazenamento, como o glicogênio, e/ou 

excreção. No entanto, o mecanismo adotado por Boana pulchella para realizar essa 

rápida eliminação ainda deve ser elucidado. 

Além disso, especialmente em órgãos vitais como o encéfalo, o lactato pode 

ter um papel neuroprotetor durante períodos de anóxia ou hipóxia (Roumes et al., 

2021). Antigamente, o lactato era considerado um produto final residual e sem 

utilidade do metabolismo energético anaeróbico e que às vezes poderia se tornar 
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prejudicial (Shurr, 2006). Hoje, ele já é considerado uma molécula com diversas 

funções, inclusive, como sendo um possível substrato energético alternativo para os 

neurônios e assumindo um papel crucial na homeostase energética do encéfalo 

(Annoni et al., 2021). Diante disso, nossos resultados apontam que B. pulchella 

diminui a gliconeogênese a partir de lactato no encéfalo durante a anóxia indicando 

que o lactato, de fato, é o substrato preferencial no encéfalo (e não a glicose) e que o 

lactato pode estar sendo utilizado como substrato energético, gerando 2 moles de ATP 

por mol de glicose, como já hipotetizado por Shurr (2006). Durante a recuperação, o 

lactato pode ser convertido a piruvato na mitocôndria, mediado por LDH, fornecendo 

piruvato para o ciclo do ácido tricarboxílico mitocondrial (Shurr, 2006; Rogatzki et al., 

2015). Não podemos esquecer que esses são resultados preliminares, e uma melhor 

predição será obtida quanto completada as demais mensurações metabólicas desse 

experimento. 
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6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 É inegável que o entendimento dos ajustes metabólicos de anfíbios a diferentes 

exposições a desafios fisiológicos e estressores ambientais é uma vasta área que 

merece cada vez mais estudos. De forma geral, os resultados encontrados nessa 

Tese sugerem que fatores ambientais influenciam as concentrações de substratos 

metabólicos, as vias oxidativas e de síntese de glicose, as vias gliconeogênicas e o 

balanço oxidativo em Boana pulchella.  

Em B. pulchella identificamos, pela primeira vez, a existência da 

gliconeogênese no músculo a partir de alanina e lactato. Ademais,  há uma 

plasticidade tecidual para essa via e uma utilização de substratos preferenciais 

dependendo das condições ambientais. Durante a exposição a temperaturas 

subnegativas, a resiliência encontrada ao congelamento provavelmente decorre de 

adaptações específicas da espécie que facilitam a sobrevivência em um ambiente 

caracterizado por breves períodos de temperaturas negativas. Adaptações 

metabólicas como concentrações reduzidas de ureia e diminuição do metabolismo de 

glicose hepática durante a exposição ao resfriamento podem indicar uma necessidade 

de níveis reduzidos de osmólitos em condições de frio e a conservação de energia 

durante esse período. Durante a desidratação, sintetizar glicogênio e manter esses 

estoques nos tecidos parece ser uma estratégia para preservar a água tecidual. O 

equilíbrio oxidativo também exibiu atividades tecido-específicas de enzimas 

antioxidantes. A CAT no coração e no músculo, e SOD no músculo, parecem ser 

enzimas importantes durante a reidratação para lidar com ROS e prevenir o estresse 

oxidativo mantendo os tecidos funcionais durante a desidratação e na reidratação. 

Sugerimos, ainda, um papel importante do lactato como agente neuroprotetor quando 

exposto a desidratação e a anóxia. Essas respostas fisiológicas integradas 
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possivelmente auxiliam esses animais a lidarem com o estresse ambiental ao qual foi 

exposto e, provavelmente, atuando em conjunto com outras estratégias fisiológicas, 

anatômicas ou comportamentais, possibilita a sobrevivência desses organismos em 

ambientes desafiadores. Além disso, esse estudo traz importantes resultados para o 

entendimento da dinâmica dos ajustes metabólicos em anuros subtropicais, 

fomentando a literatura existente e fornecendo dados para novos estudos. Sem 

dúvida, estudos adicionais devem ser realizados para descrever e elucidar por 

completo os mecanismos fisiológicos dessa espécie e em outras espécies de anuros, 

a fim de preencher as lacunas existentes na literatura acerca da Ecofisiologia de 

anuros subtropicais.  

Para avançar no entendimento das adaptações fisiológicas dos anfíbios a 

diferentes condições ambientais, projetamos algumas perspectivas a partir dos 

resultados aqui obtidos. Primeiramente, como perspectiva a curto prazo, projetamos 

finalizar as mensurações do experimento de exposição à anóxia realizando a 

determinação da concentração dos substratos teciduais, como glicogênio, ureia e 

lactato, bem como a atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST) e algum 

marcador de dano oxidativo (TBARS, por exemplo). Como perspectivas futuras, seria 

interessante realizar experimentos que explorassem a interação dos fatores 

estressores estudados, como exposição simultânea a temperaturas extremas e 

desidratação. Essa abordagem permitiria uma compreensão mais holística e realista 

das estratégias de sobrevivência desses animais diante de desafios ambientais 

múltiplos e simultâneos que são expostos em seus ambientes naturais. Além disso, 

experimentos direcionados para análises de metaboloma e atividades de enzimas 

específicas das vias aqui estudadas, por exemplo, atividade da PEPCK, poderiam 

esclarecer os mecanismos bioquímicos subjacentes às respostas observadas. Ao 
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utilizar técnicas avançadas de metabolômica, poderíamos identificar padrões 

metabólicos únicos associados à resistência ao frio, à desidratação e a anóxia em 

Boana pulchella. Da mesma forma, a realização de experimentos focados na 

avaliação de enzimas específicas poderia elucidar o papel preciso dessas moléculas 

na resposta fisiológica dos anuros a diferentes estressores ambientais. Outra 

perspectiva é determinar a expressão dos transportadores de glicose, como o GLUT2, 

nos tecidos dos diferentes grupos experimentas. Análises de PCR do gene slc2a2 (a 

isoforma mais expressa de GLUT2 em hepatócitos de outras espécies de anuros) já 

estão sendo conduzidas para obtenção das sequências parciais desse gene para 

futuras quantificações. Ademais, objetiva-se futuramente realizar a mensuração das 

alterações metabólicas durante a exposição a estressores em outras espécies de 

anuros e utilizar esses dados como uma ferramenta potente para conservação dessas 

espécies. Em conjunto, essas abordagens experimentais mais detalhadas e 

integradas têm o potencial de fornecer uma compreensão mais profunda das 

adaptações fisiológicas dos anfíbios a ambientes variáveis e desafiadores, além de 

lançar luz sobre possíveis estratégias de conservação em face das mudanças 

climáticas e ambientais. 
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