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RESUMO

Os anfibios apresentam caracteristicas importantes, como a ectotermia e um ciclo de
vida com uma fase terrestre e outra aquatica, que determinam sua distribui¢do. Viver
em ambientes com grandes variacdes de temperatura ou com restricdo hidrica requer
modificacdes comportamentais, bioquimicas e fisioldgicas significativas para lidar com
as flutuagbes nos parametros ambientais, como temperatura, oxigénio e umidade.
Além disso, no contexto atual, em que as mudancas climaticas sdo uma realidade,
esse grupo requer atencao especial devido a sua consideravel vulnerabilidade diante
das mudancas ambientais. Trabalhos anteriores ja demonstraram que 0S anuros
possuem alguns ajustes fisioldgicos conservados dentro do grupo que os permitem
sobreviver em ambientes estressores. Partindo da premissa de que os anfibios tém
capacidade de ajustar seus processos fisioldgicos a mudangas ambientais, nossa
hipotese € que a perereca subtropical Boana pulchella apresenta ajustes metabdlicos
especificos para lidar com temperaturas baixas, desidratacdo e andxia. O objetivo
desse trabalho, portanto, foi caracterizar quais sdo 0s ajustes metabdlicos de B.
pulchella frente a exposicdo experimental a temperaturas negativas, desidratacao e
anoxia. Experimentos foram conduzidos para expor B. pulchella a essas condi¢des,
seguidos de analises bioquimicas e enzimaticas no plasma e tecidos. Foram
mensurados indices morfométricos, concentracéo de metabdlitos no plasma e tecidos
(acido urico, glicerol, glicose, lactato, ureia), balanco oxidativo, e vias relacionadas ao
metabolismo da glicose como oxidacdo a CO2, glicogénese e gliconeogénese em
diferentes condi¢des experimentais. Os resultados revelaram mudancas metabdlicas
significativas em Boana pulchella que variaram dependendo do tipo de exposicéo.
Durante exposicdo a temperaturas negativas, observou-se resiliéncia ao

congelamento. Além disso, concentracdes reduzidas de ureia e diminuicdo do



metabolismo de glicose hepatica durante a temperaturas negativas podem indicar
uma necessidade de niveis reduzidos de osmodlitos em condicdes de frio e a
conservacgao de energia durante esse periodo. Na desidratacéo, os resultados indicam
gue ha uma estratégia de preservacdo de agua tecidual através da glicogénese,
evidenciada pelo aumento da sintetize glicogénio e, assim, estocar moléculas de agua
no tecido junto com esse glicogénio. O equilibrio oxidativo também exibiu atividades
tecido-especificas de enzimas antioxidantes. Durante a reidratacdo, a CAT no coragao
e no musculo, e SOD no musculo, 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 desidratacdo e a andxia, uma vez que seus niveis
foram elevados. As respostas integradas, em conjunto com outras ndo analisadas,
possivelmente auxiliam na sobrevivéncia desses animais em ambientes desafiadores
uma vez que em todas as exposicdes 0s animais conseguiram se recuperar. Além
disso, esses resultados auxiliam na descricao dos ajustes metabdlicos que os anuros
subtropicais apresentam quando expostos a estressores fomentando a literatura e a
compreensao da fisiologia desse grupo de animais pouco estudados. Para avancar
no entendimento das adaptacdes fisiolégicas dos anfibios, propde-se explorar
interagcfes entre esses fatores estressores, andlises detalhadas de metaboloma e
atividades enzimaticas, bem como determinar a expressdo de transportadores de
glicose. Essas abordagens tém o potencial de fornecer uma compreensao mais
profunda das adaptacOes fisiolégicas dos anfibios e informar estratégias de

conservacao diante das mudancas climaticas.



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 CO:2 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



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 INTRODUCAO GERAL

O termo "anfibio" 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 aquatica (girino), caracterizada pela respiracao branquial; e uma fase terrestre,
na qual o adulto possui respiragéo pulmonar e cutanea (Bernarde, 2012). Esta classe
esta subdividida em trés ordens distintas: 1. Anura (sapos, ras e pererecas); 2.
Caudata (salamandras e tritbes); 3. Apoda (cecilias e cobras-cegas; Pough, 2007). A
ordem Anura é a ordem mais representativa dentro da classe dos anfibios, contendo,

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

Os anuros apresentam uma distribuicdo bem abrangente, demonstrando uma
notavel 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 areas montanhosas de grande altitude
(Costanzo et al., 2013; Niu et al., 2022a; de Amaral et al., 2022). No entanto, 0os anuros
tendem a se concentrar em regides geograficas mais proximas ao Equador (figura 1),
onde predomina regibes tropicais imidas com chuvas regulares e poucas variacdes
de temperatura (Duellman, 1989; Buckley e Jetz 2007; Wells, 2007; Jenkins et al.,
2013; Pimm et al., 2014). Nao é incomum, portanto, que a fauna brasileira de anuros
seja a mais rica do mundo (SBH, 2024), pois o Brasil concentra biomas propicios para

a colonizagdo 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 distribuicdo geografica mais concentrada em zonas com pouca variagao
de temperatura e umidade da-se ao fato de que esses dois fatores sdo determinantes
para boa condicdo 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 biolégicos essenciais, como
crescimento e reproducdo (Angilletta, 2009). Essa influéncia significativa decorre do
fato de que os anuros sao animais ectotérmicos, ou seja, tém pouco controle interno
sobre sua temperatura corporal, e poiquilotérmicos, pois a temperatura corporal muda
em fungdo da temperatura do ambiente ao seu redor (Sokolova, 2008; Lewbart, 2019).
Essas caracteristicas acabam refletindo em sua distribuicdo geogréfica e na
diversidade de habitats que ocupam (Navas, 1997; Angilletta et al., 2002; Guschina e

Harwood, 2006).



Além da temperatura, a umidade também desempenha um papel critico no
desempenho ecoldgico dos anuros, uma vez que a interacdo entre 0s regimes
térmicos e a disponibilidade de agua define os habitats adequados para essas
espécies (Lillywhite e Navas, 2006). De modo geral, os anfibios sdo dependentes da
agua e/ou umidade devido ao seu ciclo de vida que inclui uma parte aquatica, a sua
reproducao e a suas caracteristicas anatémicas (Pough, 2007). A reproducao ocorre
em pocas, lagoas e riachos que séo utilizados para desova e desenvolvimento larval
(Duellman e Trueb, 1986). Os anuros possuem ovOS Sem casca, € essa caracteristica
torna os ovos suscetiveis a dessecacao quando ndo 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 corneo estreito (Toledo
e Jared, 1993), tornando-a altamente delgada, permeavel a agua e com uma alta
susceptibilidade a perda de agua por evaporacdo (EWL, do inglés evaporative water

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

1.1 Adaptacdes fisioldogicas em anuros

Apesar da preferéncia a ambientes com temperaturas amenas e sem
amplitudes e umidade regular, alguns anuros desenvolveram adaptacdes que
possibilitaram a sua sobrevivéncia 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 ndo convencionais como esses requer modificacdes
significativas do ponto de vista comportamental, bioquimico e fisiolégico (Hillman et
al., 2008). Essas adaptacfes sdo necessarias para lidar com as flutuacdes nos

parametros ambientais, tais como variacbes de temperatura, oxigénio e umidade



(Churchill e Storey, 1996; Tattersall e Ultsch, 2008; Carvajalino-Fernandez 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 adaptacdes que ocorrem durante periodos de exposicao a
estressores ambientais parecem ter sido derivadas (e otimizadas) de outros recursos
preexistentes encontrados nos anfibios (Storey e Storey, 2017). Tolerancia a anoxia,
tolerancia a desidratacdo e resisténcia ao frio parecem estar sobrepostas em uma
base conservada tanto da resposta ao estresse quanto aos principios comuns de
depressdo da taxa metabdlica (hipometabolismo; Storey e Storey, 2017; figura 2).
Essas adaptacBes multifacetadas revelam a notavel plasticidade e capacidade de

adaptacao dos anuros a uma variedade de condi¢cdes ambientais desafiadoras.

[ Hipometabolismo e resposta ao estresse )

*Preparagado para estocar reservas de energia para periodos longos
de jejum,

*Redugdo da taxa metabdlica para 1-30% da taxa normal em
repouso

*Supressao coordenada de fungdes celulares com muito gasto de
ATP: ex. Transcrigdo e transporte ativo

* Supressao da fungdo enzimatica por modifica¢des pés-traducionais
*Regulagao positiva de mecanismos citoprotetores: ex. proteinas
chaperonas, antioxidantes

J
Tolerancia a anoxia ] <1 [ Tolerancia a desidratagdo j
*Produ¢do anaerdbica de ATP * Suportar grandes mudangas no conteldo de dgua
*Redu¢do da acidose * Gerenciar aquaporinas e outros transportadores de
*Gene especifico da anoxia soluto , ,
*Acumutar uréia ou outros osmélitos para regular o
volume
\' Controle especifico de genes j
\ 4
Adaptagoes ao frio ]
*Crioprotetores de carboidratos

*Proteinas anticongelantes e giicolipidios
*Alteragdes fosfolipicicas da membrana
*Controle especifico de genes

Figura 2. Visdo geral das adaptagdes a estressores ambientais em anfibios. A tolerancia a andxia,
desidratacdo e ao frio parecem derivadas e otimizadas do hipometabolismo e da resposta ao estresse

em anfibios (Adaptado de Storey e Storey, 2017).




Tendo em mente essa base conservada do hipometabolismo e a derivacéo a
outras adaptacdes fisioldgicas frente a desidratacdo, a andxia e ao frio em anuros, é
necessario fomentar a literatura existente com estudos demonstrando quais sao as
alteracdes que ocorrem durante a exposicao a esses fatores nesse grupo tao diverso
gue sdo os anuros. Ademais, em um mundo onde as mudancas climaticas ja sdo uma
realidade e os anuros é um dos grupos de animais mais vulneraveis a essas
mudancas (Luedtke et al., 2023), a exposicdo a temperaturas adversas, baixa
disponibilidade de agua e de oxigénio sdo parametros particularmente importantes
nesse contexto. Além de trazerem informacdes sobre a plasticidade de determinada
espécie e descrever suas alteracdes metabdlicas, os resultados desses estudos sobre
as alteracdes fisioldégicas em distintas condicbes abidticas podem ser aplicados a
estudos com outros taxons e como ferramentas para conservacdo das espécies

(Madliger et al., 2018).

1.1.1 Adaptacdes fisioldgicas a baixas temperaturas

Muitas espécies de anuros habitam locais que apresentam, ao longo do ano,
episodios esporadicos de baixas temperaturas (e.g Carvajalino-Fernandez et al.,
2011; Rodriguez et al., 2019; Reider et al., 2021; Carvajalino-Fernandez 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 adaptac®es fisioldgicas dos anuros terrestres a baixas temperaturas variam
de espécie para espécie e sdo, majoritariamente, estudadas em espécies que habitam
regides de zonas temperadas do Canada, Estados Unidos e Europa (Storey e Storey,

2017).



Mesmo em temperaturas baixas, algumas espécies de anuros sédo observadas
em atividade, como por exemplo, Anaxyrus boreas a 3 °C (Brattstrom, 1963), Incilius
bocourti a 3,5 ° C (Stuart, 1951) e Boana pulchella a 4 °C (de Amaral et al., 2022;
comunicacdo pessoal, julho de 2022). A capacidade de continuar ativo em baixas
temperatura traz o enfoque para 0os animais que vivem em regifes subtropicais, iSS0O
porque, nessas regides, alguns anuros enfrentam variagdes nas temperaturas
ambientais ao longo das esta¢des (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 niveis de desempenho semelhantes por
meio de ajustes fisioldégicos (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) hepatica e cardiaca no inverno (Kiss et al. 2009). J& a perereca B.
pulchella parece realizar um esforco 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 anfibios tém uma capacidade limitada de super-
resfriamento, geralmente em torno de -2 ou -3° C devido a permeabilidade da sua pele
a agua que facilita o inicio 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 anfibios tém apenas duas

estratégias disponiveis: (1) buscar reflgios com temperaturas mais amenas para

evitar o congelamento; e (2) tolerar o congelamento. A primeira estratégia é



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 ndo ser suficiente para
garantir a sobrevivéncia dos animais (Petranka, 1979; Smith, 1969; Kuzmin, 1999).
Portanto, para muitas espécies, tolerar o congelamento torna-se a Unica alternativa

para garantir a sobrevivéncia.

1.1.1.1 Tolerancia ao congelamento

Uma das estratégias mais fascinantes encontradas entre os anfibios é a
capacidade de tolerancia ao congelamento, na qual uma diminui¢cdo na temperatura
corporal leva ao congelamento interno dos fluidos sem prejudicar a sobrevivéncia do
individuo (Hillman et al.,, 2008). A tolerancia ao congelamento em anuros foi
inicialmente relatada ha mais de 40 anos, e desde entédo, tem havido uma série de
estudos sobre o0 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 inumeras publicacdes dentro do topico, ainda ha pouco conhecimento sobre a
variacao e a capacidade de tolerancia ao congelamento entre populagcées congéneres
(Costanzo et al., 2015), e, especialmente, em muitas espécies ndo estudadas, como
aguelas que habitam regides subtropicais e experenciam episodios esporadicos de

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

Em regibes subtropicais, é sabido que alguns anfibios de habitos terrestres e
noturnos estdo expostos a baixas temperaturas, podendo até correr o risco de

congelamento (Navas, 1996a; Navas, 2003; Carvajalino-Fernandez et al., 2011; de



Amaral et al., 2022). Apesar dessas condicdes de frio extremo, esses anuros mantém
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 protecéo continua
contra as baixas temperaturas (Carvajalino-Fernandez et al., 2011; Carvajalino-
Fernandez et al., 2021; Reider et al., 2021). No entanto, os estudos sobre tolerancia
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 episodios esporadicos de temperaturas negativas.

A espécie de anuro subértico, Lithobates sylvaticus (Storey e Storey, 1984), foi
extensivamente estudada para compreender a tolerancia ao congelamento e os
mecanismos fisioldgicos subjacentes pois foi uma das primeiras espécies identificadas
com essa adaptacao. Essas rés estéo distribuidas desde o sul dos Montes Apalaches,
nos Estados Unidos, até o Circulo Polar Artico (Martof e Humphries, 1959) e podem
congelar cerca de dois ter¢cos do contedudo de agua do seu corpo. Espécimes da
América do Norte suportam temperaturas minimas entre -3°C e -6°C, enquanto alguns
espécimes do Artico sobreviveram a testes experimentais a -16°C (Costanzo et al.,

2013).

Dentre o0s diversos mecanismos que permitem essa capacidade de
congelamento, a producdo de agentes crioprotetores € um deles (Storey e Storey,
2017). Em geral, os crioprotetores sao divididos em coligativos e estabilizadores de
membrana (ver Storey, 1997). Os crioprotetores coligativos estdo em altas
concentracOes, levando a uma diminui¢ao significativa no ponto de congelamento e
ao aparecimento minimo de gelo durante o congelamento. Os crioprotetores que tém
efeito estabilizador de membrana, por sua vez, sdo geralmente encontrados em

concentragcdes mais baixas e atuam impedindo a conversao da fase liquida em sélida



nas membranas celulares. Glicose, glicerol e ureia sdo alguns dos compostos
considerados crioprotetores em anuros. Os crioproterores agem, de maneira geral,
controlando a taxa de formacdo de gelo extracelular, diminuindo os danos de
dessecacao causados pela cristalizacdo do gelo nos tecidos, reduzindo o limite de
extensdo do volume celular e estabilizando a estrutura da membrana durante o

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

A glicose € o agente crioprotetor mais estudado e mais descrito em anuros. L.
sylvaticus tolerantes ao congelamento possuem seis vezes mais glicogénio no figado
e doze vezes mais atividade da enzima glicogénio fosforilase em comparagédo com a
rd nao tolerante ao congelamento Rana pipens (Mommsen e Storey, 1992), e € esse
estoque de glicogénio que fornece uma rapida disponibilizacdo de glicose para o
periodo de congelamento. No inicio da formacdo de gelo, ocorre a fosforilacdo da
glicogénio-fosforilase 3 em glicogénio-fosforilase a, ativando a enzima (Storey et al.,
1996). Essa enzima ativa catalisa a remoc¢ao de residuos de glicose do glicogénio
para formar glicose-1-fosfato que € convertida a glicose-6-fosfato e assim seguir para
producédo de glicose. A glicose mobilizada no figado €, entdo, distribuida para outros
orgaos do corpo via circulacdo sanguinea (Storey, 1987) e seu fluxo celular para fora
e dentro das células é mantido por transportadores de glicose (GLUTSs; Kling et al.
1994). Durante o periodo de congelamento, 0s niveis plasmaticos de glicose
aumentam significativamente, variando entre 150 e 300 mM, enquanto em animais
nao expostos ao congelamento esses niveis variam entre 1 e 5 mM (Storey e Storey,
1986). Um esquema dos principais eventos fisioldégicos e bioquimicos associados a
mobilizacdo de glicose durante um evento de congelamento pode ser visualizado na

figura 3.
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Figura 3. Eventos fisiol6gicos e bioquimicos associados a mobilizacdo de glicose. Durante o
congelamento, ocorrem respostas sincronizadas para disponibilizar crioprotetores para todos os
orgéos. Fc: frequéncia cardiaca; Vs: volume sistélico; PFK: fosfofrutoquinase (Adaptado de Hillman et
al., 2008).

Esse processo de mobilizacdo ndo inicia até que o gelo comece a se formar, e
como o gelo inicia essa cascata regulatoria ainda ndo é compreendido. Porém, essa
ativacdo parece ser mediada via sistema nervoso simpatico, uma vez que pode ser
interrompido com B-bloqueadores (Storey e Storey, 1996). A mediacao via sistema
nervoso simpatico é consistente com a resposta geral ao estresse em anfibios
mediada por catecolaminas liberadas pelo sistema nervoso simpatico (Hillman et al.,

2008).



O mecanismo de acumular crioprotetores, obviamente, € uma das diversas
estratégias necessarias 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 exposi¢cado gera como hipdxia/anoxia,
isquemia, desidratacdo, desequilibrios osmoéticos/ibnicos, baixa temperatura, danos
fisicos pelo gelo, etc (Storey e Storey, 2017). Devido a isso, a tolerancia ao
congelamento integra varios elementos que desencadeiam a resposta ao estresse
celular (Kultz, 2005). Os elementos principais da resposta incluem a estabilizacédo de
proteinas por chaperonas, defesas antioxidantes, regulacao redox, reparo de danos
ao DNA, controle sobre a sintese/degradacdo de proteinas e alteracdes em
proteinas/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 adaptacdes, como ja mencionado,
derivam de outros recursos preexistentes encontrados nos anfibios. Devido a isso, a
tolerancia ao congelamento pode ser associada com outros dois tipos de estresse que

ocorrem durante esse periodo: desidratacdo e andxia (Hawkins et al., 2019).

1.1.2 Adaptacdes fisiolégicas a desidratacéo

Os anfibios, apesar de terem colonizado com sucesso diversos ambientes,
apresentam uma pele altamente permeéavel a agua, o que representa um desafio
constante na manutencao do equilibrio hidrico devido a alta taxa de evaporacéo nesse
grupo de animais (Hillman et al., 2008). Essa suscetibilidade a perda de agua por
evaporacao restringiu muitas espécies a ambientes aquaticos ou umidos, mas outras

desenvolveram mecanismos eficazes para reduzir a perda de agua pela pele ou
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aumentar a captacdo cutanea de agua (Hillman, 1980; Shoemaker, 1992). Para
enfrentar esse desafio, os anfibios regulam seu equilibrio hidrico por meio de
alteracdes anatbmicas, comportamentais, fisiologicas e metabdlicas visando maior
tolerancia a dessecacédo, maior tolerancia térmica e menor perda cutanea de agua
(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; Varjao e Ribeiro, 2018).

As espécies que vivem em ambientes permanentemente ou sazonalmente
secos podem estivar durante os momentos de restricdo hidrica (Navas e Carvalho,
2010). A estivacdo é um fenébmeno semelhante a conhecida hibernacdo, s6 que
causado pelo calor e a seca em vez do frio (Storey e Storey, 2012). Durante a
estivacao, o metabolismo do animal pode ser reduzido em 38 a 95%, dependendo da
espécie e estagio de vida (Storey, 2000). As estratégias comportamentais para lidar
com a restricdo hidrica podem diminuir os desafios fisiologicos. Uma das estratégias
mais adotadas pelos anuros estivadores € permanecer em buracos escavados até
que as condi¢cdes na superficie se tornem favoraveis (ex. Thompson et al. 2005;
Cartledge et al. 2006). Esse comportamento reduz a taxa de perda de agua por
evaporacao pois a umidade geralmente é alta no subsolo (Tyler et al. 1980; Roberts

1990).

Anatomicamente, 0s anuros terrestres possuem manchas pélvicas na derme
altamente vascularizadas ao redor das areas ventrais do estbmago e da coxa
(Benteley, 1966) que se mostraram areas especializadas que melhoram a absor¢éo
de agua (Roth 1973). Essa regido pélvica (seat patch, em inglés) é extremamente
importante para hidratacéo rapida, uma vez que os adultos anuros ndo bebem agua

pela boca (Bentley e Yorio, 1979; Ogushi et al., 2010). Quando em restricdo hidrica,
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0s animais dependem de ajustes comportamentais e fisiolégicas para otimizar a
reabsorcéo de agua pelo assoalho pélvico. A adaptacdo comportamental consiste em
adotar posturas corporais de modo que essa regiao pélvica seja pressionada contra
uma superficie tmida da qual a agua pode ser absorvida (Heatwole et al., 1969). Além
disso, fisiologicamente, ha um controle das taxas de absorcéo de agua pela liberacéo
de hormonios antidiuréticos como a arginina vasotocina (AVT; Tracy e Rubink, 1978;
Bentley, 1969; Cree, 1988; Hillman et al., 2008). A AVT € produzida nos neurdnios
neurosecretérios magnocelulares, localizados nos corpos celulares do nucleo pré-
optico (NPO) do hipotalamo (Vossel-Daeninck et al., 1981; Bentley, 1998). Quando o
organismo esta em restricao hidrica, a AVT € liberada de seus terminais axonais na
pars nervosa (PN) da glandula hipofise (Suzuki e Tanaka, 2009). A liberacdo da AVT
pode influenciar a permeabilidade do assoalho pélvico através de mudancas na
condutancia da pele (Tracy, 1976, 1982), mudancas no fluxo sanguineo (Viborg e
Hillyard, 2005; Willumsen et al., 2007) e o potencial hidrico do assoalho através de
deslocamento de canais de agua (AQPs) para regido (Tracy e Rubink, 1978;
Hasegawa et al., 2003; Hillman et al., 2008; Uchiyama e Konno, 2006; Suzuki et al.,
2015). O hormbnio AVT também aumenta a reabsor¢cdo de agua através da urina
armazenada na bexiga urinaria, a reabsor¢do do fluido tubular nos rins e reduz a
producdo de urina (figura 4; Eggena 1987; Cree 1988; Suzuki et al., 2007). Outra
adaptacao que alguns anuros desenvolveram para evitar a perda de agua corporal é
proteger a pele e evitar a evaporacao através de secrecdes cutaneas (Barbeau e
Lillywhite, 2005). Algumas espécies do género sul-americano Phyllomedusa exibem
um movimento complexo e estereotipado realizado com as quatro patas por toda

superficie do corpo afim de distribuir a secrecéo de lipidios liberada por suas glandulas
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mucosas cutaneas (Blaylock et al., 1976) em periodos de seca, promovendo assim,

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

NPO

Rim
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Figura 4. Processos para retencéo e reabsorcdo de agua promovidos pelo horménio arginina
vasotocina (AVT) em anuros. Durante periodos de restricao hidrica, o AVT, produzido no ndcleo pré-
optico (NPO) do hipotalamo, € liberado de seus terminais axonais na pars nervosa (PN) da glandula
pituitdria promovendo a reabsorcdo de agua através do assoalho pélvico, bexiga urinaria e rins
(Adaptado de Finn e Cerda, 2018).

Ademais, durante a restricdo hidrica os 6rgdos podem nao receber aporte de
oxigénio suficiente devido a diminuicao do fluxo sanguineo (Navas e Carvalho, 2010).
Diante disso, pode ocorrer um aumento na concentracdo de lactato sanguineo
indicando uma estimulagdo da producdo de energia anaerébica via glicélise nos
tecidos (Hillman, 1978; Churchill e Storey, 1994, 1995). A desidratacdo severa
também pode comprometer a bioenergética celular diminuindo, por exemplo, 0s niveis
de adenosina trifosfato (ATP) e aumentando adenosina difosfato (ADP) no figado

(Churchill e Storey, 1994, 1995).

Outro ajuste é relativo ao acumulo de solutos durante a desidratacéo, como a
ureia. A acumulacao de ureia em animais durante a estivacao tem sido proposta como

um mecanismo para reduzir a perda de agua por evaporacao (Storey, 2002). Durante
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a estivacao, ocorre um aumento gradual no catabolismo de proteinas a medida que a
demanda por sintese de ureia aumenta, presumivelmente para auxiliar na retencao
de agua nos tecidos (Storey, 2002; Muir et al., 2007; Rosendale et al., 2012). Durante
a estivacao sazonal, os niveis de ureia podem atingir mais de 300 mM em sapos e ras
do deserto que passam muitos meses em estado de estivacdo (Hillman et al., 2008),
enquanto niveis de até 90 mM foram registrados em Lithobates sylvaticus sob

condicBes secas (Costanzo e Lee, 2005).

Além do periodo de desidratacéo, alguns ajustes metabdlicos devem ser feitos
para enfrentar também o periodo de reidratacdo, uma vez que a rapida introducéo de
agua no organismo promove uma rapida perfusédo tecidual e, consequentemente, uma
rapida reoxigenacdo dos tecidos (Hermes-Lima et al., 2001). Devido a isso, é
necessario que os organismos também estejam preparados para lidar com espécies
reativas de oxigénio (ROS) e danos oxidativos (Hermes-Lima e Storey, 1998; Bickler
e Buck, 2007), onde um aumento na abundancia de antioxidantes pode ajudar esses

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

O que fica claro é que as estratégias e adaptacdes a periodos de restricao
hidrica sdo diversas e muitas ndo foram abordadas nesse texto. No entanto, de forma
geral, as consequéncias da desidratacdo sdo muito semelhantes aquelas observadas
no congelamento, envolvendo a remoc¢do de agua intracelular, aumento da
osmolalidade e diminuicdo do volume celular. Enquanto no congelamento esse
estresse € causado pelo aprisionamento da agua corporal em gelo extracelular,
durante a desidratacdo o estresse resulta da perda liquida de dgua corporal (Churchill
e Storey, 1994). Estudos realizados por Churchill e Storey (1993, 1994, 1995), por

exemplo, observaram que a desidratacdo estimula 0os mesmos processos de

glicogendlise hepatica e hiperglicemia observados durante o congelamento. Essas
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semelhancas reforcam a ideia de que os fatores fisioldgicos e bioquimicos envolvidos
na tolerancia ao frio e a desidratacdo sdo compartilhados, sugerindo que esses
animais, quando expostos a estressores abioticos, podem depender de respostas

metabdlicas e fisioldgicas conservadas dentro do grupo.

1.1.3 Adaptacdes fisioldgicas a anoxia

Viver em ambientes anodxicos e hipoxicos, embora incomum, parece ser uma
habilidade desenvolvida pelo grupo dos anuros (Hillman et al., 2008; Storey e Storey,
2017). Alguns ranideos, como Rana temporaria e Rana pipiens, por exemplo, tém a
capacidade de sobreviver por até 30 horas em condi¢cdes de andxia 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 nivel do mar (Niu et al., 2020; Niu et al., 2022a). A ra siberiana
Rana amurensis, por sua vez, € capaz de sobreviver por varios meses sob um
conteudo de oxigénio muito baixo, e o sapo Pelobates vespertinus hiberna sob solos

com apenas 10% do contetdo normal de oxigénio (Bulakhova, et al., 2023).

Sabe-se que a chave para a sobrevivéncia dos anuros em ambientes
desprovidos de oxigénio esta, provavelmente, relacionada a capacidade de reduzir a
taxa metabdlica, permitindo que os baixos niveis de fosforilacdo oxidativa atendam as
demandas metabodlicas de ATP, e o desenvolvimento de um sistema antioxidante
poderoso para lidar com a superproducédo pos-anéxica de ROS (Hermes-Lima e

Zenteno-Savin, 2002; Bickler e Buck, 2007; Storey e Storey, 2017).
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Para atender as demandas energéticas durante condicbes anoxicas, €
necessario otimizar através a producdo anaerobica de ATP, o que € alcancado
minimizando a formacé&o de acidose e ativando a regulacéo génica/proteica especifica
para anoxia (Yoldas e Erismis, 2021). Além disso, as tendéncias gerais dos padrbes
de fosforilagdo para enzimas relacionadas as vias glicogenoliticas e glicoliticas sé&o
semelhantes entre animais expostos a anodxia e ao congelamento (figura 5; Hawkins
et al., 2019). No entanto, durante a anodxia, a glicose ndo é necessaria como
crioprotetor e pode ser completamente utilizada como energia. Os produtos da
glicogendlise, portanto, podem prosseguir através da glicolise anaerdbica para

sustentar a energia celular pelo maior tempo possivel.

Enzima Congelamento Anoxia
GP N2 v
GS J :
GSK3pB “P s
PGM - -
PFK-2 1 2
FBPase - -
Aldolase ™ %
GAPDH J -
PK ¥ J

Figura 5. Abundancia das enzimas envolvidas nas vias glicogenoliticas e glicoliticas durante o
congelamento e anédxia. Resultados resumidos de mudangas significativas na abundancia de
fosfopeptideos durante a exposicdo ao congelamento e a andxia. As setas indicam a tendéncia geral
em comparacdo com os animais controle. GP: glicogénio fosforilase; GS: glicogénio sintase; GSK3[3:
glicogénio sintase quinase-3[3; PGM: fosfoglicomutase; PFK-2: fosfofrutoquinase-2; FBPase: Frutose-
1,6-bifosfatase; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; PK: piruvato quinase (Adaptado de
Hawkins et al., 2019).

A producédo anaerdbica de ATP resulta num acumulo de produtos glicoliticos

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
lactica associada a exposicao prolongada a hipoxia (Wegener e Krause, 1993). Em
situacdes de oxigénio limitado, foi sugerido que esse lactato possa ser utilizado, em
anuros, na via gliconeogénica para producao de glicose (Donohoe e Boutilier, 1999).
Os tecidos que possuem algum aporte de oxigénio podem captar e utilizar o lactato
diretamente ou, esse lactato pode ser transportado para o figado e convertido em
glicose para tecidos dependentes de glicose, como o encéfalo. Ademais,
principalmente em 6rgaos vitais como o encéfalo o lactato pode desempenhar um

papel neuroprotetor em periodos de anodxia/hipdxia (Roumes et al., 2021).

Além do periodo de restricdo de oxigénio em si, um momento critico dessa
exposicdo é quando o oxigénio volta a estar disponivel. Durante a recuperagcado apés
um periodo de restricdo de oxigénio, a reintroducdo do oxigénio muitas vezes resulta
em uma explosdo na producdo de ROS, que pode causar danos as macromoléculas
celulares, incluindo proteinas, lipidios e DNA (Lung e Storey, 2022). E importante,
portanto, fornecer um aparato eficaz de defesas enzimaticas para lidar com as ROS.
As defesas enziméaticas contra espécies reativas de oxigénio evoluiram em todos os
organismos aerobicos e varias enzimas atuam como linha de defesa contra espécies
reativas de oxigénio. A enzima superoxido dismutase (SOD) cataboliza o superéxido
(O2~) em oxigénio (O2) e perdxido de hidrogénio (H202). A catalase (CAT), localizada
nos peroxissomos, degrada o H202em agua (H20) e Oz, e a glutationa S-transferase
(GST) catalisa reacdes de detoxificacdo para lidar tanto com xenobiéticos exdégenos
quanto com produtos enddgenos, como aldeidos formados a partir de reacfes de
peroxidacao lipidica (Hermes-Lima et al., 2001). Quando expostos a anoxia, a
resposta universal dos anuros, portanto, € aumentar a atividade dessas enzimas

(Storey e Storey, 2017). A rd Rana pipens exposta a 30 horas de andxia, por exemplo,
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apresentou um aumento da atividade da CAT no musculo esquelético e no coracao e
da GST no encéfalo. Paralelamente, os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), um indicador classico de peroxidacdo lipidica, né&o
aumentaram no musculo e no figado durante a andxia e a reoxigenacao, indicando
um papel importante das enzimas na manutencao do balanco redox (Hermes-Lima e

Storey., 1996).

O que fica claro, mais uma vez, é que muitos dos ajustes fisioldgicos existentes
durante a exposicdo a andxia sdo semelhantes aos desenvolvidos quando os anuros
sdo expostos a baixas temperaturas e/ou desidratacdo (Hermes-Lima e Zenteno-
Savin, 2002; Gupta e Storey, 2020; Yoldas e Erismis, 2021; Storey et al., 2023).
Portanto, identificar e mensurar as alteragcdes do metabolismo durante a exposicéo a
esses trés estressores pode acrescentar importantes resultados para compreenséo
da capacidade de adaptacao dentro do grupo dos anfibios, identificar novas formas

de ajustes metabdlicos e fornecer ferramentas para conservagado desses animais.

1.2 Modelo de estudo: Boana pulchella

A espécie Boana pulchella (Duméril e Bibron, 1841), comumente conhecida
como perereca-do-banhado, € um anuro pertencente a familia Hylidae que habita
regioes localizadas no sul do Brasil, no Uruguai, no Paraguai e na Argentina (figura 6;

Frost, 2021).
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Figura 6. Mapa da distribuicdo da perereca Boana pulchella. A area de distribuicdo da espécie
engloba regides localizadas no sul do Brasil, no Uruguai, no Paraguai e na Argentina (poligono

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 areas, observa-se um avanco das atividades
agricolas, transformando o habitat e secando pocas onde ocorrem sua reproducao
(Brodeur et al., 2012; Larramendy e Soloneski, 2017). Além da degradacédo do habitat
envolvendo a agricultura, B. pulchella habita areas sob a influéncia do fenémeno
climatico La Nifia, que causa secas prolongadas em toda a regido onde vive essa

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

De hébitos arboricolas, ela é normalmente encontrada empoleirada na
vegetacao e possui um polimorfismo de coloracao (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 individuos estdo vocalmente ativos. O comprimento
rostro-cloacal (CRC) dos adultos varia entre 33 e 45 mm nos machos e entre 38 e 50
mm nas fémeas (Kwet e Di-Bernardo, 1999). De acordo com a International union for
conservation of nature and natural resources (IUCN), seu status de conservacao é
classificado como pouco preocupante (LC, do inglés Least concern; Kwet et al., 2004),

0 que representa 0 menor nivel de risco de extincéo.

Figura 7. Individuos da espécie Boana pulchella. Dois representantes da perereca do banhado
empoleirados na vegetacdo, um dos individuos apresenta a coloracao verde e o outro marrom,
caracteristicas dessa espécie (Foto de Natalia Dallagnol Vargas).

Apesar de ser uma espécie subtropical, B. pulchella vive em regides 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 variacdes abidticas sazonais. Estudos anteriores
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demonstraram que essa espécie exibe mudancas metabdlicas durante o ano, com 0s
niveis plasmaticos de glicose oscilando, sendo maiores no inverno e na primavera do
gue no outono (De Amaral et al., 2022). Adicionalmente, a taxa de uso de glicose para
oxidacao sofre uma regulacdo sazonal, sendo maior no verdo do que na primavera.
Estas alteracdes, juntamente com a observacédo de que os estoques de glicogénio
hepatico permanecem inalterados, sugerem que ha uma regulacdo antecipatoria da
sintese e mobilizacdo de substratos energéticos para sustentar o metabolismo no
inverno, bem como uma regulacdo sazonal para manutencdo de uma homeostase do

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

Dessa forma, diante das diversas alteracfes e ajustes apresentados pelos
anuros durante situacfes de baixas temperaturas, desidratacdo e anoxia fica claro
gue esse grupo de animais devem ser largamente estudados para elucidar melhor as
estratégicas ja descritas na literatura e outras que ainda ndo foram identificadas.
Ademais, dada a vasta diversidade de espécies presentes em praticamente todos os
habitats do planeta e os modos de vida extremamente diversificados, € praticamente
inegavel que os anfibios representam um grupo ainda pouco explorado (Bovo, 2015).
Portanto, diante dessas informac¢des ja documentadas na literatura sobre os habitos
de vida de B. pulchella, os ajustes sazonais de metabdlitos nessa espécie (de Amaral
et al., 2022), aos poucos dados disponiveis 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 fisioldgicos que sdo derivados e
otimizados de uma base conservada de adaptacdo dentro do grupo dos anuros
(Storey e Storey, 2017), torna-se imperativo realizar pesquisas para avaliar a
capacidade e as alteracdes fisiologicas que essa espécie enfrenta pela exposicéo a

diferentes estressores abioticos.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS
2.1 Hipotese

Espécies sul-americanas de anuros, como a Boana pulchella, possuem
mecanismos fisioldgicos de sobrevivéncia em ambientes desafiadores que envolvem
baixas temperaturas, restricdo de oxigénio e restricdo hidrica. Esses mecanismos
fisiologicos podem estar associados a alteragcdo das concentracoes e uso dos
metabdlitos energéticos, nas vias de armazenamento e disponibilidade desses
substratos bem como em defesas do organismo, como nas enzimas associadas com
o balanco oxidativo. Essas adaptacdes, portanto, provavelmente sdo essenciais para

a sobrevivéncia dessas espécies em ambientes com estressores ambientais.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

Essa Tese tem como objetivo geral realizar a caracterizacdo das estratégias
metabdlicas adaptativas durante a exposicao a temperaturas negativas, desidratacédo
e anodxia na espécie Boana pulchella. A partir das informacfes obtidas, espera-se
fornecer informacgdes detalhadas sobre as respostas metabdlicas e fisiolégicas desse
anuro Sul-Americano a situacdes desafiadoras, contribuindo para uma compreensao
mais profunda das adaptacbes que permitem sua sobrevivéncia em ambientes

adversos e descrevendo novos dados para complementar a literatura existente.

2.2.2 Objetivos especificos do experimento de exposi¢cao a temperaturas negativas

O objetivo desse experimento foi realizar a exposi¢ao de individuos de B. pulchella

a temperaturas negativas durante 24 horas e apdés a exposicdo a um periodo de
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recuperacdo em temperatura de aclimatacéo, comparando os resultados obtidos entre

0S grupos amostrados (aclimatacéo, resfriamento e recuperacao), realizando:

Determinacéo do reflexo de endireitamento dos animais nos diferentes grupos;
Determinacgdo dos indices morfométricos dos animais e do tecido cardiaco e
hepatico;

Mensuracgdo dos niveis plasméticos de acido Urico, glicerol, glicose, lactato e
ureia;

Mensuracdo da concentracdo de glicogénio no coracdo, encéfalo, figado e
musculo;

Andlise da concentracdo de &cido Urico, glicerol, glicose, lactato, proteinas
totais, triglicerideos e ureia no coragéo, encéfalo, figado e musculo;
Mensuracdo da oxidacdo da glicose e da sintese de glicogénio no figado e
musculo;

Avaliacdo da atividade gliconeogénica no figado, musculo e rins, por meio da

analise dos precursores lactato, glicerol, alanina e glutamina;

2.2.3 Objetivos especificos do experimento de exposicao a desidratacdo

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

perda de 40% da dgua corporal total, simulando uma situacéo de desidratacao, e ap0s

um periodo de recuperacdo de 24 horas sem restricdo hidrica. Ao final, objetivou-se

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

desidratacédo e reidratacao), realizando:

Determinacéo dos indices morfométricos dos animais e do tecido cardiaco e

hepatico;
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Determinacédo do contetudo de agua do tecido muscular;

Mensuragdo da concentracdo de glicogénio do coracado, encéfalo, figado e
musculo;

Determinacéo da concentracdo de lactato, proteinas totais e ureia do coracao,
encéfalo, figado e muasculo;

Mensuragdo da oxidacdo da glicose e da sintese de glicogénio no figado e
musculo;

Avaliacdo da atividade gliconeogénica no figado, musculo e rins, por meio da
analise dos precursores lactato, glicerol, alanina e glutamina;

Balanco oxidativo do coracédo, encéfalo e musculo através da mensuracdo da
atividade da enzima antioxidante catalase (CAT), e no musculo das enzimas
superéxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST) e também a

determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).

2.2.4 Objetivos especificos do experimento de exposicdo a anoxia

O objetivo desse experimento foi realizar a exposicdo dos individuos de B.

pulchella a um ambiente anoxico (0% de 02) por 30 minutos e a um periodo de

recuperacdo da anoxia por 4 horas. Apos, foi realizada a comparacao dos resultados

obtidos entre os grupos amostrados (controle, andxia e recuperacéo), através da:

Determinacédo dos indices morfométricos dos animais e do tecido cardiaco e
hepatico;
Mensuracdo da concentracdo de glicogénio do coracdo, encéfalo, figado e
musculo;

Determinacdo da concentragdo de lactato e ureia plasmaticos;



Determinacéo da concentracdo de lactato, proteinas totais e ureia do coragao,
encéfalo, figado e muasculo;

Mensuragdo da oxidacdo da glicose e da sintese de glicogénio no figado e
musculo;

Avaliacao da atividade gliconeogénica no figado, musculo e encéfalo, por meio
da analise do precursor lactato;

Balanco oxidativo do coracdo, encéfalo, figado e muasculo através da
mensuracdo da atividade das enzimas antioxidantes superédxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase (GST) e através da

determinacao das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos éticos, local e exequibilidade

As técnicas descritas a seguir foram realizadas em laboratorios da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e da Pontificia Universidade
Catolica 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 Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) do
Departamento de Fisiologia (UFRGS). J4 a mensuracao dos parametros relacionados
ao balanco oxidativo foram realizados no Laboratério da Fisiologia da Conservacao
da PUCRS.

Os procedimentos deste estudo seguem as diretrizes da Lei Arouca (Lei n.
11.794, 2008), a qual estabelece normas para o uso cientifico de animais, bem como
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal elaborados pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA). Ademais, a coleta dos animais utilizados neste
projeto foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
(ICMBio), com autorizacao obtida através do Sistema de Autorizacdo e Informacgéo
em Biodiversidade (Sisbhio), sob o numero 75475-6 (anexo 1). O projeto e seu
delineamento experimental foram aprovados pela Comissdo de Etica e Uso de
Animais (CEUA) da UFRGS, registrados no sistema dessa universidade sob o nimero
39416 (anexo Il). Os responsaveis pelo manejo dos animais passaram por
treinamento prévio e possuem experiéncia com o protocolo experimental e a pratica

de eutanasia.

27



3.2 Animais

Todos os animais utilizados nos experimentos descritos nessa tese sao anfibios
anuros, pertencente a familia Hylidae da espécie Boana pulchella (CRC: + 4 cm; peso
corporal: £ 3 g), machos (identificados pela presenca de saco vocal), adultos
(vocalizando), provenientes da Estacdo Experimental Agrondmica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul - EEA/UFRGS (30°06'02.9"S 51°40'35.0"0) ou da
cidade de Sao José dos Ausentes (28°36'09.7"S 49°51'21.0"0), ambos sitios
localizados no estado do Rio Grande do Sul, no Brasil. Esses animais foram coletados
em pelo menos trés expedi¢cdes (uma a cada experimento), durante o periodo 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 vocalizagdo do anuro (chamado), iniciar a busca para
captura-lo (Heyer et al., 2014). Quando o animal é avistado, a captura é realizada
através de uma aproximacéao cuidadosa e um movimento rapido da mao para pegar o
animal, segurando-o com firmeza, mas sem aperta-lo. Apds a captura, 0s animais sédo
imediatamente transferidos para um saco de coleta com substratos e agua do local.
Ao final da expedicdo a campo, ja com os individuos coletados, foi mensurada a
temperatura do ambiente e a umidade relativa do ar com a estacdo meteoroldgica
portatil da marca Kestrel®, modelo 3500 Delta T. Apds coletados, em um periodo de
maximo 10 horas, os animais foram imediatamente encaminhados para o laboratério
de anfibios do Museu de Ciéncias Naturais da Divisao de Pesquisa e Manutencao de
Colecdes Cientificas do DBIO/SEMA (MCN/SEMA), local com autoriza¢do para uso e
manejo de fauna silvestre, conforme AUTUFS n° 00078/2019 (anexo Ill). Para

realizacdo do protocolo experimental, os animais foram encaminhados para o

28



Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.3 Exposicao atemperaturas negativas
3.3.1 Aclimatacéo

Dezoito animais (n=18) foram coletados na EEA/UFRGS durante o final do
outono de 2022. A faixa de temperatura durante o més de coleta, registrada pela
estacdo meteoroldgica EEA-UFRGS, foi de 7 a 27 °C (Datum SIRGAS2000). Assim
gue chegaram no LaMEC, os animais receberam um banho de tetraciclina 0,05% por
cinco minutos. Apos, eles foram imediatamente foram submetidos a um periodo de
aclimatacdo de 2 semanas em caixas plasticas ventiladas (6 animais por caixa de 19
X 26 x 12 cm) com musgo esfagno, papel toalha imido e potes de 4gua. 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
escuridado (simulando um periodo de inverno). Essa incubadora possuia um sistema
gue 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 termdmetro digital tipo TM-902c para garantir que
nao ocorressem gradientes de temperatura entre a incubadora e o interior das caixas.
Durante as duas semanas de aclimatacao, era borrifada agua 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 condicédo apés duas semanas de aclimatacéo a 5 °C.



Tese de Doutorado
Marjoriane de Amaral

Figura 8. Alojamento dos animais durante o periodo de aclimatagéo e exposicdo 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 agua desclorada (B).

3.3.2 Resfriamento e recuperacao

Apbs o periodo de aclimatagdo, 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 -4°C é necessario para a inducao da temperatura corporal dos animais
abaixo de zero. Apés 45 minutos, a temperatura foi elevada para -2,5°C e assim
mantida por 24 horas. Apos esse periodo, 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 aclimatagcdo 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 esta representando na figura

9.
Aclimatacdo Resfriamento Recuperacao
SR Diminuigdo 1 °C por dia = 24h 240
--------- > 5oC - > 5°C > 2 5O iy 4_°C w2205 Wisiissenenssotyss | svcsidisap + 69C wisszisiy
v
45 min
Captura Eutanasia Eutanasia Eutanasia
(n=18) Grupo Aclimatagao Grupo Grupo
& (n=6) Resfriamento Recuperacgdo
(n=6) (n=6)

Figura 9. Linha do tempo do protocolo experimental mostrando os diferentes grupos
experimentais alimentacgéo, resfriamento e recuperacéo, 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. Ap6s a captura, os
animais foram levados ao laboratério e iniciou-se um periodo de aclimatacdo de duas semanas a 5°C.
Apos duas semanas, seis animais foram selecionados aleatoriamente (grupo aclimatacdo). Os animais
restantes foram expostos a uma diminuicdo gradual da temperatura (1 °C por dia) até atingirem -2,5°C.
Em seguida, foram expostos a -4°C por 45 minutos e apds, expostos hovamente a -2,5°C por 24 horas.
Ap6s 24 horas, seis animais foram eutanasiados (grupo de resfriamento). Os animais restantes foram
expostos a 5°C por 24 horas para se recuperarem a temperatura de aclimatagao e foram eutanasiados

(grupo de recuperacéo).

Todos os animais, pertencentes aos grupos de aclimatacéo, resfriamento e
recuperacao, foram submetidos a avaliacdo de sua massa corporal (MC; em gramas;
balanca analitica BEL®, modelo Mark M214A) e comprimento rostro-cloacal (CRC; em
centimetros). Apés, os animais foram eutanasiados com creme de lidocaina a 5%,
aplicado no abdémen, regido inguinal e cavidade oral. A coleta de sangue foi realizada
com seringas heparinizadas através de puncao cardiaca. Os individuos foram entao
rapidamente dissecados sobre gelo, e foram removidos o figado, o coragdo, o

enceéfalo, o rim e os masculos das patas posteriores. O peso do figado e do coracéo
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foi registrado, e o indice hepatossomatico (IHS) e o indice cardiossomatico (ICS)

peso do tecido (g)

foram calculados usando a seguinte equacao: IHS ou ICS = ( ) x 100.

massa corporal (g)
As amostras de figado, mdasculo, coracdo, encéfalo, rim e plasma foram
imediatamente utilizadas nas técnicas de avaliagdo metabdlica ou armazenadas a -
80°C até o momento da utilizagdo nas técnicas bioquimicas. O resumo dos

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

t‘_ﬁ;_._____,-
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Figura 10. Quadro do resumo dos tecidos utilizados (figado, musculo, encéfalo, coragao e rim)
com as respectivas analises realizadas nos animais dos grupos aclimatacgéo, resfriamento e

recuperacao.

3.3.3 Reflexo de endireitamento

Antes da eutandsia, todos animais foram submetidos a um teste de reflexo de
endireitamento. Esse teste avalia a capacidade do animal de voltar & posi¢cao normal
guando colocado de costas (Goulet et al., 2010). O retorno imediato a posi¢cao normal
€ considerado um sucesso. O teste foi encerrado se 0 anuro permanecesse de costas
por 10 segundos (Harvey et al., 1976). Essa avaliacdo verificou a capacidade de

resposta dos anuros durante a exposicdo ao resfriamento. Os resultados desses



testes foram gravados, e a analise de dados quantificou o tempo necessario para o

reflexo, medido em milissegundos (ms).

3.3.4 Substratos plasmaticos

O sangue foi centrifugado a 4 °C e a 5000xg por 10 minutos para isolar o
plasma. Este plasma foi transferido e centrifugado a 5000xg por 5 minutos, resultando
em aproximadamente 15 uL de plasma (de Amaral et al., 2022). Kits enzimaticos
comerciais determinaram os niveis de glicose (Id-N-:133, LABTEST Diagnostica®,
Brasil), lactato (Id-N-:138, LABTEST Diagnéstica®, Brasil), glicerol (Id-N-:5360, R-
Biopharm AG, Alemanha), ureia (Id-N-: 27, LABTEST Diagndstica®, Brasil) e acido
arico (Id-Ne: 140, LABTEST Diagnéstica®, Brasil) no plasma. As medi¢des foram
realizadas utilizando um espectrofotdmetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, Reino
Unido) em absorbéancias especificas, calibradas com os padrdes dos kits, e relatadas

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

3.3.5 Substratos teciduais

Os substratos teciduais, incluindo glicerol, lactato, proteinas totais, ureia e
triglicerideos, foram determinados homogeneizando amostras de figado (+ 6 mg),
musculo (+ 8 mg), coracdo (+ 10 mg) e encéfalo (+ 20 mg) em 400 ul de tampéao
especifico (114 mM de NaCl, 2,25 mM de KCI, 0,44 mM de KH2POa4, 0,33 mM de
Na2HPO4, 1 mM de MgS0Oa4, 13 mM de NaHCO3s, 10 mM de Hepes, ul: ml de coquetel
inibidor de protease - Sigma-Aldrich®, 10 pl: ml de PMSF - Sigma-Aldrich®; pH 7,63).
Da mistura homogeneizada, 100 pl foram centrifugados a 2000xg por 10 minutos a 4
°C, enquanto os restantes 300 pl passaram por centrifugacédo a 20.000xg por 10

minutos a 4 °C. O precipitado resultante foi designado para determinacdo de
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glicogénio (de Amaral et al., 2022; adaptado). Apds a centrifugacdo, o sobrenadante
foi utilizado para avaliagdo da concentragcdo de substratos por meio de Kkits
enzimaticos comerciais (semelhante ao descrito acima), e as medicbes foram
realizadas utilizando um espectrofotometro (Anthos Zenyth 200RT, Reino Unido).
Curvas de calibracdo baseadas em padrdes dos kits determinaram as concentracoes,

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

3.3.6 Glicogénio tecidual

O conteudo de glicogénio foi determinado seguindo os protocolos de Van
Handel (1965) e de Amaral et al. (2022, adaptado). Em frascos com o precipitado da
homogeneizagéo descrito na Sec¢éo 3.3.5, adicionou-se KOH a 30% e ferveu-se por
60 minutos a 100 °C. Posteriormente, foi introduzido etanol 96% e Na2S04 35% para
facilitar a precipitacdo do glicogénio, seguido por centrifugacéo por 10 minutos a 1510
g. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi ressuspenso em 1 ml de agua
destilada e 300 pl de HCI 4 N para promover a hidrélise do glicogénio. Apds mais 60
minutos de fervura a 100 °C, o pH foi neutralizado adicionando-se 300 ul de Na2COs3
2 M. A concentragéo de glicose foi determinada utilizando o kit Glucose Liquiform (Id-
N°:133, LABTEST Diagndstica®, Brasil), com leituras de absorbancia realizadas em
um espectrofotometro (Anthos Zenyth 200RT, Reino Unido). A concentragdo de
glicogénio foi avaliada utilizando uma curva de calibragdo baseada em padrdes de
glicogénio conhecidos (Sigma-Aldrich® #G8876), apresentada em miligramas de

glicogénio por grama de tecido (mg/g).



3.3.7 Oxidacao de “C-glicose a CO>

A conversdo de [U-'“C]-glicose para *CO: foi mensurada seguindo os
protocolos de Torres et al. (2001) e Marqueze et al. (2006). Tecidos frescos foram
fatiados (£10 mg de figado e +90 mg de musculo) e incubados em frascos vedados
com tampas de borracha contendo 1 ml de tampéo, 0,1 uCi de [U-**C] glicose (250
mCi/mmol, PerkinElmer®, EUA) e 10 mM de glicose ndo marcada. A fase gasosa foi
saturada com uma mistura de carbogénio (5% de CO:2 e 95% de O2) e a reacéo
ocorreu em pequenos poc¢os dentro dos frascos de vidro vedados contendo tiras de
papel Whatman 3MM colocados acima do nivel do meio de incubacao para capturar
o0 1CO2 formado. Os frascos foram incubados em um agitador metabélico Dubnoff por
60 minutos a 25 °C. O processo de oxidacao foi interrompido através da adicéo de
acido tricloroacético (TCA) 50% (v/v) nos poc¢os contendo tecido e NaOH 2 M nos
pocos contendo o papel Whatman 3MM — esse processo foi realizado inserindo
agulhas através das tampas de borracha, sem que ocorresse a perda do 4CO:2
formado. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente por 24 horas para
capturar o *CO2 no papel Whatman 3MM. Apés 24 h, o papel Whatman 3MM foi
transferido para uma mistura de cintilagédo liquida e a radioatividade foi quantificada
(LKB-Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Os resultados foram apresentados
como pmol-g?-ht (umol do substrato de **C incorporado em CO:2 por grama de tecido

por hora).

3.3.8 Converséao da 1“C-glicose em glicogénio (glicogénese)

As amostras de tecido utilizadas no protocolo de oxidagdo de 4C-glicose em
14CO2 (secao 3.3.7) foram lavadas em tampéo 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
Na:SO4 35% foram adicionados, seguidos de centrifugagédo a 2500 rpm por 10
minutos. Apos descartar o sobrenadante, foi realizada uma nova centrifugacao a 2500
rpm por 10 minutos apds a adicao de etanol a 70%. Mais uma vez, o sobrenadante foi
descartado, e o precipitado foi dissolvido em agua destilada (Thomas et al., 1968).
Cem microlitros desta solucéo foram transferidos para frascos contendo uma mistura
de cintilagéo liquida (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
sintese de glicogénio foi quantificada como pmol-gt-h* (umol de “C-glicose

incorporada em glicogénio por grama de tecido por hora de incubacao).

3.3.9 Converséao de “C-substrato em glicose (gliconeogénese)

A determinacdo da gliconeogénese tecidual foi realizada de acordo com
Oliveira e Da Silva (1997) e Oliveira et al. (2004). Fatias de tecido fresco de figado (+
10 mg), masculo (+ 80 mg) e rim (x 10 mg) foram incubadas em microtubos contendo
0,5 ml de tampéo (114 mM NacCl, 2,25 mM KClI, 0,44 mM KH2POa4, 0,33 mM NazHPO4,
1 mM MgSO4, 13 mM NaHCOs, 10 mM HEPES, 0,1% de albumina, 10 pl:1 ml PMSF—
Sigma-Aldrich® #P7626 e 1 pl: ml de coquetel de inibidor de protease—Sigma-—
Aldrich® #P8340; pH 7,63) e substratos marcados e ndo marcados. As fatias de figado
foram incubadas na presenca de 0,10 uCi de [U-**C]-alanina (151 mCi/mmoll; Perkin
Elmer, EUA) mais 5 mM de L-alanina ndo marcada, 0,10 uCi de [U-1“C]-lactato (250
mCi/mmol; Du Pont, EUA) mais 5 mM de L-lactato ndo marcado e 0,10 uCi de [U-14C]-
glicerol (154 mCi/mmol; Perkin Elmer, EUA) mais 5 mM de L-glicerol ndo marcado. As
fatias de musculo foram incubadas na presenga de 0,10 uCi de [U-*C]-alanina (151

mCi/mmol; Perkin Elmer, EUA) mais 5 mM de L-alanina ndo marcada e 0,10 uCi de
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[U-14C]-lactato (154 mCi/mmol; Perkin Elmer, EUA) mais 5 mM de L-lactato nédo
marcado. As fatias de rim foram incubadas na presenca de 0,10 uCi de [U-'4C]-
glutamina (266 mCi.mmol-1; Amersham, Reino Unido) mais 5 mM de L-glutamina néo
marcada. Apoés adicionar os substratos ndo marcados, o pH do meio de incubacéo foi
determinado. A fase microtubular gasosa foi saturada com uma mistura de 5% de CO:
e 95% de O2 por 20 s. As fatias foram incubadas a 25 °C por 60 minutos em um
agitador metabdlico Dubnoff (60 ciclos/min). Estudos anteriores demonstraram que,
em condi¢cdes experimentais, 5% de CO2 ndo afetam a capacidade gliconeogénica
(Oliveira et al., 2004). Ao final da incubacédo, o meio foi desproteinizado, e a “C-
glicose, formada a partir de [U-14C]-alanina, [U-**C]-glicerol, [U-}*C]-lactato e [U-*C]-
glutamina foi separada por cromatografia em camada fina usando n-butanol a 95%,
alcool etilico a 5,4% e acido acético em agua (75:47,4:27,6, viviv). O ponto
correspondente a '“C-glicose, localizado por pulverizacdo com um reagente de
anisaldeido (95% de alcool etilico/acido sulfdrico concentrado/p-metoxibenzaldeido
18:1:1, v/viv), foi marcado, raspado e dissolvido em liquido de cintilagdo: 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 gliconeogénica sao
expressos como mmol de[U-*C]-alanina, [U-**C]-glicerol, [U-1*C]-lactato ou [U-4C]-
glutamina convertidos em !4C-glicose. g™ de tecido h™* (mmol de !*C-substrato

convertido em **C-glicose por grama de tecido por hora de incubacéao).

3.4 Exposicao a desidratacao
3.4.1 Aclimatacéo

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 estacdo meteoroldgica portatil (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 laboratério, cinco animais (n=5) foram separados para
determinar o conteudo inicial de agua corporal (BWCi) de Boana pulchella, valor
necessario para mensurar os niveis de desidratacao durante o experimento (Churchill
e Storey, 1994). Para isso, esses individuos foram pesados e eutanasiados com
lidocaina a 5% administrada na regido inguinal e na cavidade oral. Posteriormente,
foram colocados em uma incubadora a 80°C e pesados a cada 12 horas. O ponto de
desidratacdo completa foi identificado quando n&o houve alteragdo no peso por 24
horas, e o BWCi foi calculado subtraindo o peso final do peso inicial. Apds, o conteudo
de &gua corporal de B. pulchella foi estimado em 0,797 + 0,005 g de 4gua 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 aclimatacdo delineado por de Amaral et al.
(2023) e descrito na secéo 3.3. A Unica alteracao realizada nesse experimento durante
o protocolo de aclimatacéo foi o recipiente onde os animais foram aclimatados. Ao
invés de caixas plasticas perfuradas, os animais foram aclimatados dentro de
dessecadores de vidros de sete litros (maximo seis animais por dessecador), com
discos de porcelana separando o fundo e cobertos com tampa com um orificio aberto
para circulacdo do ar. Em cima do disco de porcelana, foi inserido papéis toalhas
umedecidos com agua desclorada, pote com agua desclorada e musgo esfagno. Apos
o periodo de aclimatacéo de duas semanas, um grupo de controle de animais (n=5)

foi selecionado aleatoriamente dessa condicao.
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3.4.2 Desidratacédo e reidratacao

Apés a aclimatacdo, o restante dos animais (n=11) foram submetidos a um
procedimento de desidratacao (Churchill e Storey, 1994; Wu et al., 2018; Storey e
Storey, 2019). Antes de iniciar o protocolo, foi realizada a identificacéo fotografica das
partes internas das patas traseiras para a pesagem individual durante o periodo de
exposicdo. Nos dessecadores, abaixo do disco de porcelana, foi inserido saquinhos
de silica gel dessecante (200 g) e o interior do dessecador foi seco, com musgo
esfagno e toalhas de papel substituidos por contrapartes secas (figura 11A). Apds
pesagem e identificacdo de cada individuo, a bexiga urinaria 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 agua corporal
até atingir aproximadamente 40%. O percentual de perda de &gua corporal total foi

calculado, a cada pesagem, usando a formula: % perda de agua corporal =

(ML Md)
(Mi x BWCi)

x 100, onde Mi é a massa inicial, Md é a massa em cada pesagem e
BW(Ci é o conteudo inicial de 4gua corporal (obtido anteriormente). Ao atingir 40% de
perda de agua corporal, o que foi em média em trés dias, os animais foram
eutanasiados (n=6), compondo o grupo dos animais desidratados ou reidratados
(n=5). A reidratacao foi realizada colocando-os em contanto com uma lamina de agua

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

11B).
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Figura 11. Alojamento dos animais durante o periodo de desidratacdo e reidratacdo no
experimento de desidratagdo. Os animais foram acondicionados em dessecadores de vidros e
alocados dentro de uma incubadora refrigerada com controle de luz e temperatura. Durante a
desidratacao, foi adicionado saquinhos dessecantes de silica em gel nos dessecadores (A) e durante
a reidratagdo uma lamina de agua de 0,5 cm foi adicionada ao fundo do dessecador onde os animais
ficaram em contato (B).

Apés 24h de recuperacdo, foi amostrado e eutanasiado os animais que
compuseram o grupo dos animais reidratados. O protocolo empregado durante esse
experimento esta ilustrado na figura 12. Nenhum animal morreu durante o protocolo
de aclimatacao e experimental, indicando que B. pulchella pode sobreviver com até

40% de perda de agua corporal.
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Figura 12. Linha do tempo do protocolo experimental de desidratagdo mostrando os grupos
experimentais controle, desidratacéo e reidratacdo 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. Apés a captura, os animais foram levados ao laboratério e iniciou-se um periodo
de aclimatacdo de duas semanas a 5 °C com acesso livre a 4gua. Apds duas semanas, cinco animais
foram selecionados aleatoriamente (grupo controle). O restante dos animais foi submetido a um
ambiente com restricdo hidrica e quando atingiram 40% de perda de 4gua corporal, seis animais foram
amostrados e compuseram o grupo desidratados. Os outros cinco animais foram colocados em

recuperagao com acesso a agua por 24 h e apés amostrados (grupo reidratados).

Antes da eutanasia, a massa corporal (BM) dos animais em gramas (g) e 0
comprimento focinho-ventre (SVL) em centimetros (cm) foram mensurados. A
eutanasia foi realizada individualmente usando lidocaina a 5% (creme anestésico
tdpico) no abdémen e na cavidade oral. Apés confirmada a eutanasia, a disseccéo
imediata sobre gelo removeu o figado, os musculos das patas (gastrocnémio, gracil,
sartério e adutor) e o coracdo, 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 parametros avaliados

em cada tecido pode ser observado na figura 13.
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Figura 13. Quadro do resumo dos tecidos utilizados (figado, musculo, encéfalo, coragéo e rim)
com as respectivas andlises realizadas nos animais dos grupos controle, desidratacdo e

reidratacao.

3.4.3 Parametros morfométricos

O indice de massa escalada (SMI), conforme descrito por Peig e Green (2009)
e MacCracken e Stebbings (2012), foi utilizado para avaliar a condicdo corporal
usando a massa corporal e o SVL (comprimento focinho-ventre). Um alto SMI sugere
maiores reservas de energia e, portanto, uma boa condi¢cdo corporal. O declive do

SMI foi calculado a partir da andlise de regressdo de SVL transformado em log e

massa transformada em log: SMI = [massa individual X

(média do SVL da populagio
SVL individual

)inclinagéo da regressiaolog massa~log SVL]

Uma parte do tecido muscular foi usada para determinar o contetido de agua
do tecido. Este tecido foi pesado, identificado e colocado em uma incubadora a 60°C.
A cada 24 horas, 0 peso do tecido foi medido, e quando foi observado que o peso do
tecido ndo mudou por 24 horas, 0 peso seco do tecido foi determinado. Assim, 0
conteudo de agua do tecido foi expresso em mg e determinado pela seguinte férmula:

Conteudo de agua muscular (mg) = peso final do tecido — peso inicial do tecido.



Os pesos do figado e do coracéo foram medidos, e o indice hepatossomatico (IHS) e

o indice cardiossomatico (ICS) foram calculados usando a formula: HSI ou ICS =

( peso do tecido (g)
massa corporal (g)

) x 100.

3.4.4 Balanco oxidativo

Fatias de musculo, coracdo e encéfalo foram homogeneizadas usando um
misturador Ultra-Turrax (IKA-WERK) com um tampé&o de fosfato (20 mM), cloreto de
potéssio (140 mM) e inibidor de protease (1 mM de PMSF), pH 7,4, na proporcéo 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 centrifugacgao foi coletado, fracionado e congelado a -20°C para
subsequentes ensaios de equilibrio redox e analises de substratos teciduais. Os
marcadores de equilibrio redox foram quantificados em duplicata e armazenados por
um periodo méximo de dois meses. Todos os marcadores foram normalizados aos

niveis de proteinas totais quantificados no sobrenadante do homogeneizado.

3.4.4.1 Substancias reativas ao acido tiobarbittrico

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram avaliados medindo as substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (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 &acido tricloroacético (TCA), 0,67% de acido tiobarbitirico (TBA),
agua destilada e a amostra homogeneizada de tecido muscular foram aquecidos a
100 °C por 15 minutos. Posteriormente, foi resfriado em gelo por 15 minutos, e alcool

n-butilico foi adicionado. A mistura foi entdo centrifugada por 1 minuto a 3000 rpm a 4



°C, e 0 sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo preto para leitura. Os
resultados foram quantificados e expressos em nanomoles de TBARS por miligrama

de proteina.

3.4.4.2 Superoéxido dismutase

A superoéxido dismutase (SOD) é a enzima responsavel pela catalisacdo da
dismutacdo do radical anion superéxido, resultando na formacédo de perdxido de
hidrogénio e oxigénio. O método para determinar a SOD € baseado na inibicdo da
reacao entre o radical superéxido com a adrenalina (Boveris e Cadenas, 1982) e é
guantificado em unidades relativas (uma unidade de SOD é definida como a
guantidade de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do detector (adrenalina). A
atividade da SOD foi medida no tecido muscular. Preparamos uma solucédo de tampao
de glicina (50 mM, pH 11) e epinefrina (1mM), um composto fotossensivel formado
pela adicdo de 0,04 g de bitartarato de epinefrina, 2 ml de tampéao de glicina e 14 pl
de HCI. Foram obtidas trés curvas para cada amostra, nos volumes de 24, 12 e 6 pl,
juntamente com o tamp&o necessario para atingir um volume final de 450 pl, mais 8,2
pl 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
quantificacdo da atividade da superéxido dismutase (SOD) foi expressa em unidades

de SOD por miligrama de proteina.

3.4.4.3 Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada em tecido cerebral, cardiaco e
muscular, medindo a reducdo do peroxido de hidrogénio (Boveris e Chance, 1973).

Resumidamente, adicionamos 477,5 pl de tampéao de reacéo (fosfato de sodio) mais
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5 pl de amostra a uma cubeta de quartzo e adicionamos 17,5 ul de peroxido de
hidrogénio (concentracao final de 50 mM). A cinética enzimatica foi lida a 240 nm ao
longo de um periodo de 20 segundos em intervalos de 2 segundos (musculo e
encéfalo) ou 70 s a cada 7 s (coracao), e todas as amostras foram lidas em duplicata.
Os resultados foram apresentados em pmoles de H202 por miligrama de proteina por

minuto.

3.4.4.4 Glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada pela
quantificacdo do produto formado pela conjugacdo de 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno
(CDNB) com glutationa reduzida (GSH). O composto formado é detectavel a 340 nm,
e a atividade da enzima € proporcional a velocidade de producdo do composto
conjugado (Habig e Jakoby, 1981). Uma mistura contendo tampé&o de fosfato de sédio
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 pmol de

CDNB conjugado - min~! - mg proteina™ (Boyland e Chasseaud, 1969).

3.4.5 Substratos teciduais

A concentracdo dos substratos teciduais lactato, proteinas totais e ureia do
encéfalo, coracado, figado e musculo foi determinada a partir da sobrenadante da
homogeneizacéao descrita em 3.4.4. A partir desse homogeneizado, a concentracao
de substratos foi determinada por meio de kits enziméticos comerciais - lactato (Id-
N°:138, LABTEST Diagnostica®, Brasil), ureia (Id-N°: 27, LABTEST Diagndstica®,

Brasil) e proteinas totais (Id-N°: 99, LABTEST Diagnoéstica®, Brasil). As medigcdes
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foram realizadas em uma placa de 96 pocos usando um espectrofotometro (Anthos
Zenyth 200RT, Bichrom, Reino Unido) em absorbancias especificas, calibradas em
relacdo aos padrdes do kit. As concentracfes foram determinadas com base em
curvas de calibracdo derivadas dos padrdes do kit e expressas em miligramas por

grama de tecido (mg - g%).

A concentracdo de glicogénio no encéfalo, coracdo, figado e musculo foi
determinada em frascos contendo o precipitado da homogeneizacdo descrita na
secdo 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 sec¢éo 3.3.6.

3.4.6 Mensuracdes teciduais com utilizacdo de is6topos de 14C

Fatias de tecido hepatico e tecido muscular foram utilizadas para determinacao
da oxidagéo de *C-glicose a COz, técnica descrita na se¢éo 3.3.7, e da glicogénese
através da conversdo *C-glicose em glicogénio, técnica descrita na se¢do 3.3.8.
Fatias de tecido fresco de figado, masculo e rim foram utilizadas para determinar a
gliconeogénese através da conversdo de 14C-alanina, #C-glicerol, *C-glutamina e

14C-lactato em glicose, como descrito na secéo 3.3.9.

3.5 Exposicao a anoxia
3.5.1 Aclimatacéo

Quinze individuos de Boana pulchella (n=15), foram coletados durante o verao
de 2024 em banhados localizados dentro no municipio de Sdo José dos Ausentes,

Rio Grande do Sul. A temperatura no local de coleta era de 18.3 °C, e a umidade era

de 84.5%, conforme indicado pela estagcdo meteoroldgica portatil (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 laboratério, os animais foram submetidos a um banho
de tetraciclina (0,5%) e seguiram para o protocolo de aclimatacdo delineado por de
Amaral et al. (2023) e descrito na secdo 3.4.1. Os animais permaneceram em
dessecadores de vidro durante uma semana a uma temperatura de 20 £ 1 °C,
fotoperiodo natural (14:10h, dia:noite) e concentracdo de oxigénio de 21 + 0.2%
mensurada, todos os dias, através de um medidor de oxigénio (modelo 920,
Instrutherm®; figura 14A). Apés o periodo de aclimatacdo de uma semana, um grupo
de animais (n=5) foi selecionado aleatoriamente dessa condicdo e compuseram 0

grupo controle.

3.5.2 Andxia e recuperacao

O restante dos animais (n=10) seguiram para 0 protocolo experimental de
exposicdo a exposicdo a anoxia (Al-Attar e Storey, 2019; Storey e Storey, 2019). Os
dessecadores onde estavam os animais foram reorganizados com toalhas de papel
umedecidas com agua desclorada (borbulhada com géas nitrogénio a 100% por 30
minutos) revestindo o fundo. Apds, a tampa do dessecador foi fixada e no orificio de
abertura na tampa foi inserido um medidor de oxigénio (modelo 920, Instrutherm®) e
uma mangueira para introducéao de N2 (figura 14B). Um fluxo de géas nitrogénio 100%
foi entdo projetado para dentro do dessecador por 20 minutos e, ao final a
concentragcédo de Oz no interior da camara foi de 0%. Apos, os dez animais (n=10)

foram acondicionados nessa camara rapidamente e tampa selada com parafilme
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(figura 14C). O gas Nz foi novamente liberado através das caAmaras constantemente

(variagdo da concentracdo de O2 durante esse tempo: 0% a 1%).

Figura 14. Alojamento dos animais durante o periodo de aclimatacdo e andxia. Os animais foram
acondicionados em dessecadores de vidros, com temperatura controlada (20°C), fotoperiodo natural
(14:10, dia:noite) e, durante a aclimatacao de uma semana, a concentracdo de oxigénio atmosférico
era de 21% (A). Durante a andxia, o medidor de O2 foi acoplado ao dessecador juntamente com uma
mangueira onde era liberado o fluxo de Nz a fim de criar uma atmosfera andxica (B). Os animais foram

introduzidos a esse ambiente anoxico, 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. Apés trinta minutos de
exposicdo ao ambiente anoxico, 0s animais pararam de responder aos estimulos.

Nesse momento, cinco animais (n=5) foram amostrados e compuseram o grupo dos
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animais em anoxia. Os outros cinco animais (n=5) foram realocados em um novo
dessecador, com fluxo livre de ar atmosférico e concentracdo de oxigénio de 21%,
onde permaneceram por quatro horas. Apdés quatro horas, esses animais foram
amostrados e compuseram o grupo dos animais recuperados. O protocolo empregado

durante essa exposicao esta ilustrado na figura 15.

Aclimatagao Anéxia Recuperacao
21% oxigénio 0% oxigénio 21% oxigénio
[ ——— Umasemana i i 30 MiNULOS =i | ——— 4 hoOras ——
14/10 h (dia/noite) 20°C 20°C
20°C
Captura Eutanasia Eutanésia Eutanasia
(n;ﬂ;) Grupo Controle Grupo Andxia Grupo
(n=5) (n=5) Recuperacdo

(n=5)

Figura 15. Linha do tempo do protocolo experimental de desidratacdo mostrando os grupos
experimentais controle, andxia e recuperacdo 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. Apés a captura, o0s
animais foram levados ao laboratorio e iniciou-se um periodo de aclimata¢do de uma semana a 20 °C
com acesso livre a 4gua e concentracdo de oxigénio atm 20%. Ap6s uma semana, cinco animais foram
selecionados aleatoriamente (grupo controle). O restante dos animais foi submetido a um ambiente
sem oxigénio (02) e, quando n&o respondiam mais ao estimulo, cinco animais foram amostrados e
compuseram o grupo anodxia. Os outros cinco animais foram colocados em recupera¢do com 20% de

oxigénio por 4 h e apdés amostrados (grupo recuperados).

A massa corporal (MC; em gramas; balanca analitica BEL®, modelo Mark
M214A) e comprimento rostro-cloacal (CRC; em centimetros) foi mensurada antes da
eutanasia. Apos, os animais foram eutanasiados com creme de lidocaina a 5%,

aplicado no abdémen, regi&o inguinal e cavidade oral. A coleta de sangue foi realizada
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com seringas heparinizadas através de puncdo cardiaca. Os animais foram entéao
rapidamente dissecados sobre gelo, e foram removidos o figado, o coracdo, o

encéfalo, e os musculos posteriores das pernas.
O indice de massa escalada (SMI), conforme descrito na se¢do 3.4.3, foi

determinado para os individuos dos trés grupos experimentais conforme: SMI =

média do SVL da populagio
SVL individual

inclinacao da regressao log massa~ log SVL
[massa individual X ( )

IHS e o ICS também foram calculados usando a seguinte equacao: IHS ou ICS =

( peso do tecido (g)
massa corporal (g)

) x 100. As amostras de figado, musculo, coracdo, encéfalo e
plasma foram imediatamente utilizadas nas técnicas de avaliacdo metabdlica ou
armazenadas a -80°C até o momento da utilizacdo nas técnicas bioquimicas. O

resumo dos parametros avaliados em cada tecido pode ser observado na figura 16.

» Conteldo de lactato

s Morfometria = Conteldo de glicogénio

+ Contetido de lactato = Conteldo de proteinas = Conteldo de lactato

« Conteudo de glicogénio totais * Conteldo de glicogénio * Morfometria

« Conteldo de proteinas + Contetdo de ureia * Conteldo de proteinas = Conteldo de lactato
totais « Oxidacdo de glicose totais » Contetdo de glicogénio

« Contetdo de ureia * Sintese de glicogénio + Conteldo de ureia « Conteldo de proteinas

« Oxidacdo de glicose * Gliconeogénese a partir de * Gliconeogénese a partir de totais ) ‘

+ Sintese de glicogénio lactato lactato = Conteudo de ureia

« Gliconeogénese a partir de « Atividade enzimatica da » Atividade enzimatica da » Atividade enzimatica da
lactato SOD, CAT e GST CAT CAT

« Atividade enzimatica da » Contetdo de TBARS
CAT

Figura 16. Quadro do resumo dos tecidos utilizados (figado, musculo, encéfalo, coragdo) com

as respectivas analises realizadas nos animais dos grupos controle, andxia e recuperacao.

3.5.3 Reflexo de endireitamento

Antes da eutanasia, todos animais foram submetidos a um teste de reflexo de
endireitamento. A metodologia empregada para realizacdo desse teste foi baseada

segundo Harvey et al., 1976 e esta descrita na se¢éo 3.3.3.
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3.5.4 Substratos plasmaticos

O plasma foi separado conforme descrito em de Amaral et al. (2022) e na secao
3.3.4. Kits enzimaticos comerciais determinaram os niveis de glicose (Id-N°:133,
LABTEST Diagnéstica®, Brasil), lactato (Id-N°:138, LABTEST Diagnostica®, Brasil) e
ureia (Id-N°: 27, LABTEST Diagnostica®, Brasil). As medicGes foram realizadas
utilizando um espectrofotbmetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, Reino Unido) em
absorbancias especificas, calibradas com os padrdes dos kits, e relatadas em

milimoles por litro de plasma (mmol/L).

3.5.5 Mensuracdes teciduais com utilizacdo de is6topos de 14C

Fatias de tecido hepatico e tecido muscular foram utilizadas para determinacéo
da oxidagdo de *C-glicose a COz, técnica descrita na se¢éo 3.3.7, e da glicogénese
através da conversdo *C-glicose em glicogénio, técnica descrita na secédo 3.3.8.
Fatias de tecido fresco de figado, musculo e encéfalo foram utilizadas para determinar
a gliconeogénese através da conversao de “C-lactato em glicose, como descrito na

secao 3.3.9.

3.5.6 Balango oxidativo

Fatias dos tecidos encéfalo, coracédo, figado e musculo foram utilizadas para
mensurar as substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS), conforme protocolo
descrito em 3.4.4.1, a atividade da superéxido dismutase (SOD) (descrita na secéo
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 secéo 3.4.4.4.
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3.5.7 Substratos teciduais

Fatias dos tecidos encéfalo, coracdo, figado e musculo foram utilizadas para
mensuragao a concentracéo de glicogénio e dos substratos lactato e ureia, conforme

descrito na secao 3.4.5.

3.6 Andlise estatistica

O tamanho da amostra foi calculado com a utilizacdo do programa Minitab
(versdo 15) utilizando como base para célculo os resultados de protocolos
experimentais de nosso laboratério (ex. de Amaral et al., 2022) e de outros grupos de
pesquisa com 0 mesmo protocolo e modelo animal (ex. Zhang et al., 2021; Varma and
Storey, 2023b), levando em consideracao o desvio padrédo encontrado nos grupos. Os
resultados foram inicialmente analisados utilizando o teste de Shapiro-Wilk para
avaliar a distribuicdo dos dados, e os valores outliers foram identificados e, se
presentes, excluidos usando o método ROUT (Q = 1%; Motulsky e Brown, 2006).
Dados paramétricos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo teste post hoc de Tukey. Dados ndo 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 individuos
em tempos diferentes, foram submetidos a ANOVA de medidas repetidas (RM) com
correcdo de Greenhouse-Geisser. Dados paramétricos séo apresentados como média
* erro padrao da média (SEM), e dados ndo paramétricos sdo relatados como valores
de mediana e intervalo interquartil minimo e maximo. A significancia estatistica foi
determinada quando P < 0,05. A analise dos dados foi realizada utilizando o software

GraphPad Prism (GraphPad®, EUA).

52



53

4 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir das metodologias descritas nessa Tese serao
apresentados em quatro sec¢fes distintas de acordo com os artigos originarios dos
resultados obtidos:

I.  Artigo 1 (exposicéo a temperaturas negativas);
II.  Artigo 2 (exposicdo a desidratacéo);
lll.  Artigo 3 (gliconeogénese durante exposicdo a temperaturas negativas e
desidratacéo);

IV. Dados parciais do experimento de exposi¢do a andxia.
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ARTICLE INTFO ABSTRACT
Keywords: Frogs have developed biochemical and physiological adaptations to occupy diverse ecological niches on Earth
l’rog' successfully. Survival in frozen states is a fascinating strategy made possible by evolving adaptations to produce
?01‘:1’"3_ i cryoprotectant solutes. The hylid frog Boana pulchella thrives in South American regions with cold climates,
:l;;t:l:(l:lli:m remaining active while enduring sporadic subzero temperatures during winter. The species’ metabolic changes
M(;laboli-tes during subzero exposure remain unclear. Therefore, we exposed B. pulchella to cooling and recovery, a:
Physiology plasma and tissue metabolite changes. Cooling significantly reduced urea concentrations in plasma (P = 0.033),

Temperature muscle (P = 0.001), heart (P = 0.009), and brain (P = 0.041) compared to acclimation. Liver glucose oxidation
and glycogen synthesis were lower in cooling and recovery than in acclimation (P < 0.0001 and P = 0.0117,
respectively). Muscle glycogen synthesis was lower in recovery than acclimation (P = 0.0249). These results
demonstrate B. pulchella’s physiological strategies during subzero exposure, likely reflecting species-specific
evolutionary adaptations for brief subzero exposures that enable winter survival in its natural habitat.

1. Introduction

Ectothermic vertebrates have successfully colonised diverse ecolog-
ical niches on Earth (Pimm et al., 2014), living seasonally or continu-
ously in high-latitude and high-elevation environments (Storey, 1984;
Weber et al., 2002; Costanzo et al., 2013; Cogalniceanu et al., 2017;
Shekhovtsov et al., 2020). While these vertebrates tend to concentrate in
tropical regions due to anatomical, behavioural, and physiological
characteristics such as ectothermy (Duellman, 1999; Wells, 2007),
certain species have evolved adaptations enabling them to inhabit cold
regions (Storey, 1984), high altitudes (Hutchison et al., 1976), and de-
serts (Van Beurden, 1980).

Surviving in unconventional environments, especially for ecto-
therms, necessitates biochemical and physiological changes to cope with
resource scarcities like food, accessible water, and oxygen (Geise and
Linsenmair, 1986; Costanzo et al., 1993; Joanisse and Storey, 1996;
Jackson and Ultsch, 2010; Nguyen, 2017; Berman et al., 2019). Among
the influencing abiotic factors, temperature predominantly shapes
physiological parameters in ectothermic animals (Sinsch, 1984; Orizaola
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E-mail address: marjoriane.amaral@ufrgs.br (M. de Amaral).
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et al., 2010), with reported metabolic responses to low temperatures
varying among populations in different thermal regimes (Costanzo et al.,
2013; Bullock, 1955; Storey and Storey, 2013).

Frogs that overwinter in cold environments often survive through
strategies of freezing avoidance or tolerance (Hill and Wyse, 1989). A
particularly captivating adaptation within this group is freeze tolerance,
where the animal adapts its metabolism to endure lower temperatures.
Anuran freezing tolerance was first reported 40 years ago (Schmid,
1982). Since then, a prolific amount of research has been published
(Storey, 1987; Joanisse and Storey, 1996; Cowan and Storey, 2001;
Zhang and Storey, 2012; Rosendale et al., 2015; Berman et al., 2019;
Costanzo, 2019; Storey et al., 2021; Al-attar and Storey, 2022). This
ability is achieved through the action and accumulation of cryoprotec-
tants like glucose, glycerol, and urea, combined with integrated physi-
ological changes (Storey and Storey, 2013, 2017).

South America boasts regions with cold climates that experience
negative temperatures, frost, snow, and temperature fluctuations
inhabited by anurans (Duarte et al., 2006; Both et al., 2009). Recent
studies have delved into the response of tropical frogs to freezing
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exposure and its dynamics in these cold environments (Rodriguez et al.,
2019; Carvajalino-Fernandez et al.,, 2021; Reider et al., 2021). An
example is the Colombian frogs of the Pristimanti genus found in the
Paramo region, which experience freezing nights followed by warmer
daytime temperatures (Carvajalino-Fernandez et al., 2011). Notably,
under experimental freezing conditions, the glucose concentration of
three Paramo species has been shown to increase (Carvajalino
Fernandez et al., 2021), highlighting the need for further exploration of
their still little-explored cold-related adaptations (Carvajalino-
Fernandez et al., 2011).

The Boana pulchella frog, native to subtropical America (Cei, 1980),
inhabits temperate areas of southern Brazil, Uruguay, and Argentina
(Frost, 2023). This frog exemplifies a subtropical species experiencing
low temperatures during winter, with breeding more frequently occur-
ring during the winter months (Kwet et al., 2004; Maneyro and Carreira,
2012; Curi et al., 2014; Mata, 2015; Oliveira, 2015; Antoniazzi et al.,
2019), even under subzero air temperatures (Maneyro, 2008; Santos
et al., 2008; Ximenez and Tozetti, 2015). Seasonal metabolic changes
observed in previous studies might be associated with its ability to
reproduce during winter (de Amaral et al., 2022). Moreover, B. pulchella
exhibits elevated plasma glucose and glycerol concentrations compared
to other anurans, including freeze-tolerant species like D. chrysoscelis
(Do Amaral et al., 2018; de Amaral et al., 2022). However, the metabolic
changes in B. pulchella during exposure to low temperatures remain
unexplored.

Considering the existing knowledge and limited research on sub-
tropical anurans in subtropical zones, this study aims to evaluate the
primary metabolic changes in the South American species B. pulchella
during cold exposure and recovery. The goal is to comprehend how
these animals navigate subzero temperatures, focusing on energy sub-
strates and glycolysis pathways. By subjecting B. pulchella to laboratory
experiments simulating negative temperatures and subsequent re-
acclimation, this study seeks to uncover the underlying metabolic dy-
namics supporting this species.

2. Material and methods
2.1. Animal treatment

Male B. pulchella frogs (n = 18) were collected during fall (April)
from 9:00 p.m. to 02:00 a.m. at the UFRGS agronomic experimental
station (EEA-UFRGS), Eldorado do Sul city, Brazil (30°06'02.9 'S,
51°40'35.0" W). The collection site temperature at the moment of cap-
ture was 16.8 °C, and the humidity was 93.1% (measured using a single
handheld Kestrel 3500 Weather Meter®). The temperature range during
the collection month, registered by the EEA-UFRGS weather station, was
7-27 °C (Datum SIRGAS2000). After capture, the frogs were transported
to the lab, bathed in tetracycline 0.05%, and acclimatised for 2 weeks at
5 °C under a 10:14 h light-dark regimen in a temperature-controlled
refrigerated incubator (Incubator FOC 225E, VELP SCIENTIFICA®;
thermostat TC-900e POWER, Full Gauge Controls®; Supplementary
material). This incubator had a system that constantly circulates air to
maintain a proper temperature throughout the incubator, eliminating
hot and cold spots outside the set temperature. During the acclimatisa-
tion time, the animals were maintained inside ventilated plastic boxes (6
animals per box of 19 x 26 x 12 cm) with moist sphagnum moss and
paper towel, and free access to dechlorinated water (which was also
sprayed on them every day) and were fed twice weekly with mealworm
larvae and small beetles. The temperature inside the boxes was checked
with a "K" type thermocouple (EZA TP-01) with a dry bulb connected to
a digital thermometer type TM-902c to guarantee that no temperature
gradient occurred between the chamber and inside boxes. The accli-
mation animals’ group (n = 6) was randomly sampled from this con-
dition after two weeks of acclimation at 5 °C.

For whole animal cooling exposure, the remaining animals under-
going acclimation (n = 12) were subjected to a daily temperature
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decrease of 1 °C until reaching —2.5 °C. Subsequently, the incubator was
set at —4 °C for a 45-min cooling period to induce frog body tempera-
tures below zero. Following this, the incubator temperature was raised
to —2.5 °C for 24 h. Twenty-four hours later, six animals from the
cooling group were randomly selected (n = 6) for sampling. The
remaining animals (n = 6) were exposed to 5 °C for 24 h and then
sampled to form the recovery group (Fig. 1). This chilling exposure
protocol was followed and adapted from Do Amaral et al. (2018), Storey
and Storey (2019), Al-attar et al. (2020), Zhang et al. (2021), and Varma
and Storey (2023).

All animals (acclimation, cooling, and recovery groups) had their
body mass (BM; grams) and snout-vent length (SVL; centimetres)
quantified. Following the experiments, the frogs were euthanised with
5% lidocaine cream applied to the abdomen, inguinal region, and oral
cavity. Blood was collected with heparinised syringes by cardiac punc-
ture. The frogs were quickly dissected over ice, and the liver, heart,
brain, and posterior leg muscles were removed. The liver and heart were
weighed, and the hepatosomatic index (HSI) and heartsomatic index
(HeSI) were calculated following the equation: HSI or HeSI = (tissue
weight (mg)) x total body mass (mg)—1) x 100. Liver, muscle, heart,
brain, and plasma samples were directly used when the protocol
required fresh tissue or stored at —80 °C until used for other protocols.

All frogs used in this study were collected and transported under
SISBIO permission (#75475-3). All frogs underwent identical proced-
ures during experiments previously approved by the Federal University
of Rio Grande do Sul Ethics Committee (CEUA-UFRGS #39416).

2.2. Righting reflex

Before euthanasia, each frog underwent a righting reflex assessment,
gauging its ability to turn upright when positioned on its back (Goulet
et al, 2010). An immediate return to the head-up position defined
success. The test concluded if the frog remained supine for 10 s (Harvey
et al., 1976). This evaluation verified the frogs’ responsiveness during
cooling exposure. Test sessions were recorded, and data analysis quan-
tified the time taken for the reflex, measured in milliseconds (ms).

2.3. Plasma substrates

Blood was centrifuged at 4 °C and 5000xg for 10 min to isolate
plasma. This plasma was transferred and centrifuged at 5000xg for 5
min, resulting in approximately 15 pL of plasma (de Amaral et al., 2022).
Commercial enzymatic kits determined glucose (Id-N°:133, LABTEST
Diagnéstica®, Brazil), lactate (Id-N°:138, LABTEST Diagnoéstica®,
Brazil), glycerol (Id-N°:5360, R-Biopharm AG, Germany), urea (Id-N°:
27, LABTEST Diagnostica®, Brazil), and uric acid (Id-N°: 140, LABTEST
Diagnéstica®, Brazil) levels in the plasma. Measurements were per-
formed using a spectrophotometer (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK)
at specified absorbances, calibrated against kit standards, and reported
as millimoles per litre of plasma (mmol/L).

2.4. Tissue substrates

Tissue substrates, including glycerol, lactate, total proteins, urea,
and triglycerides, were determined by homogenising liver (+6 mg),
muscle (+8 mg), heart (+10 mg), and brain (20 mg) samples in 400 pl
of bicarbonate Krebs-Ringer buffer (114 mM NacCl, 2.25 mM KCl, 0.44
mM KH3POy, 0.33 mM NayHPO4, 1 mM MgS0O4,13 mM NaHCO3, 10 mM
Hepes, pl:ml Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich®), 10 pl:ml
PMSF (Sigma-Aldrich®; pH 7.63). From the homogenised mixture, 100
pl was centrifuged at 2000xg for 10 min at 4 °C, while the remaining
300 pl underwent centrifugation at 20,000xg for 10 min at 4 °C. The
ensuing precipitate was designated for glycogen determination (de
Amaral et al., 2022; adapted). Following centrifugation, the supernatant
was employed for substrate concentration assessment via commercial
enzymatic kits (similar to above), and measurements were conducted
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Fig. 1. Timeline of the cooling exposure protocol performed according to Do Amaral et al. (2018), Storey and Storey (2019), Al-attar et al. (2020), Zhang et al.
(2021), and Varma and Storey (2023). The animals (n = 18) were collected in southern Rio Grande do Sul. After capture, the animals were brought to the laboratory,
and a 2-week acclimation period at 5 °C was initiated. After two weeks, six animals were randomly selected (control animals). The remaining animals were exposed
to a gradual temperature decrease (1 °C per day) until reaching —2.5 °C. Following, they were exposed to —4 °C for 45 min before returning to —2.5 °C for 24 h. After
24 h, six animals were euthanised (cooling group). The remaining animals were exposed to 5 °C for 24 h to recover to the acclimation temperature and were

cuthanised (recovery group).

using a spectrophotometer (Anthos Zenyth 200RT, UK). Calibration
curves based on kit standards determined concentrations, reported as
milligrams per gram of tissue (mg/g).

2.5. Tissue glycogen

The glycogen concentration was determined following the protocols
of Van Handel (1965) and de Amaral et al. (2022, adapted). In flasks
with the homogenisation precipitate described in Section 2.5, 30% KOH
was added and boiled for 60 min at 100 °C. Subsequently, 96% ethanol
and 35% NaySO4 were introduced to facilitate glycogen precipitation,
followed by centrifugation for 10 min at 1510 g. The supernatant was
discarded, and the precipitate was resuspended in 1 ml of distilled water
and 300 pl of 4 N HCI to promote glycogen hydrolysis. After another 60
min of boiling at 100 °C, the pH was neutralised by adding 300 pl of 2 M
NayCOs. Glucose concentration was determined using Glucose Liqui-
form (Id-N°:133, LABTEST Diagnostica®, Brazil), with absorbance
readings taken on a spectrophotometer (Anthos Zenyth 200RT, UK).
Glycogen concentration was evaluated using a calibration curve based
on known glycogen standards (Sigma-Aldrich® #G8876), presented as
milligrams of glycogen per gram of tissue (mg/g).

2.6. Tissue glucose metabolism

2.6.1. Glucose oxidation (*'C-glucose to 11C02)

Conversion of [U-'C]-glucose to "CO, was measured following
Torres et al. (2001) and Marqueze et al. (2006). Fresh tissues were sliced
(410 mg liver and + 90 mg muscle) and incubated in flasks sealed with
rubber caps containing 1 ml of KREBS, 0.1 uCi [U-'“C] glucose (250
mCi mmol ™!, PerkinElmer®, USA) and 10 mM unlabeled glucose. The
gaseous phase was exchanged with a carbogen mixture (5% CO» and
95% O,). Small glass wells with 3 MM-Whatman paper strips were
placed above the incubation level, and the flasks were sealed with
rubber caps. The flasks were incubated in a Dubnoff metabolic shaking
incubator for 60 min at 25 °C. The incubation was stopped by adding
0.25 ml of trichloroacetic acid (TCA) 50% through the caps and 0.25 ml
of NaOH (2.0 N) inside the glass wells to capture the MCOz produced.
The flasks were kept at room temperature for 24 h to capture '*CO, in
the 3 MM-Whatman paper. The paper contents were transferred to vials
with a liquid scintillation mixture (toluene-Triton X®-100 (2:1), 0.4%
PPO, 0.01% POPOP). The radioactivity was estimated in an LKB counter
liquid-scintillation (LKB-Wallac, USA) with an automatic curve quench
correction. The results of l"(302 production were expressed as pmol of

14C-glucose incorporated into 1*CO, per gram of tissue per hour.

2.6.2. 1C glucose conversion to glycogen (glycogenesis)

Tissue samples utilised in the "C glucose incorporation into the
10, assay were rinsed in cold KREBS, dried using filter paper, and then
introduced into flasks containing 30% KOH. These flasks were subjected
to a 60-min boil at 100 “C. Subsequently, 96% ethanol and 35% Na»SO4
were added, followed by centrifugation at 2500 rpm for 10 min. After
discarding the supernatant, further centrifugation at 2500 rpm for 10
min was performed following the addition of 70% ethanol. Once more,
the supernatant was discarded, and the precipitate was dissolved in
distilled water (Thomas et al., 1968). One hundred microliters of this
solution were transferred to vials containing a liquid scintillation
mixture (toluene-Triton X®-100 (2:1), 0.4% PPO, 0.01% POPOP).
Radioactivity was quantified using an LKB counter (LKB-Wallac, USA),
and glycogen synthesis was quantified as pmol of 14C glucose incor-
porated into glycogen per mg of tissue per hour of incubation.

2.7. Data analysis

Data analysis was performed using GraphPad Prism software
(GraphPad®, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was initially
employed to assess data distribution, and outliers were identified and
excluded using the ROUT method (Q = 1%; Motulsky and Brown, 2006).
Parametric data (mass; HSI; HeSI; plasma glucose and glycerol; hepatic
glucose oxidation and synthesis; hepatic glycerol, glycogen, urea, and
total proteins; muscle glycogen, lactate, urea, uric acid, total protein and
triglycerides; heart urea, total proteins and uric acid; and brain urea,
lactate, glycogen, total proteins and uric acid) underwent one-way
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Nonparametric data (body
temperatures; SVL; plasma lactate, urea, and uric acid; hepatic lactate,
triglycerides, and uric acid; muscle glucose oxidation and glycogen
synthesis; and heart glycogen and lactate) were analysed using Kruskal-
Wallis (KW) followed by Dunn’s post hoc test. Parametric data are
presented as mean + standard error of the mean (SEM), and nonpara-
metric data are reported as median and 25-75 interquartile range (IQR).
Significance was determined at P < 0.05.

3. Results
In the temperature variation experiment, all subjects survived, and

contrary to expectations, exposure to negative temperatures did not
result in the freezing of the animals. Notably, the response to the
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righting reflex remained consistent across groups, indicating that the
animals’ activity levels during subzero temperature exposure mirrored
those of the acclimation frogs. This observation strongly suggests that
the adopted low-temperature exposure protocol did not trigger the
freezing state in B. pulchella.

3.1. Morphometric parameters

In the acclimation, cooling, and recovery groups, the total body
masses (BM) were 2.85 + 0.25 g, 3.88 + 0.1677 g, and 3.27 + 0.21 g
(Table 1). The cooling animals exhibited significantly higher body mass
than the acclimation group (P = 0.0124, Tukey’s post hoc test). How-
ever, snout-vent length (SVL), hepatosomatic index (HSI), and heart-
somatic index (HeSI) did not show significant inter-group variations.

3.2. Plasma substrates

Plasma urea concentration significantly differed between acclima-
tion and cooling animals (P = 0.0331, Fig. 2; Tukey’s post hoc test), with
cooling animals displaying a 31% reduction in urea concentration
compared to acclimation animals. A similar trend was observed in acid
uric concentration, with cooling animals exhibiting a 31% decrease
compared to acclimation animals. No significant differences between
the groups were noted in plasma concentrations of glucose, glycerol, and
lactate (Table 2).

3.3. Tissue substrates

3.3.1. Liver

Hepatic concentrations of glycogen, glycerol, lactate, total proteins,
triglycerides, uric acid, and urea did not exhibit inter-group differences.
The results are summarised in Table 3.

3.3.2. Muscle

Muscle glycogen, lactate, triglycerides, and uric acid concentrations
did not differ significantly between groups (Fig. 3a, b, d, e). Notably,
total muscle proteins differed significantly between cooling and recov-
ery groups (P = 0.0151, Tukey’s post hoc test; Fig. 3c), with a 3.42-fold
increase observed in recovery animals. Urea concentration showed a
statistically significant difference between the acclimation and cooling
groups (P = 0.0011, Tukey's post hoc test; Fig. 3f), revealing a 51%
decrease in cooling animals compared to acclimation animals.

3.3.3. Heart
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Fig. 2. Urea plasma concentrations of Boana pulchella in acclimation, cooling
and recovery groups. Results are expressed as the median and 25-75 percen-
tiles. Kruskal-Wallis test (Dunn’s post hoc) was used for data analysis, and the
results were considered different when p < 0.05. Different letters indicate a
statistically significant difference in cach experimental group: acclimation n =
5, cooling n = 5, recovery n = 5.

Table 2
Plasma metabolites between the acclimation, cooling and recovery groups of
B. pulchella.

Acclimation Cooling Recovery P
Glucose 0.738 = 0.049 0.835 = 0.093 0.781 = 0.050 0.6060
(mmol -
mL 1)
Glycerol 2.817 = 0.179 2728 = 0.291 2.783 = 0.038 0.9509
(mmol -
mL 1)
Lactate 4.305 5.500 5.265 0.7831
(mmol - (3.98-7.28) (3.95-7.73) (3.19-7.11)
mL™ ")
Uric Acid 55.87 43.6 55.87 0.2000
(mmol - (51.1-108.3) (38.15-68.13) (45.64-83.12)
mL™ ")

Note: Results are expressed as the mean and respective standard error of the
mean (SEM) or the median and 25-75 percentiles. One-way ANOVA (Tukey's
post hoc test) or Kruskal-Wallis test (Dunn’s post hoc) were used for data
analysis, and the results were considered different when p < 0.05; acclimation n
= 6, cooling n = 6, recovery n = 6.

Total proteins in the heart demonstrated a significant difference Table 3
between cooling and recovery groups (P = 0.0079, Tukey’s post hoc test; Liver substrates of Boana pulchella acclimation, cooling and recovery groups.
Fig. 4c), with a 45% reduction in concentration during cooling. A similar Acclimation Cooling Recovery P
pattern was obse{ved in uric acid concentrations, differing significantly Glycogen 0776 £ 0138 1.282+ 0186  1.105 £ 0.188 0.1528
between the cooling and recovery groups (P = 0.0122, Tukeys post hoc (mg -z
test; Fig. 4d), with cooling animals showing a 44% lower concentration Glycerol 3.658 £ 0.965 28824 0.209 2659 +0.2587  0.5052
(mg-g ")
aiiad Lactate 0.264 0.371 0.338 0.0746
e X ) o ‘ (mg-g")  (0.044-0.994)  (0.360-1.169)  (0.274-0.4675)
Morphometric parameters of Boana pulchella in acclimation, cooling and re- Total 0.309 + 0.087  0.383 + 0.143  0.225 + 0.027 0.5401
covery groups. proteins
1
Acclimation Cooling Recovery P (.'“g "8 )
Triglycerid, 19.72 21.42 22.06 0.9579
BM (g) 2.85 + 0.25" 3.88 + 0.16" 3.27 +0.21" 0.0124* (mg-g™h (12.93-37.1) (19.49-25.27)  (19.48-23.54)
SVL(ecm)  372(3.63-3.78)  4.05(3.93-4.13) 377 (3.6-1.12)  0.0553 Uric Acid 0.082 0.099 0.113 0.7807
HSL 1.89 £+ 0.09 2.24 £ 0.09 1.90 £ 0.16 0.1016 g-g Y (0.074-0.277)  (0.076-0.129)  (0.091-0.1418)
HeSL 0.30 £ 0.01 0.31 +0.01 0.28 £ 0.02 0.5733

Note: Total body mass (BM), snout-vent length (SVL), hepatosomatic index (11SI)
and heartsomatic index (HeSI). Results are expressed as the mean and respective
standard error of the mean (SEM), or the median and 25-75 percentiles. One-
way ANOVA (Tukey post hoc) or Kruskal-Wallis tests (Dunn post hoc) were
used for data analysis, and the results were considered different when p < 0.05.
Different letters indicate a significant difference in each experimental group:
acclimation n = 6, cooling n = 6, recovery n = 6.

Note: Results are expressed as the mean and respective standard error of the
mean (SEM), or the median and 25-75 percentiles. One-way ANOVA (Tukey's
post hoe test) or Kruskal-Wallis test (Dunn’s post hoc) were used for data
analysis, and the results were considered different when p < 0.05; acclimation n
=5, cooling n = 4-5, recovery n = 5.
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Fig. 3. Muscle substrates of Boana pulchella in acclimation, cooling and recovery. Glycogen concentration (a), lactate (b), total proteins (¢), triglycerides (d), uric
acid (e), and urca (f). Results arc expressed as the mean and respective standard error of the mean (SEM). One-way ANOVA (Tukey’s post hoe) was used for data
analysis, and the results were considered different when p < 0.05. Different letters indicate a statistically significant difference in each experimental group: accli-

mation n = 5-6, cooling n = 5, recovery n = 5.

than recovery animals. Urea concentration also displayed a significant
difference between groups, as the cooling group exhibited lower levels
compared to the recovery group (P = 0.0092, Tukey's post hoc test;
Fig. 4e). However, heart glycogen and lactate levels remained consistent
across groups (Fig. 4a and b).

3.3.4. Brain
Brain urea concentration was statistically different between groups.
The cooling (P = 0.0417, Tukey’s post hoc test) and recovery (P =

0.0133, Tukey’s post hoc test) groups displayed lower concentrations
compared to the acclimation group (Fig. 5). Specifically, cooling animals
showed a 22% lower urea concentration than recovery animals, and
recovery animals exhibited a 28% lower concentration than acclimation
animals. The brain’s glycogen, lactate, total protein, and uric acid con-
centrations remained constant (Table 4).
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Fig. 4. lleart substrates of Boana pulchella in acclimation, cooling and recovery groups. Glycogen concentration (a), lactate (b), total proteins (¢), uric acid (d), and

urea (e). Results are expressed as the mean and respective standard error of the mean (SEM) or the median and 25

5-75 percentiles. One-way ANOVA (Tukey’s post

hoc) or Kruskal-Wallis test (Dunn’s post hoc) were used for data analysis, and the results were considered different when p < 0.05. Different letters indicate a
statistically significant difference in each experimental group: acclimation n = 6, cooling n = 5-6, recovery n = 6.

3.4. Glucose metabolism

3.4.1. Liver

Liver oxidation changed in the cooling and recovery groups
compared to the acclimation group (P < 0.0001, Tukey’s post hoc test;
Fig. 6a). Animals in the acclimation group displayed the highest glucose
oxidation levels, being 8.25-fold higher than cooling group levels and
10.44-fold higher than recovery group levels. Glycogen synthesis from
glucose also varied significantly, with the acclimation group exhibiting
higher levels than the cooling and recovery groups (P < 0.0001, Tukey's

post hoc test; Fig. 6b). Glycogenesis in the acclimation group increased
by 231% compared to cooling group levels and 341% compared to re-
covery group levels.

3.4.2. Muscle

While no significant differences were observed in glucose oxidation
between groups, cooling group levels were comparatively lower
(Fig. 7a). Muscle glycogenesis differed between the acclimation and
recovery groups (P = 0.0331, Dunn’s post hoc test; Fig. 7b), revealing
reduced glycogen formation in the recovery group compared to the
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Fig. 5. Urea brain concentrations of Boana pulchella in acclimation, cooling and
recovery groups. Results are expressed as the mean and respective standard
error of the mean (SEM). One-way ANOVA (Tukey's post hoc) was used for data
analysis, and the results were considered different when p < 0.05. Different
letters indicate a statistically significant difference in each experimental group:
acclimation n = 6, cooling n = 6, recovery n = 5.

Table 4
Brain substrates of Boana pulchella in acclimation, cooling and recovery groups.
Acclimation Cooling Recovery P
Glycogen 0.057 + 0.003 0.041 + 0.01 0.066 + 0.011 0.1620
mg-g M
Lactate 1.965 £ 0.116 2.181 £ 0.115 1.829 £ 0.117 0.1328
(ug-g "
Total proteins 0.023 4+ 0.001 0.023 =+ 0.002 0.026 + 0.001 0.3535
(mg-g "
Uric Acid 0.065 £ 0.006 0.066 = 0.006 0.052 = 0.005 0.2351
(mg-g™h

Note: Results are expressed as the mean and respective standard error of the
mean (SEM). One-way ANOVA (Tukey’s post hoc test) was used for data anal-
ysis, and the results were considered different when p < 0.05. Different letters
indicate a significant difference in each experimental group; acclimation n = 6,
cooling n = 5-6, recovery n = 6.

acclimation group.

4. Discussion

The study of cold hardiness among ectotherms has been extensively
documented in temperate climate frogs (Storey and Storey, 2013).
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However, the physiological responses to cooling exposure in subtropical
and tropical frogs remain relatively unexplored. Recent research has
focused on thermal biology (Reider et al., 2021) and glucose concen-
tration/ice formation (Carvajalino-Fernandez et al., 2021) during
negative temperature exposure in high-elevation tropical frogs. None-
theless, the metabolic adaptations of subtropical frogs in subtropical
zones with pronounced seasonal temperature fluctuations remain poorly
understood. Our study delved into the metabolic changes during cooling
exposure and recovery in the southern American frog Boana pulchella.
Following 24 h of subzero temperature exposure, B. pulchella individuals
did not show signs of freezing and retained their reflexes. The accli-
mation to 5 °C, cooling, and subsequent recovery induced distinct sub-
strate concentrations when contrasted with those of wild animals
collected during winter (De Amaral et al., 2022), underscoring the role
of temperature in shaping both tissue and plasma metabolite levels.
Notably, the cooling-exposed animals demonstrated reduced urea con-
centrations in plasma, muscle, heart, and brain, in conjunction with
decreased hepatic glycolysis and glycogenesis from glucose compared to
the 5 °C acclimation group. These observations suggest an evolutionary
adaptive response in B. pulchella that reflects its ability to tolerate brief
negative temperature exposures while remaining active during winter
(Basso, 1990; Peltzer and Lajmanovich, 2007; Canavero et al., 2008;
Lopez et al., 2011; de Amaral et al., 2022).

It is essential to contextualise the species’ ecological context to gain
insights into the metabolic changes prompted by cooling exposure.
Boana pulchella’s natural habitat witnesses briefer negative temperature
spans compared to freeze-tolerant frogs inhabiting temperate regions
(Storey, 1984; De Amaral et al., 2022). In this habitat, winter temper-
atures typically dip to zero degrees Celsius overnight, only to rebound
within hours (Maluf, 2000; Bergamaschi et al., 2013)—a pattern akin to
high-elevation tropical areas (Reider et al., 2021; Carvajalino-Fernandez
et al., 2021). This context likely accounts for B. pulchella’s capacity to
evade freezing and sustain reflexes in subzero air temperatures. How-
ever, the physiological and behavioural mechanisms underlying this
resilience in species active during winter or intermittently exposed to
subzero temperatures remain underexplored. Addressing this gap,
further studies concentrating on species adapted to fleeting
negative-temperature periods could shed light on additional physio-
logical adaptations that facilitate non-frozen states in winter-active
frogs. Additionally, employing a protocol to assess body temperatures
during subzero conditions through methods like thermal cameras
(Tattersall, 2016), temperature measurement techniques (Burrowes
et al., 2020), and frost tolerance assessments (Reider et al., 2021) could
unravel the nuances of B. pulchella’s thermal physiology and its avoid-
ance of freezing. Furthermore, quantifying how this species responds to
progressively lower temperatures using techniques such as ice body

o

Hepatic glycogen synthesis
(umol 14C0O, - g tissue™ - h')

Acclimation Cooling Recovery

Fig. 6. Liver glucose metabolism of Boana pulchella in acclimation, cooling and recovery groups; (a) liver oxidation of glucose to CO, and (b) liver glycogen synthesis
from glucose. Results are expressed as the mean and respective standard error of the mean (SEM). One-way ANOVA (Tukey’s post hoe) was used for data analysis, and
the results were considered different when p < 0.05. Different letters indicate a statistically significant difference in each experimental group: acclimation n = 6,

cooling n = 6, recovery n = 6.
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Fig. 7. Muscle glucose metabolism of Boana pulchella in acclimation, cooling and recovery groups; (a) muscle oxidation of glucose to CO, and (b) muscle glycogen
synthesis from glucose. Results are expressed as median and 25-75 percentiles. Kruskal-Wallis test (Dunn’s post hoc) was used for data analysis, and the results were
considered different when p < 0.05. Different letters indicate a significant difference in each experimental group: acclimation n = 6, cooling n = 6, recovery n = 6.

quantification via calorimetry (Carvajalino-Fernandez, 2021) could
offer insights into the dynamics of B. pulchella’s non-freezing
mechanisms.

The metabolic insights derived from our study provide valuable in-
formation about how winter-active frogs manage their physiological
responses during cooling exposure. The diminished urea concentrations
observed across multiple tissues in cooling-exposed B. pulchella in-
dividuals suggest that urea might not serve as a cryoprotectant in this
species, consistent with similar findings (Costanzo and Lee, 2005).
Similarly, parallels can be drawn with Nanorana parkeri, a frog endemic
to the Tibetan Plateau, wherein lowered urea levels during winter were
associated with decreased metabolic rates and delayed internal fuel
depletion (Niu et al., 2022). Furthermore, the cooling-exposed frogs
exhibited lower total protein concentrations in the heart and skeletal
muscles than those in the recovery phase. This pattern aligns with
heightened proteolysis reported in Lithobates sylvaticus frogs during
winter (Costanzo et al., 2013), indicating B. pulchella’s potential to
conserve energy and prevent hyperuremia by minimising protein
catabolism during colder periods, thus safeguarding vital tissues like
muscles and the heart.

Frogs can encounter dehydrating conditions in subzero temperatures
(Costanzo and Lee, 2005), prompting urea accumulation, a universal
response to hydro-osmotic challenges (Shpun et al., 1992; Jorgensen,
1997). However, Costanzo and Lee (2005) observed that overwintering
wood frogs’” urea levels markedly decreased as environmental water
availability increased (Costanzo and Lee, 2005). It is pertinent to high-
light that all experimental groups in this study were afforded unre-
stricted access to water during exposure, mitigating potential osmotic
challenges and providing a rationale for the absence of increased urea
levels. Despite this, further investigations are required to elucidate the
mechanisms governing the reduction in urea concentrations during
cooling and recovery in B. pulchella. 1t is worth noting that while our
study maintained B. pulchella in winter-acclimated conditions under
moist environments, the possibility of urea accumulation in natural
settings such as winter or during dry exposure to cold temperatures
remains an avenue for exploration.

Alternatively, in the face of osmotic challenges, frogs could employ
uric acid as an alternative nitrogen waste conversion strategy, trans-
forming it into a soluble and inert osmotic form, as it occurs with
Phyllomedusa sauvagii (Shoemaker et al., 1972) and seasonally in the
Australian tree frog Litoria infrafrenata (Young et al., 2012). Elevated
uric acid and total protein concentrations in the heart during recovery,
coupled with consistent urea concentrations between cooling and re-
covery, hint at a potential transformation of nitrogen waste originating
from protein catabolism into uric acid to prevent osmotic damage to
heart tissue.

Furthermore, the cooling exposure exerted distinct effects on

glycolysis and glycogenesis in the muscle and liver of B. pulchella, sug-
gesting potential tissue-specific glycolytic adaptations. In contrast to the
acclimation group, the observed lower rates of liver glycogen synthesis
and glucose oxidation during both cooling and recovery likely indicate
reduced glucose utilisation in this tissue, possibly as a strategy to uphold
glycogen concentrations throughout this period. It is also noteworthy
that winter-collected frogs exhibited higher glycogen concentrations
when compared to all groups in our study (de Amaral et al., 2022),
underscoring the significance of preserving these limited stores. Evi-
dence suggests a diminished flux through the hepatic glycolytic pathway
in overwintering frogs, influenced by factors like temperature and ox-
ygen availability (Donohoe and Boutilier, 1998; Storey and Storey,
1990; Tattersall and Ultsch, 2008), with cold temperature being the
main driver in freeze-intolerant frogs (Pinder et al., 1992). Collectively,
these findings suggest that lower temperatures, particularly below 5 °C,
promote decreased glucose utilisation for both storage and oxidation in
the liver tissue of B. pulchella.

In contrast, glucose oxidation in the muscle remained consistent
across groups. Aerobic glycolysis is a time and energy-efficient cellular
process (Melkonian and Schury, 2022), so maintaining this pathway in
active muscle is reasonable. Furthermore, we observed a decrease in
glycogen synthesis in the recovery group compared to the acclimation
group. Temperature may influence hormonal controls associated with
energy sources, namely lactate, glucose, and glycogen, in skeletal mus-
cle stores (Petersen and Gleeson, 2011). In the recovery phase, the
reduced glycogen synthesis, coupled with consistent glycogen concen-
trations relative to the acclimation group, may indicate a metabolic shift
where lactate, as opposed to glucose, is being re-purposed and converted
into glycogen (Fournier and Guderley, 1992). These substrate adjust-
ments support the sustained muscle activity required for continuous
movement, foraging, mate selection, and predator evasion.

The absence of notable changes in glucose, glycerol, triglycerides,
and lactate concentrations implies minimal shifts in these metabolites in
B. pulchella frogs during cooling. Nevertheless, the animals exhibited
heightened plasma glycerol levels, reduced glucose levels, and elevated
liver triglyceride concentrations across all groups compared to the
winter-collected field specimens (de Amaral et al., 2022). That indicates
that a 5 °C acclimatisation, cooling, and recovery induces distinct
metabolite modulation compared to winter field animals, potentially
playing a crucial role in supplying the necessary energy to fulfil
heightened energy requirements during lower temperatures. Compara-
ble trends have been observed in the Litoria ewingii frog, wherein
increased plasma glycerol concentrations during freezing exposure
indicate glycerol's potential cryoprotective role (Rexer-Huber et al.,
2011). That aligns with the cryoprotective function of glycerol in other
frog species, such as Hyla chrysoscelis and Hyla versicolor (Storey and
Storey, 1985; Layne, 1999; Zimmerman et al., 2007), during freezing
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exposure.

Additionally, the glycerol component within triglycerides could be a
primary precursor in gluconeogenesis and glycogen synthesis (Sunny
and Bequette, 2011). Consequently, elevated hepatic triglyceride levels
during cold exposure could potentially serve as a glycerol source,
significantly sustaining energy supplies amid cold conditions. Hence, we
postulate that these frogs might synthesise cryoprotectants if they
exhibit freeze tolerance when subjected to freezing. In-depth in-
vestigations are warranted to shed light on this hypothesis and unravel
the intricate dynamics that unfold during freezing within this species.

5. Conclusions

In summary, our study subjected the South American frog Boana
pulchella to cold exposure and subsequent recovery, elucidating changes
in substrates within plasma and tissues during these conditions. Despite
24 h at —2.5 °C, frogs remained unfrozen, suggesting unexamined ad-
aptations or experimental limitations. Nevertheless, the observed sub-
strate alterations during cooling exposure underscore distinct
physiological responses. This resilience against subzero temperatures
likely arises from species-specific adaptations facilitating survival in an
environment characterised by brief periods of negative temperatures.
The investigation reveals organ-specific reactions to varying tempera-
ture exposures. Notably, cooling-exposed frogs exhibited reduced urea
concentrations in plasma and tissues, reflecting the need for lowered
osmolyte levels in cold conditions. The diminished hepatic glucose
metabolism during cooling exposure may indicate energy conservation
or alternative substrate utilisation for energy production. Furthermore,
the cooling ecology of subtropical frogs may align with lineages expe-
riencing episodic daily cooling/freezing, like Pdramo frog species
(Carvajalino-Fernandez et al.,, 2021). This study opens avenues for
exploring the thermal capacity and adaptations of subtropical frogs.
Further investigations could uncover unexplored mechanisms driving
freezing resistance and enhance our understanding of subzero
adaptations.
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5 DISCUSSAO GERAL

A andlise das adaptacbes fisiolégicas de espécies frente a estresses
ambientais é essencial para a compreensdo dos mecanismos subjacentes a
sobrevivéncia em ambientes desafiadores. No contexto dos anuros, notadamente
Boana pulchella, tem a capacidade de modular seus processos metabdlicos diante de
condicbes extremas, como temperaturas negativas, desidratacdo e anoxia
desempenha um papel crucial em sua viabilidade ecoldgica. Os resultados
apresentados nessa Tese revelam uma série de respostas adaptativas que abrangem
desde alteracdes nos substratos metabdlicos, vias metabdlicas e até ajustes na

atividade enzimatica em diferentes tecidos.

Nesta discussédo, faremos uma analise geral dos resultados provenientes dos
trés experimentos nos quais B. pulchella foi submetida, baixas temperaturas,
desidratacdo e andxia, examinando as respostas metabdlicas especificas desses
anfibios e discutindo suas implicacdes significativas para a compreenséao da fisiologia
dessas espécies. Além disso, esses resultados tém importantes implicacdes para
nossa compreensdo da ecologia de B. pulchella, bem como para a conservacao
desses anuros em face das mudancas ambientais globais. Em ultima analise, esses
estudos destacam a necessidade continua de investigar as adaptacoes fisioldgicas
das espécies as mudancas ambientais para orientar eficazmente os esfor¢cos de

conservacao e manejo de populacdes vulneraveis.

Estudos sobre as adaptacbes ao frio entre o0s ectotérmicos tem sido
amplamente discutido na literatura em anuros de clima temperado (Storey e Storey,
2013, 2017). No entanto, pouco se sabe sobre como o0s anuros subtropicais enfrentam
ocasifes de baixas temperaturas, apesar de muitos viverem em ambientes onde

periodos de temperaturas negativas sdo comuns. Quando exposta a -2.5 °C por 24 h,
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B. pulchella ndo 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
periodos de temperaturas negativas que normalmente ocorrem durante as noites de
inverno (de Amaral et al., 2022). Além disso, € 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;
Lépez et al., 2011; de Amaral et al., 2022). E essencial, portanto, que o animal n&o
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
desnecessario. Portanto, pequenos ajustes fisiolégicos podem ser importantes para

manejar a exposicao ao frio durante esses periodos (de Amaral et al., 2022).

As percepcBes metabdlicas derivadas de nosso estudo podem, portanto,
fornecer informagdes de como 0s anuros que sao ativos no inverno gerenciam suas
respostas fisiologicas durante a exposicdo ao resfriamento. Primeiramente, B.
pulchella apresentou concentra¢gfes diminuidas de ureia em varios tecidos sugerindo
que a ureia pode ndo servir como um anticongelante nesta espécie. Essa resposta
pode ser associada a uma diminuicédo da taxa metabdlica e ao esgotamento retardado
de combustivel interno, como ja relatado nas rés endémicas do Planalto Tibetano
Nanorana parkeri durante o inverno (Niu et al., 2022b). Além disso, 0os anuros podem
enfrentar condi¢cdes desidratantes em temperaturas subzero (Costanzo e Lee, 2005),
0 que geralmente leva ao acumulo de ureia, uma resposta comum a desafios hidro-
osmoticos (Shpun et al., 1992; Jgrgensen, 1997). No entanto, observou-se que 0s

niveis de ureia diminuiam em L. sylvaticus hibernantes conforme a disponibilidade de
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agua ambiental aumentava (Costanzo e Lee, 2005). Como todos 0s grupos
experimentais neste estudo tiveram acesso irrestrito a agua, isso também pode
explicar a auséncia de aumento nos niveis de ureia, mitigando assim os desafios
osmoticos potenciais. Alternativamente, os anuros podem transformar a ureia em
acido urico, uma forma inerte e menos sollvel, em resposta a desafios osmoticos
como estratégia de conversdo de residuos nitrogenados, como observado em
Phyllomedusa sauvagii e sazonalmente em Litoria infrafrenata (Shoemaker et al.,
1972; Young et al., 2012). As concentracdes elevadas de acido Urico e proteina total
no coracao durante a recuperagdo, juntamente com concentrages consistentes de
ureia entre o resfriamento e a recuperacdo, sugerem a possivel transformacéo de
residuos nitrogenados do catabolismo proteico em &cido Urico como uma forma de

proteger o tecido cardiaco contra danos osmaoticos.

Além disso, a exposicao ao resfriamento exerceu efeitos distintos na glicélise e
glicogénese no musculo e no figado de B. pulchella, sugerindo potenciais adaptacfes
glicoliticas especificas para cada tecido. No figado, as taxas mais baixas de sintese
de glicogénio hepatico e oxidacao de glicose durante o resfriamento e a recuperagao
provavelmente indicam uma reducdo na utilizacdo de glicose neste tecido,
possivelmente como estratégia para manter as concentracées de glicogénio ao longo
desse periodo. Evidéncias sugerem um fluxo diminuido através da via glicolitica
hepatica em sapos que hibernam, influenciado por fatores como temperatura e
disponibilidade de oxigénio (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). E digno de nota que os
individuos coletados no inverno exibiram concentragdes mais altas de glicogénio (de

Amaral et al., 2022), destacando a importancia 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 diminuicdo na utilizacdo de glicose tanto para

armazenamento quanto para oxidagao no tecido hepatico de B. pulchella.

Por outro lado, a oxidacdo de glicose no musculo permaneceu a mesma entre
0s grupos. A glicélise aerdbica € um processo celular eficiente em tempo e energia
(Melkonian e Schury, 2022), entdo manter essa via no musculo ativo € razoavel para
esses animais ativos. Observou-se uma diminui¢cao na sintese de glicogénio no grupo
de recuperacdo em comparacao com o grupo de aclimatacdo, possivelmente devido
a conversao de lactato em glicogénio (Petersen e Gleeson, 2011; Fournier e Guderley,
1992). Esses ajustes metabdlicos suportam a atividade muscular sustentada
necessaria para varias atividades vitais nesse periodo, incluindo a reproducéo e busca

por alimento.

Assim como na exposicdo a baixas temperaturas, quando exposta a
desidratacdo com uma perda de 40% de agua corporal e um subsequente periodo de
reidratacdo de 24 horas, identificamos variacbes no metabolismo em B. pulchella.
Identificar, portanto, essas variacdes sdo importantes uma vez que a restricdo hidrica
e, consequentemente, a desidratacdo sdo condicdes que podem comprometer
populacdes e levar ao declinio das espécies de anuros (Lertzman-Lepofsky et al.,
2020; Greenberg e Palen, 2021; Beranek, 2022). Em linhas gerais, a desidratacao
modificou a massa corporal, e no encéfalo, figado e musculo alterou a concentragao
de substratos metabodlicos. No musculo e no coragdo, houve uma mudanga nas
enzimas antioxidantes, e no musculo e no figado, a gliconeogénese também foi
alterada. Esses resultados sugerem que B. pulchella precisa fazer uso de certos
mecanismos metabolicos para lidar com periodos de exposi¢cdo a restricdo hidrica

para sobreviver.
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Sabe-se que a desidratacdo em anuros resulta em perda de agua corporal,
refletida pela reducéo de peso. Durante a recuperacao, a rapida restauracao do peso
corporal pode ser facilitada pela permeabilidade osmoética aumentada da pele pélvica,
estimulada pelo horménio antidiurético arginina vasotocina (AVT; Bentley e Main,
1972; Bentley e Yorio, 1979). O AVT se liga a um receptor especifico, 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 proteina de
membrana, que converte o ATP em AMPc. O AMPc, por sua vez, ativa a proteina
guinase A (PKA), uma proteina citoplasméatica. A PKA tem dois efeitos na célula: a
curto prazo, atua sobre vesiculas citoplasmaticas que armazenam as aquaporinas
AQPh-2 e AQPh3, promovendo a translocacdo dessas vesiculas para a membrana
apical da célula, aumentando a densidade dessas aquaporinas na membrana. E a
longo prazo, estimula a transcricdo de RNAm para AQPh-2 e AQPh-3. Dessa maneira,
a agua é transportada do citoplasma para o intersticio através das AQPh-3BL,
aquaporinas ortélogas as AQP3 de mamiferos, que estdo ancoradas
permanentemente na membrana basolateral da célula. Do intersticio, a agua passa
para o sangue através de AQP-1, presente na membrana plasmatica das células do
endotélio capilar (Tanii et al., 2002; Hasegawa et al., 2003; Junior e Gomes, 2012).
Diante disso, estudos analisando a expressao desses transportadores durante os
periodos de desidratacdo e reidratacdo seriam interessantes para complementar
esses resultados. Além disso, embora a desidratacdo afete o peso corporal, o
conteudo de agua dos O0rgaos permaneceu constante, indicando uma perda de agua
principalmente de espacos extracelulares ou volume plasmatico (Hillman, 1978;
Churchill e Storey, 1994). Esse fendmeno foi facilmente confirmado durante a

dissecacdo, onde a grande quantidade de liquido normalmente encontrada na
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cavidade abdominal e no sistema circulatério havia desaparecido nos estagios mais
avancados de desidratacdo. Resultados semelhantes também foram observados em
varias espécies, incluindo L. sylvaticus, P. crucifer e R. pipiens, sugere uma estratégia

geral de resisténcia a desidratacdo em anfibios (Churchill e Storey, 1993, 1994, 1995).

Durante o periodo de desidratacdo, o encéfalo exibiu altas concentracdes de
ureia e lactato, substratos jA& conhecidos por seu papel osmoprotetor em anfibios
submetidos a estresse de desidratacao (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 as de B. pulchella, respondeu
acumulando varios solutos, incluindo ureia, e induzindo uma resposta hipometabdlica
induzida pela ureia (Muir et al., 2007). Além disso, a regulacdo de osmalitos, como a
ureia, pode inibir a sintese de proteinas durante a desidratacdo para conservar
energia e estabelecer um estado hipometabdlico (Wu et al., 2017). A diminuicdo da
capacidade cardiovascular durante a desidratagdo compromete a entrega de oxigénio,
levando a uma queda no metabolismo aerdbico e acumulo de lactato (Hillman, 1978).
Em animais desidratados, como P. crucifer, observou-se um aumento significativo na
concentracdo de lactato no encéfalo, indicando um possivel papel do lactato como
substrato neuroprotetor e energético anaerdbico durante o estresse de privacao de
agua (Churchill e Storey, 1994; Berthet et al., 2009; Katzenback et al., 2014; Childers
e Storey, 2016, 2019). Em Xenopus laevis, mudancas nos niveis de ureia induzidas
pela desidratacdo, juntamente com modificacdes poés-traducionais enzimaticas,
aumentaram e melhoraram a funcédo da lactato desidrogenase (LDH), evidenciando

uma interacao entre os substratos ureia e lactato (Katzenback et al., 2014).
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Ademais, o tecido hepatico de B. pulchella apresentou um aumento da
glicogénese apos a reidratacdo em comparagdo com o controle, enquanto 0s niveis
de lactato diminuiram. Isso sugere dois caminhos possiveis para a utilizacdo do
lactato. Primeiro, o lactato pode ser usado para a glicélise anaerébica, apoiando as
demandas de ATP no animal desidratado (Dawson et al., 2018; Hawkins et al., 2019).
Em segundo, o lactato pode ser convertido em glicogénio durante a desidratacéo
como uma estratégia para reter a agua tecidual, utilizando-se do lactato como
substrato para a gliconeogénese, conforme sugerido pelos nossos resultados no
artigo da gliconeogénese. A sintese de glicogénio durante a desidratacdo é uma
estratégia importante para armazenar agua e evitar sua perda, uma vez que 0
glicogénio requer moléculas de agua para ser sintetizado e armazenado (Sherman et
al., 1982; King et al., 2018). Observou-se também uma maior concentracdo de
glicogénio muscular durante a reidratacdo, o que reafirma a hipdtese de que a
glicogénese é um mecanismo potencial para a conservacéao de agua tecidual. A maior
glicogénese muscular durante a desidratacdo pode ser atribuida a maior
disponibilidade de lactato para uso neste tecido através do préprio metabolismo
muscular. Esses resultados, juntos com a manutengédo da concentracédo de ureia no
tecido hepatico e muscular, sugerem uma estratégia para a osmorregulacéo,
prevencdo de danos teciduais e manutencdo da atividade e integridade nesses

tecidos.

Quanto ao equilibrio oxidativo, ele apresentou variacbes durante a
desidratacdo e reidratacdo entre os tecidos, indicando diferentes respostas ao
estresse. Enzimas antioxidantes como superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
auxiliam o animal na preparacao para o estresse oxidativo experimentado durante os

periodos de desidratacdo e reidratacdo (Wu et al., 2017). O encéfalo ndo mostrou
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diferencas na atividade da CAT, sugerindo que a acao neuroprotetora pode derivar de
outros mecanismos, como a acumulacao de lactato em si e/ou outros componentes
do sistema antioxidante ndo analisados (Ighodaro e Akinloye, 2018). Além disso, a
ureia reduziu a atividade da CAT nos coracdes de sapos em estivacao (Storey, 2002),
e esse efeito poderia estar ocorrendo nos encéfalos de B. pulchella, uma vez que
observamos uma concentracdo mais alta de ureia durante a desidratacdo. O aumento
da atividade da CAT no coracdo ap0s um periodo estivacao ja é relatado em anuros
(Grundy e Storey, 1998; Feidantsis et al., 2013). Isso provavelmente ocorre porque,
com a reidratacdo, o volume plasmatico aumenta, levando a um aumento do fluxo
sanguineo e consequentemente a um rapido aumento das espécies reativas de
oxigénio (ROS) quando o oxigénio é reintroduzido (Wu et al., 2017). Assim, 0 coracao
recebe esse fluxo instantaneamente e deve lidar com as ROS. Portanto, 0 aumento
da CAT durante a reidratacéo € indicativo da acdo desse mecanismo de defesa. No
tecido muscular, por sua vez, conseguimos reafirmar a importancia de enzimas de
defesa de primeira linha como SOD e CAT durante a reidratagdo, com o papel de
mitigar os danos da rapida geracdo de ROS devido a um aumento rapido no consumo
de oxigénio nos estagios iniciais da reidratacdo e reoxigena¢ado (Hermes-Lima et al.,
1998, Hermes-Lima et al., 2001). A atividade da glutationa S-transferase (GST), que
desempenha um papel na desintoxicacdo de xenobioticos e produtos de peroxidacdo
lipidica (Singhal et al., 1992), n&do foi afetada pela desidratacdo no musculo de B.
pulchella. Além disso, os niveis de produtos de peroxidac¢ao lipidica (TBARS) também
nao mudaram entre 0S grupos, consistentes com os achados em R. pipens (Hermes-
Lima e Storey, 1998). Esses resultados indicam que a reidratacdo aumentou a
resposta antioxidante contra, possivelmente, o aumento da formacao de radicais

superéxido e peréxido de hidrogénio e, assim, prevenindo a peroxidacao lipidica.
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Essas respostas representam uma vantagem adaptativa para manter a viabilidade

tecidual para a mobilidade apos a desidratacao.

A analise dos ajustes na via da gliconeogénese durante a exposicao a
temperaturas baixas e desidratacdo merecem uma atencao especial nessa discussao,
uma vez que os achados sdo importantes no contexto geral do metabolismo dos
anuros. Sabe-se que a preferéncia por um substrato energético pode variar
dependendo de fatores como a estacdo do ano e as condigbes 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
gliconeogénica desempenha um papel crucial nessas adaptacbes, mas poucos
estudos investigaram sua atividade nos tecidos de anfibios. Nosso estudo € o primeiro
a avaliar a atividade gliconeogénica usando substratos radiomarcados no figado,
musculos e rins de anuros adultos durante exposicdo ao frio, desidratacdo, e anodxia,
ressaltando um avanco na elucidacdo dos mecanismos adjacentes a essas
exposicoes.

Resumidamente, observamos que durante a exposi¢cao ao frio e até 24 horas
depois, a via gliconeogénica exibe atividade reduzida no figado de B. pulchella,
corroborando com os resultados encontrados na literatura onde a diminuicdo na
gliconeogénese durante temperaturas frias ja foi sugerida. Durante o congelamento,
por exemplo, a atividade da frutose-1,6-bisfosfatase (FBPase), uma enzima chave na
regulacdo da gliconeogénese, diminui significativamente em L. sylvaticus, indicando
supressédo da gliconeogénese hepatica (Varma e Storey, 2022). Em R. catesbeiana,
a fosfoenolpiruvato carboxicinase citosolica (PEPCK-C), outra enzima importante na
gliconeogénese, exibe maxima atividade durante o verdo para ras adultas em

comparagao com 0s meses mais frios (Rexer-Huber et al., 2011). Esses achados
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sugerem que durante os estados frios, o figado experimenta supressdo da
gliconeogénese a partir de substratos como glicerol e lactato, enquanto a alanina se
torna o substrato preferencial. A estabilidade da atividade gliconeogénica via alanina
no figado pode ser atribuida aos habitos alimentares carnivoros desses animais, que
fornecem uma fonte rica desse substrato (Schermerhorn, 2013). Aléem disso, a
atividade da gliconeogénese a partir de lactato e glicerol continua reduzida pelo menos
24 horas ap0s a exposicao ao frio, sugerindo um tempo prolongado para restabelecer

a atividade da via.

Por outro lado, o lactato geralmente se acumula no figado de sapos
congelados, indicando que a glicélise anaerdbica ocorre durante o congelamento ou
hibernagéo (Storey, 1984; Storey e Storey, 1984; Storey e Storey, 1986; Niu et al.,
2023b). Portanto, durante o resfriamento e a recuperacdo, a reducdo da
gliconeogénese a partir do lactato no figado pode sugerir que o lactato é
provavelmente utilizado por meio da glicélise anaerdbica para fornecer energia a esse
tecido. Da mesma forma, durante a exposi¢cdo a desidratacdo, a diminuicdo da
gliconeogénese a partir do lactato no figado durante a recuperacdo pode estar
associada a uma estratégia para fornecer energia para restabelecer o metabolismo.
Na fase de recuperacao da desidratagéo, a atividade da lactato desidrogenase (LDH),
a enzima responsavel pela Ultima etapa da glicélise anaerébica que converte piruvato
em lactato, foi menos ativa no figado desidratado de Xenopus laevis (Childers e
Storey, 2019). Isso sugere que uma parte significativa do piruvato formado via glicolise
pode ser direcionada para o ciclo do acido tricarboxilico (TCA), favorecendo um
retorno a fosforilacédo oxidativa (Childers e Storey, 2019) e talvez menos lactato esteja
sendo direcionado para a via de gliconeogénese. Além disso, embora o figado seja

um local primario para a reciclagem de lactato a partir do musculo, o lactato pode nao
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ser mais capaz de chegar ao figado durante a exposicéo ao frio e a recuperacdo. O
lactato pode ser reciclado dentro do proprio musculo, como anteriormente relatado em
situacdes pos-exercicio (Fournier e Guderley, 1992; Gleeson e Dalessio, 1990). Essa
reducao na transferéncia de lactato do figado para o musculo pode diminuir a atividade
de gliconeogénese a partir desse precursor no figado. Reciclar lactato dentro do
musculo pode ser uma adaptacdo estratégica para conservar energia, evitando os
gastos associados ao ciclo de Cori ou a perda potencial de lactato durante as
transferéncias figado-musculo. Essa abordagem permite a geracao rapida de energia
diretamente dentro do muasculo durante a exposicdo ao estresse, 0 que €
particularmente crucial para B. pulchella. Essa perereca permanece ativa durante o
inverno (Maneyro e Carreira, 2012; de Amaral et al., 2022), e otimizar 0S recursos
energéticos é essencial para sustentar atividades como a vocalizacdo. Além disso,
esse animal habita areas de agricultura extensiva, onde pocas podem desaparecer
devido a atividades de plantio (Brodeur et al., 2012). Portanto, a adaptacao a periodos
secos e a otimizacao dos recursos energéticos durante esses periodos podem garantir

a sobrevivéncia dos individuos.

A gliconeogénese, em anuros, ndo se restringe ao figado e ao rim. R.
catesbeiana, por exemplo, mostrou uma via gliconeogénica na retina (Goldman,
1988), enquanto sapos Bufo marinus exibiram atividade gliconeogénica na bexiga
urinaria (Morrison, 1972) e na mucosa gastrica (Finol e Chacin, 1980). Estudos
sugeriram que R. pipiens poderia reciclar lactato diretamente para glicogénio muscular
apos atividade vigorosa e em R. catesbeiana a gliconeogénese muscular a partir de
lactato foi sugerida (Petersen e Gleeson, 2011). Nosso estudo amplia essa
compreensao, mostrando que a via gliconeogénica ocorre ndo apenas a partir de

lactato, mas também de alanina no musculo de B. pulchella. Embora R. catesbeiana
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tenha mostrado capacidade gliconeogénica a partir de lactato no musculo, essa
capacidade ndo variou entre condi¢cdes térmicas diferentes. Em nossos estudos, B.
pulchella apresentou maiores concentracfes 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
0 estresse, possivelmente via gliconeogénese, resultando na producdo de energia
como glicose ou armazenado como glicogénio (Gleeson, 1985; Gleeson e Dalessio,

1990).

Essa hipétese desafia a compreenséo convencional da gliconeogénese a partir
do lactato, que geralmente envolve o figado em mamiferos, onde o lactato é
exportado, e a gliconeogénese ocorre no figado através do ciclo de Cori (Cori e Cori,
1946; Cori, 1981). Em contraste, nossos achados sugerem que em anuros,
especialmente em B. pulchella, a gliconeogénese a partir do lactato pode ocorrer
dentro do tecido muscular. Além disso, a observacao de que B. pulchella permanece
ativa durante a exposicao 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 ndo impactam significativamente a gliconeogénese
muscular. Essa resiliéncia as condi¢bes frias pode representar uma adaptacéo

metabdlica evoluida em anuros que habitam ambientes mais frios.

Por fim, referente aos dados preliminares do experimento com 0s animais
submetidos a andxia, eles ja nos indicam que B. pulchella também apresenta
variacdes metabdlicas durante a exposicdo a um ambiente com restricdo de oxigénio.
Primeiramente, a concentracdo plasmética de lactato foi maior durante a anéxia. Esse

dado néo é incomum, ja que o acumulo de lactato, um produto anaerdbico, nos tecidos

e plasma é uma resposta recorrente em anuros expostos a ambientes hipoxicos ou
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anoxicos (Armentrout, 1969; Donohoe e Boutilier, 1999; Currie et al., 2001; Stewart et
al., 2004; Shekhovtsov et al., 2020). Demais analises estdo sendo conduzidas para
mensurar a concentracdo dos substratos metabdlicos, como o lactato, no figado,
musculo, coracdo e no encéfalo afim de identificar se esse aumento ocorre também

nos tecidos.

Como j& mencionado anteriormente, em condi¢des de baixa disponibilidade de
oxigénio, sugere-se que o lactato possa ser empregado, nos anuros, tanto como
substrato para a oxidacdo quanto na via da gliconeogénese para a producédo de
glicose (Donohoe e Boutilier, 1999). Os tecidos que tém acesso a algum oxigénio
podem utilizar o lactato diretamente, enquanto o lactato pode ser transportado para o
figado 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 figado como glicogénio, uma vez que glicogénio hepético foi maior
durante a anoxia em B. pulchella. Durante a recuperacdo da andxia, um processo
crucial é a eliminacao dos produtos finais, principalmente o lactato. Portanto, ha um
mecanismo efetivo que consegue regularizar a concentragdo na recuperacao para
niveis do controle. No estudo de invertebrados, Ellington (1983) sugeriu que esses
produtos podem ser eliminados por trés métodos possiveis: oxidacdo completa,
conversdo de volta em produtos de armazenamento, como o glicogénio, e/ou
excrecdo. No entanto, 0 mecanismo adotado por Boana pulchella para realizar essa

rapida eliminacdo ainda deve ser elucidado.

Além disso, especialmente em Orgaos vitais como o encéfalo, o lactato pode
ter um papel neuroprotetor durante periodos de andxia ou hipdéxia (Roumes et al.,
2021). Antigamente, o lactato era considerado um produto final residual e sem

utilidade do metabolismo energético anaerdbico e que as vezes poderia se tornar
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prejudicial (Shurr, 2006). Hoje, ele ja é considerado uma molécula com diversas
funcdes, inclusive, como sendo um possivel substrato energético alternativo para os
neurénios e assumindo um papel crucial na homeostase energética do encéfalo
(Annoni et al., 2021). Diante disso, nossos resultados apontam que B. pulchella
diminui a gliconeogénese a partir de lactato no encéfalo durante a anoxia indicando
gue o lactato, de fato, é o substrato preferencial no encéfalo (e ndo a glicose) e que o
lactato pode estar sendo utilizado como substrato energético, gerando 2 moles de ATP
por mol de glicose, como ja hipotetizado por Shurr (2006). Durante a recuperacéo, o
lactato pode ser convertido a piruvato na mitocondria, mediado por LDH, fornecendo
piruvato para o ciclo do &cido tricarboxilico mitocondrial (Shurr, 2006; Rogatzki et al.,
2015). Nao podemos esquecer que esses sdo resultados preliminares, e uma melhor
predicdo sera obtida quanto completada as demais mensuracfes metabdlicas desse

experimento.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

E inegavel que o entendimento dos ajustes metabdlicos de anfibios a diferentes
exposicoes a desafios fisioloégicos e estressores ambientais € uma vasta area que
merece cada vez mais estudos. De forma geral, os resultados encontrados nessa
Tese sugerem que fatores ambientais influenciam as concentragdes de substratos
metabdlicos, as vias oxidativas e de sintese de glicose, as vias gliconeogénicas e o

balanco oxidativo em Boana pulchella.

Em B. pulchella identificamos, pela primeira vez, a existéncia da
gliconeogénese no muasculo a partir de alanina e lactato. Ademais, ha uma
plasticidade tecidual para essa via e uma utilizacdo de substratos preferenciais
dependendo das condicdbes ambientais. Durante a exposicdo a temperaturas
subnegativas, a resiliéncia encontrada ao congelamento provavelmente decorre de
adaptacdes especificas da espécie que facilitam a sobrevivéncia em um ambiente
caracterizado por breves periodos de temperaturas negativas. Adaptacoes
metabdlicas como concentragdes reduzidas de ureia e diminuicdo do metabolismo de
glicose hepética durante a exposicao ao resfriamento podem indicar uma necessidade
de niveis reduzidos de osmdélitos em condi¢Bes de frio e a conservacdo de energia
durante esse periodo. Durante a desidratacdo, sintetizar glicogénio e manter esses
estoques nos tecidos parece ser uma estratégia para preservar a agua tecidual. O
equilibrio oxidativo também exibiu atividades tecido-especificas de enzimas
antioxidantes. A CAT no coracdo e no musculo, e SOD no musculo, parecem ser
enzimas importantes durante a reidratagéo para lidar com ROS e prevenir 0 estresse
oxidativo mantendo os tecidos funcionais durante a desidratacdao e na reidratacao.
Sugerimos, ainda, um papel importante do lactato como agente neuroprotetor quando

exposto a desidratagdo e a anoxia. Essas respostas fisiolégicas 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 fisioldgicas,
anatdbmicas ou comportamentais, possibilita a sobrevivéncia desses organismos em
ambientes desafiadores. Além disso, esse estudo traz importantes resultados para o
entendimento da dinamica dos ajustes metabdlicos em anuros subtropicais,
fomentando a literatura existente e fornecendo dados para novos estudos. Sem
davida, estudos adicionais devem ser realizados para descrever e elucidar por
completo os mecanismos fisioldégicos dessa espécie e em outras espécies de anuros,
a fim de preencher as lacunas existentes na literatura acerca da Ecofisiologia de

anuros subtropicais.

Para avancar no entendimento das adaptacdes fisiologicas dos anfibios a
diferentes condicbes ambientais, projetamos algumas perspectivas a partir dos
resultados aqui obtidos. Primeiramente, como perspectiva a curto prazo, projetamos
finalizar as mensuracbes do experimento de exposicdo a anodxia realizando a
determinacdo da concentracdo dos substratos teciduais, como glicogénio, 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 interagcdo dos fatores
estressores estudados, como exposicdo simultanea a temperaturas extremas e
desidratac&do. Essa abordagem permitiria uma compreensao mais holistica e realista
das estratégias de sobrevivéncia desses animais diante de desafios ambientais
multiplos e simultaneos que sdo expostos em seus ambientes naturais. Além disso,
experimentos direcionados para analises de metaboloma e atividades de enzimas
especificas das vias aqui estudadas, por exemplo, atividade da PEPCK, poderiam

esclarecer os mecanismos bioquimicos subjacentes as respostas observadas. Ao
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utilizar técnicas avancadas de metaboldmica, poderiamos identificar padrdes
metabdlicos Unicos associados a resisténcia ao frio, a desidratacdo e a andxia em
Boana pulchella. Da mesma forma, a realizacdo de experimentos focados na
avaliacao de enzimas especificas poderia elucidar o papel preciso dessas moléculas
na resposta fisioldgica dos anuros a diferentes estressores ambientais. Outra
perspectiva € determinar a expressao dos transportadores de glicose, como 0 GLUT2,
nos tecidos dos diferentes grupos experimentas. Analises de PCR do gene slc2a2 (a
isoforma mais expressa de GLUT2 em hepatdécitos de outras espécies de anuros) ja
estdo sendo conduzidas para obtencdo das sequéncias parciais desse gene para
futuras quantificacdes. Ademais, objetiva-se futuramente realizar a mensuracdo das
alteracdes metabdlicas durante a exposicdo a estressores em outras espécies de
anuros e utilizar esses dados como uma ferramenta potente para conservacao dessas
espécies. Em conjunto, essas abordagens experimentais mais detalhadas e
integradas tém o potencial de fornecer uma compreensdo mais profunda das
adaptacdes fisiolégicas dos anfibios a ambientes variaveis e desafiadores, além de
lancar luz sobre possiveis estratégias de conservacdo em face das mudancas

climaticas e ambientais.
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