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Resumo

A espécie Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae), como outras espécies de
gueldnios dulcicolas, é considerada hipdxia-tolerante. Esses animais possuem diversos
mecanismos que permitem tolerancia a ambiente com pouca ou nenhuma oxigenacdo. O
objetivo deste estudo consistiu em avaliar alteracbes na série vermelha e nas
concentragdes de intermediarios energéticos em tecidos sanguineo, hepatico e muscular
esquelético e cardiaco em hipoxia induzida. Os espécimes coletados em S&o José do Rio
Preto-SP foram divididos em dois grupos: Normoxia, em que 0S animais tiveram acesso
livre a superficie para respirarem e Hipdxia, no qual uma tela foi colocada abaixo do
nivel da agua impedindo acesso dos individuos a superficie para respirarem, durante
cinco horas. Houve diferenca (p<0,05) entre os grupos, no qual os valores de
hematocrito, concentracdo de hemoglobina, VGM e HGM aumentaram em HipOxia, 0
hematdcrito possivelmente aumenta como consequéncia da desidratacdo ou aumento do
VGM, a hemoglobina aumenta a fim de tornar o transporte de oxigénio mais efetivo aos
tecidos, 0 VGM e HGM salientam a adaptacdo do animal por meio do aumento do
volume celular e aumento de hemoglobina no eritrcito. Em relacdo ao metabolismo,
houve diferenca nas concentracbes de glicose e lactato nos trés tecidos, glicogénio
muscular e aminoacidos plasméticos, sendo as maiores concentragdes na condicdo de
hipdxia. A hipoxia reflete diretamente na baixa taxa de glicogénio e alta taxa de glicose
na musculatura, realizando assim, glicogenolise, também € constatada altas
concentragcdes de lactato, no qual devido a auséncia do oxigénio, faz com que as células
musculares realizem fermentacdo lactica para producdo de ATP. Com o intuito de
diminuir a acidose latica, o alto teor de lactato é lancado no sangue, e este € direcionado
as células hepéticas, sendo convertida em glicose pela gliconeogénese, langada na
corrente sanguinea para ser disponibilizada aos tecidos, constituindo o Ciclo de Cori. A
alta concentracdo de aminoacidos plasméatica pode ocorrer por hidrolise proteica, sendo
utilizados como substrato de gliconeogénese ou lesdo tecidual. Com base nos resultados
obtidos, conclui-se que a espécie possui manutencdo de reservas de combustiveis
fermentaveis no organismo, para que seja possivel realizar metabolismo anaerébico e
gliconeogénese, em privacdo de oxigénio.

PALAVRAS-CHAVE:  hipdxia, hematologia, metabolismo  energético,  Phrynops
geoffroanus.



Abstract

The species Phrynops geoffroanus (Testudines: Chelidae), like other species of
freshwater turtle, is considered hypoxia-tolerant. These animals have several
mechanisms that allow tolerance to the environment with little or no oxygenation. The
objective of this study was to evaluate alterations in the blood count and the
concentrations of energetic intermediates in tissues blood, hepatic and skeletal and
cardiac muscle induced hypoxia. The specimens collected in Sdo José do Rio Preto-SP
were divided into two groups: Normdxia, in which the animals had free access to the
surface to breathe and Hypoxia, in which a screen was placed below the water level,
preventing individuals from reaching the surface to breathe for five hours. There was a
difference (p <0.05) between the groups, in which hematocrit, hemoglobin, VGM and
HGM levels increased in Hypoxia, hematocrit possibly increased as a consequence of
dehydration or increase of VGM, hemoglobin increases in order to rendering oxygen
transport more effective to tissues, VGM and HGM emphasize the adaptation of the
animal by increasing cell volume and increasing erythrocyte hemoglobin. Regarding
metabolism, there were differences in glucose and lactate concentrations in the three
tissues, muscle glycogen and plasma amino acids, with the highest concentrations in the
hypoxia condition. Hypoxia directly reflects the low glycogen ratio and high glucose
rate in the muscles, thus, glycogenolysis is also observed. High concentrations of lactate
are also observed, due to the absence of oxygen, causing the muscle cells to perform
lactic fermentation for the production of ATP. In order to decrease lactic acidosis, the
high lactate content is released into the blood and is directed to the liver cells. It is
converted to glucose by gluconeogenesis, which is released into the bloodstream to be
made available to the tissues, constituting the Cori cycle. The high concentration of
plasma amino acids can occur by protein hydrolysis, being used as substrate of
gluconeogenesis or tissue injury. Based on the results obtained, it is concluded that the
species has maintenance of reserves of fermentable fuels in the body, so that it is

possible to perform anaerobic metabolism and gluconeogenesis, in oxygen deprivation.

KEY WORDS: hypoxia, hematology, energetic metabolism, Phrynops geoffroanus.



Lista de Figuras

Figura 1: Fluxo sanguineo através do coracdo de répteis ndo crocodilianos, destacando o
AESVIO D-E. .ottt bt et nee s 19

Figura 2: Acdo da enzima Glicogénio Fosforilase, que remove residuos de glicose da
extremidade ndo redutora da cadeia de glicogénio, obtendo como produto glicose-1-

L0153 £ Lo TSRS 21
Figura 3: Reagdo catalisada pela fosfoglicomutase, cujo produto final é a glicose-6-
OSTALO. .t et 22
Figura 4. Resumo da via da glicogenolise, em que a Glicose6fosfato pode ser
encaminhada para a glicolise, ocorrendo economia de um ATP. ......cccovvevviieiicceennnn, 22
Figura 5: Esquema do Ciclo de COri......cciieviiiiiiiecece e 24
Figura 6: Espécime Phrynops geoffroanus...........cccccvovviieiieie i 25

Figura 7: Cinco animais do grupo em normdxia com acesso livre a superficie,
respirando NOTMAIMENTE. ..o e 31

Figura 8: Cinco animais do grupo em hipoxia com tela abaixo do nivel da &gua,
impedindo 0 acesso dos animais a SUPErfiCie. .......covevvieevivere s 31

Figura 9: Bombeamento de nitrogénio gasoso nos tanques com o intuito de garantir a
diminuicdo da concentragdo de O dissOIVIdO Na AQUA. ........ccevvevieieiiiiiiee e 32

Figura 10: Fluxograma com a descricdo dos experimentos que foram realizados com 10
espécimes de P. geoffroanus, demonstrando quantos animais foram utilizados em

norméxia e hipdxia e 0 que foi avaliado. .........ccceveviieiiiiiiie e 33
Figura 11: Local de coleta da amostra bioldgica sanguinea. ..........c.ccceeveeveieeneecieennenn, 34
Figura 12: Férmulas para calcular os indices hematimeétricos. ...........ccceveeveiveerviinecnnenn, 35
Figura 13: Acdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) na conversdo de piruvato a
lactato ou o inverso conforme necessidades celulares. ..., 46
Figura 14: Resumo do Ciclo Glicose-Alaning. .........ccocivriiieieieicsieeeee e 49
Figura 15: Resumo da via metabolica de Phynops geoffroanus durante hipoxia induzida.
........................................................................................................................................ 51
Figura 16: Cartao de referéncia microhematOocCrito. .........ccccvvevveiiiiieii e 63

Figura 17: Imagem macroscopica da camara de Neubauer, onde é realizada a contagem
de eritrécitos. A contagem é realizada pelo quadrante central nos cinco quadrados em
(0 1C 7 T =SOSR 65



Lista de Tabelas

Tabela 1: Valores hematoldgicos da série vermelha de P. geoffroanus em condicGes de

NOFMOXIA € NIPOXIA. ...vevviviieeieieieeieie ettt ettt st sa e e steneeereeneas 40

Tabela 2: Valores dos intermediarios do metabolismo energético plasmatico de P.

geoffroanus em condi¢Bes de normdxia € hiPOXia. .......ccccvevverieerieieniee e 42

Tabela 3: Valores dos intermedidrios do metabolismo energético plasmético de P.

geoffroanus em condigdes de NOrmoxia € hIPOXIA. ......cvevveeeriereieneiicie s 43



ATP
CEUA
CHGM
CONCEA
dL

DP

D-E
FAPERP
FAPESP
fL

g

ot

HGM
IBAMA
Renovaveis
ICMBIO
KCI

kg
SISBIO
LDH

L

mg

mL

mm
mmoL
mM

N©

nm

O,

pH

pG

Ref.

Lista de Abreviaturas e Simbolos

Adenosina Trifosfato

Comissdo de Etica no Uso de Animais

Concentracdo da Hemoglobina Globular Média

Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
Decilitro

Desvio Padréo

Direita-Esquerda

Fundacdo de Apoio a Pesquisa e Extensdo de S&o José do Rio Preto
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
Fentolitro

grama

fons de Hidrogénio

Hemoglobina Globular Média

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
Cloreto de potassio

Kilograma

Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
Lactato-desidrogenase

Litro

Miligrama

Mililitro

Milimetro

Milimol

MiliMolar

NUmero

Nandmetro

Oxigénio molecular

Potencial Hidrogeniénico

Picograma

Referéncia



rpm

MY
pmol

VGM
x10°

°C
%

Rotacdo Por Minuto
Micrograma

Micromol

volts

Volume Globular Médio
Numero em notacdo cientifica
Produto registrado

Graus Celsius

Porcentagem

valor menor



Sumario

1 INEFOQAUGED ..ttt b 17
I 1T 00 D= SO 17
1.2 Fisiologia e a condigdo de NipOXia. ..........ccoeiririiniiiineic e 18
1.3 Metabolismo em condic@o de hipoXia ........ccccceiveiieieiiiesee e 20
1.4 O quelénio dulcicola Phrynops geoffroanus............cccccoeveeiiiic i 24

2 ODJETIVOS ...ttt bbbt 28
2.1 ODJETIVO GETAL ..ot 28
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ...vevviieieiie it ere s 28

3 MaAterial € IMETOUOS .......ccuviiieiieieie e ee s 30
3.1 Coleta e alocacdo dOS aNIMAIS.........ccceeieeiiiiieeiieeie e 30
3.2 Experimentos em normoxia € NiPoXia .........cccovieieiieniieisie e 30
3.3 Coleta de Sangue Periférico e Analise de Hemograma Completo.................. 33
3.4 Coleta dos Tecidos e Avaliagdo da Atividade Metabolica.............ccccovcerrnnne. 35
3.5 ANALISE ESTAtISTICA. ....ooviveeeiiieieiieie e 38

4 ReSUIAA0S € DISCUSSAOD .......cviviieiiiiitiiieiisie ettt sttt sb e 40
4.1 Analises dos parametros he matolégicos relacionados a série vermelha ........ 40
4.2 Analise dos parametros metabdlicos energéticos .........covvvrerereeienenerieienennns 42

5 CONCIUSDES ...tttk b ettt 54

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot iens s 56

APENDICES .....vouviurimiisetee sttt 62
Apéndice A — Protocolos para analises hematoldgicas ..........ccccvveveeviiiiciecieenns 63
Apéndice B — Protocolos para analises metab0licas ............ccooovveveiiieic s, 67

ANEXOS . e are e 75

Anexo A - Autorizagdo IBAMAJSISBIO para realizacdo de atividade com

FINAIIAAAE CIENEITICA ...eeeee ettt a e 76

Anexo B — Documento de aprovacgdo para experimentacdo animal pela Comissao
de Etica no Uso de Animais — IBILCE/UNESP........cccccccooeviieieireeereeee e 78



INTRODUCAO



1 Introducéo

1.1 Hipbxia

VariagcBes na disponibilidade de oxigénio sdo comuns em diversos ambientes,
incluindo os aquaticos (RICHARDS, 2011). Um ambiente aquatico pode ser
considerado normdxico quando o0s niveis de oxigénio encontram-se em torno de 80%
(aproximadamente 6 mg de O, L™ a 25°C), e hipoxico quando 0s niveis atingem
aproxidamente 30%, correspondendo a 2 mg L' de O, (MUUSZE et al, 1998;
WELKER et al, 2013), gerando uma situagdo de escassez de oxigénio que, como
consequéncia, pode ocasionar hipoxia tecidual (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012).

Um exemplo de ambiente aquatico que apresenta grande variacdo das
concentracdes de oxigénio € o rio Preto, que por receber grande quantidade de efluentes
domésticos in natura das cidades de seu entorno € considerado um ambiente
eutrofizado, apresentando elevados niveis de degradacdo. Estudos realizados nos corpos
d’agua deste rio, que pertence a Bacia Hidrografica do Turvo/Grande,demonstraram que
a méxima concentracdo de oxigénio dissolvido foi igual a 1,7mg L, sendo insuficiente
para manter a qualidade da vida aquatica (MELO; MOREIRA; BISINOTI, 2009;
CAMPANHA, 2010).

Diversos animais estdo sujeitos a diferentes estressores ambientais que
intensificam a deplecdo de oxigénio, como congelamento de superficies, desidratacéo,
estivacdo e eutrofizacdo (MOREIRA et al, 2017). A grande maioria dos animais €
capaz de sobreviver a certo grau de hipOxia, no entanto, alguns apresentam maior
resisténcia a ambientes com baixa concentracdo de oxigénio em comparacdo a outros
(HOCHACHKA; LUTZ, 2001). Como exemplo de animais resistentes & deplecdo de
oxigénio podemos citar os queldnios, que assim como outros vertebrados, sdo animais
aerobicos que dependem do gas oxigénio para preservar seu funcionamento celular, mas
que em baixas concentracbes de oxigénio, conseguem manter um nivel minimo de
atividade metabdlica (JACKSON, 2000). Isto é possivel devido a mecanismos

bioquimicos, hematoldgicos, fisioldgicos e comportamentais que permitem sua
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sobrevivéncia em situacbes de baixa pressdo de oxigénio (MOREIRA et al., 2017;
BICKLER; BUCK, 2007), tornando-0s importantes organismos de estudo.

Ha um conjunto de adaptacGes que tornam efetivas as estratégias de defesa a
hipdxia, produzindo um estado profundo de hipometabolismo (HOCHACHKA; LUTZ,
2001), que reduz a demanda de energia e limita a utilizacdo das reservas de substrato,
bem como o acimulo de metabolitos toxicos (HICKS; WANG, 2004).

Um exemplo de estratégia consiste no aumento da afinidade da hemoglobina
pelo O, elevada capacidade antioxidante e niveis elevados de reservas de glicogénio
(FRASER et al.,, 2006; CHEN et al., 2013; LUTZ; MILTON, 2004; VENANCIO et al.,
2009; 2010; 2013).

1.2 Fisiologia e a condi¢do de hipdxia.

O hemograma é um método de estudo que possibilita avaliar condicoes
especificas do animal, como anemia, doencas inflamatérias, parasitemias e distlrbios
hematopoiéticos (FALCE, 2009).

Variagbes sazonais e fatores como temperatura, fotoperiodo e estressores
ambientais, como a eutrofizacdo, podem afetar vertebrados ectotérmicos, modificando
sua fisiologia e afetando diretamente os parametros hematologicos (SOUZA, 2004,
PITOL et al., 2008).

Segundo Moyes e Schulte (2010), o aumento do hematdcrito e da hemoglobina
elevam a concentracdo de oxigénio no sangue e auxiliam os espécimes a sobreviver em
periodos criticos de privagdo de oxigénio. Vertebrados também utilizam ajustes
cardiovasculares que contribuem na oxigenacdo adequada aos tecidos durante periodos
de disponibilidade limitada de oxigénio, por meio da modulagdo de seu fornecimento
aos tecidos (HOCHACHKA et al., 1996; HOCHACHKA,; LUTZ, 2001).

Dentre os vertebrados, os répteis aquaticos comumente submetem-se a hipoxia e
sofrem redugdes na concentragdo de O, pulmonar e no sangue durante a respiracao
associada ao mergulho prolongado (HICKS; WANG, 2004). Sabe-se que, em tartarugas
que mantém suas atividades metabdlicas sob condi¢fes anoxicas, a concentracdo de
oxigénio disponivel para sua sobrevivéncia é apenas a que se encontra dentro de seu
organismo (FUSTER et al, 1997), caracterizando um estado de hipoxemia, condicdo
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natural entre os quelénios, em que ha menos oxigénio circulando na corrente sanguinea
(HICKS; WANG, 1999).

Em quelbnios, a hipoxemia ocorre em virtude de sua anatomia cardiaca, em que
0 ventriculo ndo dividido permite a mistura de sangue Vvenoso sistémico altamente
regulado, denominado desvio D-E (direita para a esquerda) (Figura 1), no qual certa
guantidade de sangue venoso, com pouco oxigénio, desvia da circula¢cdo pulmonar e entra
novamente na circulacdo sisttmica, onde ha sangue pouco oxigenado pelo corpo
(RANDALL; BURGGREN; FRENCH, 2000; MOYES; SCHULTE, 2010). Assim, o
sangue pobre em oxigénio desvia dos pulmdes e, por conta disso, ndo se torna oxigenado,
resutando em hipoxemia arterial e redugdo no fornecimento de oxigénio aos tecidos
(HICKS; WANG, 2004). Esse desvio altera a concentracdo de O, arterial sem depender
dos pulmdes, desviando sangue do circuito pulmonar para o circuito sistémico durante o
mergulho, evitando a perfusdo do pulmdo inativo (MOYES; SCHULTE, 2010; HICKS;
WANG, 2012). Esse mecanismo é importante por regular e tornar efetiva a distribuicdo
de oxigénio aos tecidos, especialmente quando se necessita de elevadas quantidades de
oxigénio (HICKS; WANG, 2012). Sendo assim, os mesmos regulam a distribuicdo de
oxigénio de acordo com suas necessidades metabolicas (WANG; KROSNIUNASI;
HICKS, 1997, 2001).

Figura 1: Fluxo sanguineo através do coracdo de répteis ndo crocodilianos, destacando o desvio D-E.

Artéria Aorta Aorta
puimaonar esquenrta girela
\ /

Te—]
/

Alry

Fonte: MOYES; SCHULTE, 2010.
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Alguns autores acreditam que a respiracdo bimodal em peixes surgiu como
auxilio para sobrevivéncia em condicbes de hipoxia aquatica (JUNK et al., 1983;
CARTER, 1957; JOHANSEN, 1970). A mesma hipOtese pode ser considerada para 0s
queldnios dulcicolas resistentes a hipdxia, como é o caso de Phrynops geoffroanus, que
possui respiragdo prioritariamente  pulmonar, entretanto podem utilizar estruturas
extrapulmonares que absorvem o oxigénio do ambiente, como por exemplo, respiracao

cloacal, quando necessério.
1.3 Metabolismo em condi¢do de hipoxia

Quando animais hipdxia-tolerantes sdo confrontados com grave privacdo de
oxigénio, h4 duas respostas possiveis em suas vias metabdlicas. Uma delas consiste em
diminuir as atividades metabdlicas, até que seja possivel o retorno de oxigénio; a outra,
consiste na situacdo em que o animal permanece ativo e seu metabolismo é sustentado

por vias anaerdbicas de transformacdo de energia (LUTZ; NILSSON, 1997).

Diversas  adaptacBes  bioquimicas, como modificacbes epigenéticas e
moleculares, alteracbes no metabolismo redox, hipometabolismo e utilizacdo de vias
anaerdbicas sdo conservadas entre animais que toleram baixa disponibilidade de
oxigénio (BIGGAR; STOREY, 2015; STAPLES; BUCK, 2009; STOREY; STOREY,
2012). A utilizacdo de vias anaerObicas em organismos que Se encontram em privacdo
de oxigénio ¢ uma importante estratégia, no qual os tecidos com elevada concentracao
de glicogénio, como os tecidos hepatico, cardiaco e muscular esquelético, sdo utilizados
como substrato para a glicolise anaerdbica (LUTZ, 1992; LUTZ;, NILSSON;
PRENTICE, 2003; LUTZ & MILTON, 2004).

O tecido muscular cardiaco, em condicdes ideais de oxigénio, oxida
preferencialmente acidos graxos e raras vezes carboidratos (DRIEDZIC; GESSER,
1994; STANLEY, et al 2005). Entretanto, esse tecido possui alta plasticidade
metabdlica, e assim, utiliza o substrato metabolico para producdo de ATP mais
apropriado de acordo com a condicdo fisiologica que esta submetido (TAEGTMEYER
et al. 2005).
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Duas importantes vias nessas condicGes sdo a glicolise e a glicogendlise. A
glicélise é considerada uma via custosa de fornecimento de apenas duas moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) por molécula de glicose e pode ser utilizada em condigdes
aerdbicas e anaerdbicas (NELSON; COX, 2011), enquanto que a via da glicogenolise
degrada glicogénio permitindo rapida obtencdo de unidades de glicose para produgdo de
ATP por glicélise anaerdbica (LUTZ; MILTON, 2004; NELSON; COX, 2011).

A enzima hexoquinase, pertencente a via glicolitica, necessita de uma molécula
de ATP para converter glicose em glicose-6-fosfato. No entanto quando a molécula de
glicose € proveniente da glicogenolise, ou seja, degradacdo de glicogénio tecidual, a
enzima hexoquinase ndo € necessaria, pois na glicogendlise a enzima glicogénio
fosforilase remove residuos de glicose da extremidade ndo redutora da cadeia de
glicogénio, obtendo como produto glicose-1-fosfato (Figura 2), que posteriormente é
convertida em glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase (Figura 3). A glicose-6-fosfato
pode entdo ser direcionada para a via glicolitica (como ocorre no musculo) e poupar um
ATP a via, ou ser convertida a glicose no figado, caracterizando a gliconeogénese
(NELSON; COX, 2014; VOET; VOET, 2006; MOYES; SCHULTE, 2010), para ser

disponibilizadas para células de outros tecidos.

Figura 2: Acéo da enzima Glicogénio Fosforilase, que remove residuos de glicose da extremidade néo
redutora da cadeia de glicogénio, obtendo como produto glicose-1-fosfato.
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H o H H o H
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H H °u H o u
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/ \__O_lﬁ_o HO 0__/’ N O—
) 0 H OH H OH

H O0H

Glicose-1-fosfato Glicogénio com um
residuo de glicose a menos
(glicose)s—1

Fonte: NELSON; COX, 2014.

21



Figura 3: Reacdo catalisada pela fosfoglicomutase, cujo produto final é a glicose-6-fosfato.

Glicose-1-6-
-bifosfato

Glicose-1- Glicose-&6- )
P T Ser “fosfato +0,P0

I e
-fosfato Ser

H,COP0?

Fosfoglicomutase

Fonte: Fonte: NELSON:; COX, 2014.

Sendo assim, a glicose obtida a partir dos estoques de glicogénio produz trés
ATP, diferentemente da glicose obtida por outras vias que produz dois ATP por conta
da acdo da enzima hexoquinase que requer utilizacdo de um ATP (Figura 4) (NELSON;
COX, 2011; VOET; VOET, 2006; MOYES; SCHULTE, 2010).

Figura 4: Resumo da via da glicogendlise, em que a Glicose6fosfato pode ser encaminhada para a
glicélise, ocorrendo economia de um ATP.
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Fonte: adapatado de Benjamin Cummings.
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Evidencia-se assim, que a enzima glicose-6-fosfatase, que converte glicose-6-
fosfato em glicose na gliconeogénese, € exclusiva de figado e rins, sendo tais Orgaos
responsaveis por suprir a glicose para os demais tecidos (NELSON; COX, 2011,
VOET; VOET, 2006)

Tartarugas norte-americanas do género Trachemys sdo consideradas hipdxia-
tolerantes, e as mesmas utilizam o emprego da glicdlise como sendo a Unica fonte de
energia quando enfrentam situagdes de anoxia (LUTZ; NILSSON, 1997). Para manter
os niveis de ATP na auséncia de oxigénio, aumentam a taxa de gliclise, utilizando a
chamada estratégia glicolitica (LUTZ; NILSSON, 1997), a qual traz como

consequéncias altas concentracdes de acidose latica nas células.

Assim, animais hipéxia-tolerantes também devem ser capazes de resistir ao
acumulo de lactato (NILSSON, 2001). A adaptacdo para controlar essa carga acida
elevada € um complexo existente entre o célcio, presente no tecido esquelético, e o
lactato, o qual funciona como mecanismo tamponador (JACKSON, 2000), sendo assim
consegue diminuir a elevada taxa de lactato e permite que o tempo de hipoxia desses
animais seja estendido (JACKSON, 2000). Além disto, uma parte do lactato produzido
pelos diversos tecidos pode ser encaminhado até o figado do animal para servirem como
substrato para a producdo de glicose novamente pela via da gliconeogénese,
denominado Ciclo de Cori (NELSON; COX, 2011) (Figura 5).
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Figura 5: Esquema do Ciclo de Cori.

Glicose < Glicogénio

1 \ MUSCULO

Lactato

v

Gligose Lactato PLLASMA
Lactato Glicogenlise
FIGADO Gliconeogénese
Glicose < Fermentacao latica

Fonte: Elaborado pela autora.

Estudos realizados por Duncan e Marcon (2009) sugerem que a ativagdo da
glicélise anaerébica e as altas taxas de lactato desempenham importante papel no
metabolismo de carboidratos, e podem estar relacionados a sobrevivéncia em apneia e
resisténcia ao mergulho prolongado, situagbes em que ha oscilagdo da concentragdo de

oxigénio.

1.4 O queldnio dulcicola Phrynops geoffroanus.

A espécie Phrynops geoffroanus pertence a familia de queldnios aquaticos
Chelidae (Figura 6). Sua distribuicdo ocorre em regibes neotropicais, como Venezuela,
Uruguai, Norte da Argentina e regides Norte e Sul do Brasil (VIZOTTO; SILVA, 2017,
McCORD; JOSEPH-OUNI; LAMAR, 2001), sendo facilmente encontrada na bacia
hidrogréafica do Turvo/Grande, que abrange a regido Noroeste do estado de Sdo Paulo,

onde esta localizado o municipio de S&o José do Rio Preto.
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Figura 6: Espécime Phrynops geoffroanus

Fonte: Rafael Valaddo, ICMBIO.

A elevada quantidade desses quelénios no rio Preto pode ser atribuida a
facilidade de forrageio, visto que a espécie usufrui de diversas fontes alimenticias,
incluindo residuos organicos encontrados no rio, bem como a escassez de outros
organismos competidores diretos. Apesar de o ambiente ser considerado indspito para
diversos organismos, o mesmo é favoravel para P. geoffroanus, que cresce em
densidade populacional (SOUZA; ABE, 2000).

Como muitas espécies de queldnios dulcicolas, P. geoffroanus pode ser
considerada uma espécie hipOxia-tolerante, devido a capacidade de sobreviver em
ambientes com disponibilidade variavel de oxigénio, assim como 0s rios poluidos,
altamente eutrofizados, que intensificam a deplecdo de oxigénio (COELHO; GAMITO;
PEREZ-RUZAFA, 2007).

Devido a sua historia de vida natural e adaptacGes bioquimicas e fisiologicas, P.
geoffroanus pode ser considerado um bom modelo animal para estudos de tolerancia a
hipoxia (VENANCIO et al., 2013), pois apresenta diversas caracteristicas com alto
valor adaptativo, como aumento da capacidade antioxidante e suporte ao dano
oxidativo, resultantes de adaptacdes dos mesmos durante milhées de anos (VENANCIO
et al., 2009; 2010; 2013).
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Jackson (2000) defende que condicbes em que hd diminuicdo na sintese e
utilizacgdo de ATP em periodos criticos de privacdo de oxigénio em relagdo aos
mecanismos metabdlicos, ainda ndo sdo bem compreendidas. O conhecimento
relacionado aos animais silvestres brasileiros € escasso, portanto, sdo necessarias
pesquisas com finalidade de conhecer aspectos morfofuncionais do processo de
transformacdo de energia destes animais (ARAUJO et al., 2015), contribuindo para
maior entendimento a respeito da deplecdo de oxigénio em animais considerados
hipoxia-tolerantes. Em razdo dessas premissas, o presente trabalho contribui para a
avaliacdo de aspectos hematoldgicos, bioquimicos energéticos de P. geoffroanus e para
a ciéncia acerca dos ajustes fisiologicos desse quelonio a privacdo de oxigénio, assim

como a influéncia dessa condicdo em sua fisiologia.

Enfatiza-se que ha uma importante linha de pesquisa no Centro de Estudo de
Quelbnios referente a estudos bioquimicos e metabolismo oxidativo de quel6nios
dulcicolas. O grande interesse em P. geoffroanus ocorre devido a escassez de
informacdes sobre sua historia de vida e biologia. Nosso enfoque em suas adaptacdes
hematoldgicas e compensacdes fermentativas, quando em privacdo de oxigénio, se deu

pelo fato de que ndo ha relatos na literatura.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil metabdlico energético e a série vermelha na espécie P.

geoffroanus em condi¢es de normdxia e hipoxia induzida.
2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a série vermelha (hematdcrito, dosagem de hemoglobina circulante,
contagem de eritrocitos e indices hematimétricos) de P. geoffroanus em estado de

normoxia e hipdxia induzida;

- Avaliar o perfil dos intermediarios do metabolismo energético (glicogénio,
glicose, lactato, piruvato, triglicerideos, aminoacidos livres, proteinas totais e &cido
urico) de P. geoffroanus em estado de normoxia e hipoxia induzida nos tecidos

muscular esquelético, cardiaco, hepéatico e sanguineo;

- Analisar se ha discrepancia na série vermelha e no perfil metabdlico da espécie

em hipoxia quando comparado com as condicdes em normoxia.
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3 Material e Métodos

3.1 Coleta e alocacéo dos animais

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 10 espécimes adultos de P.
geoffroanus (SCHWEIGGER, 1892), sem distingdo de sexo, com peso e tamanho
semelhantes. Os espécimes foram coletados no Rio Preto, pertencente a Bacia
Hidrogréfica do Turvo/Grande, regido Noroeste do estado de S&o Paulo, localizada no
perimetro urbano da cidade de S& José do Rio Preto - SP (20°48°31.86S,
49°22°27.617°0).

Todos os animais foram mantidos em tanques de fibra de vidro de 1000L, com
agua sem cloro, em temperatura ambiente de aproximadamente 27°C, com acesso ao
fundo do tanque e com plataforma seca para permitir 0 assoalhamento. A alimentacdo
foi feita com carne bovina, peixe e racdo durante o periodo de aclimatacdo, que durou
120 dias. Os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UNESP/IBILCE (N° 070/2013) e pelo IBAMA/SISBIO (N°
37360-1).

3.2 Experimentos em normdxia e hipoxia

Os experimentos de normoxia e hipdxia foram realizados durante o ano de 2015,
em conjunto com o projeto de pds-doutoramento denominado “‘Caracterizagdo
molecular e bioquimica de sistemas de biotransformacdo e defesas antioxidantes
associados ao suporte a hipdxia e sua relacdo com a adaptacdo a ambientes
contammnados”, de autoria da Dra. Larissa Paola Rodrigues Venancio
(FAPESP/Processo 2012/14048-2) e do projeto de mestrado denominado “Mecanismos
de acdo antioxidante no estado de pds-hipdxia induzida em Phrynops geoffroanus
(Testudines: Chelidae)”, de autoria da Ma. Nathalia Rossigalli Alves Costa
(FAPESP/Processo 2014/22398-9).

Apbs o periodo de aclimatacdo, os 10 animais foram divididos em dois grupos
denominados normdxia e hipoxia. Os cinco animais referentes ao grupo nas condicbes
de normdxia tiveram acesso livre a superficie, respirando normalmente (Figura 7). O
tanque com agua limpa teve sua temperatura controlada a 27°C por aquecedores com
termostatos (Atman®, 110V), durante sete dias. A temperatura foi monitorada por
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termémetro liquido em vidro (Incoterm®, escala -10°C +250°C, 300mm) durante todo o

experimento.

Figura 7: Cinco animais do grupo em normdxia com acesso livre & superficie, respirando normalmente.

Fonte: Autora.

Em relagdo aos cinco animais do grupo em hipoxia, foi colocada uma tela abaixo

do nivel da &gua, para impedir que os animais acessassem a superficie (Figura 8).

Figura 8: Cinco animais do grupo em hip6xia com tela abaixo do nivel da 4gua, impedindo o acesso dos
animais a superficie.

Fonte: Autora.

Além disso, foi necessario o borbulhamento de nitrogénio gasoso na &gua
(Figura 9), durante 40 minutos, com o intuito de garantir que os niveis de O, dissolvidos
seriam abaixo de 30%, caracterizando um ambiente aquatico hipoxico (WELKER, et
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al, 2013) semelhantes aos encontrados no rio Preto (MELO; MOREIRA; BISINOTI,
2009; CAMPANHA, 2010). A quantidade de O, dissolvido na agua foi medida com a
ajuda de um oximetro (Hanna® instruments). Tal processo € importante, pois P.
geoffroanus é capaz de realizar trocas gasosas por seu tegumento cloacal, mesmo
possuindo respiracdo prioritariamente pulmonar (GOULART, 2004). O experimento
seguiu especificacOes realizadas por Willmore e Storey (1997), cuja experimentacdo foi
realizada com espécimes da tartaruga norte americana tolerante a hipoxia Trachemys

scripta elegans.

Figura 9: Bombeamento de nitrogénio gasoso nos tanques com o intuito de garantir a diminuicdo da
concentragdo de O, dissolvido na &gua.

Fonte: Autora.

Vale salientar que como ndo ha registros na literatura acerca do tempo exato de
sobrevivéncia em situacOes de hipoxia para a espécie estudada, foi estipulado o tempo
de 5h como o maximo de imposicdo a submersdo, tempo minimo relatado na literatura
em estudos previamente realizados com Trachemys scripta elegans (KRIVORUCHKO;
STOREY, 2010). Posterior ao periodo de cinco horas, foi realizado coleta de sangue e
amostras teciduais dessa especie, possibilitando a avaliacio do hemograma e

mecanismos de vias fermentativas em relacdo a auséncia prolongada de O..
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Na figura 10 esta especificada a quantidade de animais utilizados e as analises
realizadas com os espécimes.

Figura 10: Fluxograma com a descricdo dos experimentos que foram realizados com 10 espécimes de P.
geoffroanus, demonstrando quantos animais foram utilizados em normdxia e hipdxia e o que foi avaliado.

4 Andlise de hemograma completo

5 animais em em sangue periférico
p normoxia
10 animais
*Mantidos em agua limpa { <
durante 120 dias para
1 A (0]
aclimatagao a 27°C 5 animais em Analise dos intermediarios
\ hip6xia metabdlicos nos tecidos muscular

\ cardiaco, muscular esquelético,
hepatico e sanguineo

3.3 Coleta de Sangue Periférico e Analise de Hemograma Completo

Estressores ambientais, como a eutrofizacdo, podem afetar vertebrados
ectotéermicos, modificando sua fisiologia e influenciando diretamente nos pardmetros
hematolégicos (SOUZA, 2004; PITOL et al., 2008), por conta disso 0 hemograma é um
importante parametro para avaliacdo das condicdes do animal quando em hipoxia.

Subsequente a exposicdo a hipdxia, os espécimes foram higienizados com éagua
destilada e esterilizados com éalcool 70% com o auxilio de algoddo. Posteriormente, o
sangue foi coletado por pungdo da veia occiptal (Figura 11), segundo metodologia de
Silva e colaboradores (2012).

ApoGs a coleta, as amostras de sangue foram imediatamente acondicionadas em
tubos com anticoagulante heparina e analisadas rapidamente, para utilizacdo do sangue
fresco. Cinco mL da amostra sanguinea foram centrifugados a 1500 rpm, obtendo-se o
plasma para andlise dos intermedidrios metabolicos, o qual foi acondicionado em
freezer -80°C.
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Figura 11: Local de coleta da amostra biolégica sanguinea.

Fonte: Autora

Os pardmetros da série vermelha analisados foram: hematdcrito, dosagem da
hemoglobina circulante, contagem de eritrocitos e indices hematimétricos (Volume
Globular Médio (VGM), Concentracdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM) e
Hemoglobina Globular Media (HGM)).

- Hematécrito: Apds o sangue total ser homogeneizado, uma amostra deste foi utilizada
para preencher % do tubo capilar do microhematocrito. Depois de se fechar uma das
extremidades do tubo capilar, ele foi centrifugado por cinco minutos a 13.000 rpm.
Terminada a centrifugacdo, faz-se a leitura utilizando-se um cartdo de referéncia
padronizado, cujos valores sdo dados em percentuais do volume de eritrbcitos em
relacdo ao total de sangue.

- Dosagem da hemoglobina circulante: O método utilizado para a quantificacdo da
hemoglobina total circulante, constitui na oxidacdo do atomo de Ferro (Ferro 1l) da
molécula de Hemoglobina pelo Ferricianeto de Potassio em pH fracamente alcalino,
formando a Metahemoglobina, que é convertida em Cianometahemoglobina apo6s a

reacdo com o Cianeto de Potassio, contidos na solucdo de Drabkin (1948).
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Apb6s a reacdo, a leitura da absorbéncia da solucdo é feita em espectrofotdmetro
micronal “B 395 em um comprimento de onda de 540 nm, para se obter a concentracéo

da hemoglobina total.

- Contagem de eritrocitos: A contagem dos eritrocitos foi realizada segundo o método
de FRYE (1991), que consiste na contagem direta, em camara de Neubauer, de
eritrocitos de amostra de sangue total diluido em uma solucdo de Natt and Herick 1:100.
O valor total da contagem é multiplicado por 5000, resultando no valor estimado de
eritrocitos por microlitro de sangue.

- Calculo dos indices hematimétricos (Figura 12): representam o volume médio de
eritrocitos (VGM), concentracdo de hemoglobina dos eritrocitos (CHGM) e peso da
hemoglobina dentro dos eritrcitos (HGM); valores importantes na analise sanguinea
por sofrerem grandes variacBes nos estudos patolégicos e fisiologicos.

Figura 12: Férmulas para calcular os indices hematimétricos.

Volume Globular Meédio (VGM)
VGM(1L)= Hematocrito % x10
Numero de Eritrocitos

Hemoglobina Globular Média (HGM)
HGM(pg)= Hemoglobima x10
Numero de eritrocitos

Concentrac¢iao de Hemoglobina Globular Média
(CHGM)
CHGM(%)=Hemoglobinax 100

Hematocrito

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 Coleta dos Tecidos e Avaliacdo da Atividade Metabdlica

Posterior a retirada do sangue, 0s espécimes foram eutanasiados por superdose
do anestésico Thiopentax® (60 a 100mg/Kg) conforme diretrizes do CONCEA. Essa
etapa garante que o processo seja indolor ao animal, que é seguido por aplicacdo de 1 a

2mmol/Kg de cloreto de potéssio (KCI), um ion cardiotoxico que produz fibrilagdo
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ventricular cardiaca e morte instantdnea, garantindo que o animal estivesse

completamente sem sinais vitais para realizacdo da coleta dos tecidos.

Subsequente a eutanasia foi feita a abertura do plastrdo com auxilio de serra
elétrica oscilatéria utilizada para corte de gesso (modelo 18018, Nevoni®), para coleta
dos tecidos hepatico, muscular esquelético e cardiaco, para realizacdo das analises do
metabolismo energético. Os tecidos foram analisados quanto as concentracbes de
glicogénio, glicose, lactato, triglicerideos, aminoacidos livres, proteinas totais e acido
Urico por meio de método colorimétrico em espectrofotbmetro Thermo Scientific
Evolution 30.

Pelo fato de o glicogénio pertencer a estrutura de armazenamento em
determinados tecidos, sua concentracdo ndo foi analisada no plasma. Em relacdo ao
acido drico, o0 mesmo foi analisado apenas em figado e plasma, pois este é produzido no
figado e encaminhado para os rins pelo sangue, sem necessidade de analise nos demais
tecidos (NELSON, COX; 2014). Os tecidos coletados foram acondicionados em freezer

a -80°C, para posterior analise.

A andlise dos intermediarios energéticos pode refletir com precisdo o estado
metabdlico do organismo, (DUNCAN; MARCON, 2009, MOON & MOMMSEN;
1987) principalmente quando a avaliagdo é realizada em tecido-especificos. Entretanto,
a avaliacdo do perfil plasmatico torna-se relevante, pois reflete o papel do sangue como
transportador dos diversos intermediarios e como integrador entre os diferentes tecidos
(VIEIRA; INOUE; MORAES, 2005), obtendo-se assim uma resposta metabolica

sistémica.

- Glicogénio: A extracdo do glicogénio tecidual foi realizado segundo metodologia de
Bidinotto e colaboradores (1997). O método consiste na precipitacdo alcoolica do
glicogénio seguida pela determinacdo direta de acucares redutores totais apds hidrolise
acida (DUBOIS et al, 1956). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro em um

comprimento de onda de 480 nm.
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- Homogeneizacdo dos tecidos: Aliquotas de figado, mlsculo e coracdo foram diluidas
em 4agua destilada para quantificacdo de glicose, lactato, proteinas, aminoacidos,
triglicerideos e é&cido drico. Os tecidos foram homogeneizados em homogeneizador
mecanico sob banho de gelo. Apds a homogeneizagdo, os extratos foram centrifugados a
12.000 rpm durante trés minutos, e os sobrenadantes foram utilizados como extratos

celulares.

- Glicose: A quantificacdo da concentragdo de glicose foi realizada com o Kit Labtest de
Glicose Ligquiform (Ref. 133), cujo principio ¢ a oxidacdo enzimatica da glicose. O
peroxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acédo
catalisadora da peroxidase, por meio de uma reacdo oxidativa de acoplamento que
resulta na formacdo de antipirilquinonimia vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional & concentracdo de glicose na amostra analisada, em 525 nm, em

espectrofotometro.

- Lactato: A determinacdo da concentracdo de lactato total foi realizada com o Kit
LabTest de Lactato Enzimatico (Ref. 138). Neste método, na presenca de oxigénio, a
lactato oxidase catalisa a oxidagdo do acido lactico, promovendo a formagédo de piruvato
e perdxido de hidrogénio. Em seguida, ocorre uma reacdo de acoplamento entre o
peroxido de hidrogénio e 4-aminoantipirina catalisada pela peroxidase, produzindo
quinoeimina. A intensidade da cor do produto da reacdo é diretamente proporcional a

concentragcdo de lactato nas amostras analisadas, em 550 nm, em espectrofotdmetro.

- Proteinas totais: A quantificacdo da concentracdo de proteinas totais foi feita com o
Kit LabTest de Proteinas Totais (Ref. 99), por meio do método de Biureto, que reage
com as ligacdes peptidicas das proteinas séricas, formando cor purpura, proporcional a

concentracdo das proteinas na amostra analisada, em 545 nm, em espectrofotdmetro.

- Amino&cidos livres: O teor de aminoécidos livres foi determinado segundo Copley
(1941). Uma aliquota de plasma total foi adicionada a 2,0mL de solucdo de ninhidrina
0,1% em alcool isopropilico. Os tubos de reacdo foram vedados e entdo colocados em

banho-maria a 40°C, por 40 minutos. Apés este periodo, a leitura dptica foi realizada em
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espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 570 nm, contra um padrao de acido a-

aminoacético 1mM.

- Triglicerideos: A concentracdo de triglicerideos foi obtida por meio do Kit LabTest de
Triglicérides Liguiform (Ref. 87), no qual a lipoproteina lipase promove a hidrolise dos
triglicerideos liberando glicerol, que é convertido pela acdo da glicerolquinase em
glicerol-3-fosfato. Este sera oxidado a dihidrooxiacetona e peroxido de hidrogénio na
presenca da glicerolfosfato oxidase. ApOs essa reacdo, ocorre uma reacdo de
acoplamento entre o peroxido de hidrogénio, 4- aminoantipirina e 4-clorofenol,
catalisada pela peroxidase, produzindo quinoneimina, a leitura é realizada em

espectrofotometro em comprimento de onda de 505 nm.

- Acido Urico: A concentracio de &cido drico foi obtida por meio do Kit LabTest de
Acido Urico Liquiform (Ref. 140), no qual o &cido Grico é oxidado pela dricase e
alantoina e peroxido de hidrogénio, que na presenca da peroxidase, reage com o DHBS
e a 4-aminoantipirina, formando o cromogénio antipirilquinonimina, observado em 520

nm no espectrofotdmetro.

3.5 Analise Estatistica: Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade e
homocedasticidade pelos testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente e os outliers
foram retirados quando necessario. Para andlise dos parametros nos diferentes
tratamentos, foi utilizado teste t de Student e Mann-Whitney, para dados paramétricos e
ndo paramétricos, respectivamente. O nivel de significancia foi fixado em p < 0,05. Os

testes foram realizados pelo software Statistica 8.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Analises dos parametros hematoldgicos relacionados a série vermelha

A andlise dos parametros da série vermelha em relagdo ao hematdcrito, dosagem
da hemoglobina circulante, contagem de eritrocitos e indices hematimétricos Volume
Globular Médio (VGM), Concentragdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM) e

Hemoglobina Globular Meédia (HGM) em normoxia e hipdxia encontram-se na tabela 1.

Tabela 1: Valores hematologicos da série vermelha de P. geoffroanus em condicdes de
normoxia e hipdxia.

Parametros Hematoldgicos Normdxia Hipdxia
Série Vermelha Média £ DP  Média + DP p

Hematécrito (%) 18 +2 24+05 0,022
Hemoglobina (g/dL) 4+04 7+0,9 0,012

Eritrécitos (x10°) 636 + 171 513 + 52 0,482
VGM (fL) 280 + 54 438+19  <0,01™

CHGM (%) 26 + 3 30+1,6 0,07}

HGM (pg) 69 + 30 132+5 0,017t

Valor de significancia (p<0,05), * indicam resultado estaticamente significativo seguido dos ndmeros * para
testes paramétricos (t de Student) e 2 para ndo paramétricos (Mann Whitney).

Houve aumento nos indices observados para valores de hematdcrito, dosagem de
hemoglobina, VGM e HGM, nos animais submetidos a condicdo de hipéxia. No que se
refere a0 ndmero de eritrécitos e 0 CHGM, os mesmos demonstraram estabilidade, ndo

ocorrendo diferenca entre os tratamentos.

O aumento do hematdcrito nos animais na condicdo de privacdo de oxigénio
pode ser resultado de desidratagdo durante a hipoxia induzida, pois cigados dulcicolas
possuem respiracdo prioritariamente  pulmonar, sendo assim ndo poderiam subir a
superficie para respirar e consequentemente ndo conseguem se hidratar (MOYES;
SCHULTE, 2010), também pode ter ocorrido pelo aumento do VGM, pois as heméacias
estariam em estado de hemoconcentracdo, caracterizada pelo aumento de sua

viscosidade e numero de eritrocitos por unidade de volume (CIESLA, 2007).
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A hemoglobina circulante se mostrou mais elevada em hipoxia, possivelmente
para tornar eficiente a distribuicdo e captacdo de oxigénio aos tecidos, evitando danos
teciduais. Em estudos realizados com embrides do cagado Pseudemys nelsoni,
pesquisadores sugerem que a hipdxia normalmente provoca um aumento da capacidade
de transporte de oxigénio do sangue, aumentando, consequentemente, a concentracdo de
hemoglobina (KAM, 1993). Em estudos com outros répteis, como o lagarto teiu
Salvator merianae, diversos autores relatam aumento nos valores de hematdcrito e
hemoglobina no periodo de inverno, quando o animal entra em estado hipometabolico,
resultando em hibernagdo e hipdxia (TROIANO; GOULD; GOULD, 2008; BANERJE
E BANERJE 1969; DESSER 1978; HAGGAG et al., 1966; ULTSCH, 1988). Sendo
assim, o aumento do hematdcrito e da concentracdo de hemoglobina circulante refletem
a necessidade de adequar o transporte de oxigénio a condicdo em que estd submetido
(MOYES; SCHULTE, 2010), auxiliando a sobrevivéncia dos espécimes em periodos

criticos de privagcdo de oxigénio.

Em varios vertebrados, a exposicdo a hipoxia estimula a liberacdo efou a
producdo de eritrocitos, alem da manutencdo da quantidade hemoglobina no sangue
(MOYES, SCHULTE, 2010). Uma resposta primaria a essa condicdo é a contracdo do
baco, local de armazenamento de eritrocitos: tais contraches expulsam células
vermelhas para a circulagdo, aumentando consequentemente os valores de hematdcrito,
0 que resulta no aumento da capacidade de transporte de oxigénio no sangue (MOYES,
SCHULTE, 2010).

Estudos realizados com larvas de zebra-fish, Danio rerio, submetidos a hipdxia,
obtiveram resultados semelhantes aos obtidos nesse estudo, em que a concentragdo de
eritrocitos no sangue permaneceu constante nas condicdes de normdxia e também de
hipoxia (SCHWERTE; UBERBACHER; PELSTER, 2003). Além disso, acredita-se que
a concentracdo de eritrocitos constante em tartarugas € compensada pela alta saturacdo
de hemoglobina nas hemécias (TIUNOV, 1981), como ocorrido nos animais hipoxicos

do estudo em questéo.

Nos animais em hipdxia, o valor observado nos indices hematimétricos, VGM
e HGM, sugere a ocorréncia de aumento do volume celular e do peso da hemoglobina

dentro dos eritrocitos, 0 que possivelmente auxilia a oxigenacdo dos tecidos durante o
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periodo de hipdxia (CIESLA, 2007). Esta pode ser considerada uma adaptacdo do
animal, que permite que o transporte de oxigénio para os tecidos seja mais eficaz em

situacdo de baixa disponibilidade de oxigenagéo.

4.2 Analise dos parametros metabdlicos energéticos

A concentracdo dos intermediarios energéticos de glicose, lactato, proteinas,
aminodcidos, triglicerideos e acido Urico foram analisados no plasma nas condicGes de

normdxia e hipdxia, os resultados obtidos encontram-se na tabela 2.

Tabela 2: Valores dos intermediarios do metabolismo energético plasmatico de P.
geoffroanus em condicbes de normdxia e hipdxia.

o . . Normoxia Hipoxia
Intermediarios Metabdlicos Plasmaticos Média + DP Média £ DP >

Glicose (mg/mL) 0,30 + 0,02 0,81+ 0,53 0,017
Lactato (mg/mL) 0,61+ 0,10 2,40 + 0,60 <0,01"*

Proteinas (mg/mL) 48.288 + 9.973 50.976 + 5.038 0,60"
Aminoacidos (mol/mL) 2737+48 48,88 + 11,56 <0,01"
Triglicerideos (mg/mL.) 1,30 £ 0,95 1,12 + 0,29 0,62°
Acido Urico (ug/mL) 3,68+ 1,15 15,50 + 7,06 <0,01"2

Valor de significancia (p<0,05), * indicam resultado estaticamente significativo seguido dos niimeros * para

testes paramétricos (t de Student) e 2 para ndo paramétricos (Mann Whitney). Os outliers foram retirados
quando necessario.

Como pode ser observado, houve diferenca em relacdo as concentragdes de
glicose, lactato, aminoécidos e acido Urico, cujos valores foram maiores na condicdo de
hipoxia em comparacdo com a condi¢do normoxica. No que se refere & concentragdo de

proteinas e triglicerideos os mesmos demonstraram estabilidade nas duas condicdes.

Em relacdo aos intermediarios energéticos nos tecidos muscular cardiaco,
hepatico e muscular esquelético, foram analisadas as concentracbes de glicogénio,
glicose, lactato, proteinas, aminoéacidos e triglicerideos, enquanto a concentracdo de
acido urico foi analisada apenas no figado. A concentracdo dos intermediarios

metabdlicos teciduais nas condi¢cfes de normdxia e hipdxia se encontra na Tabela 3.
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Tabela 3: Valores dos intermediarios do metabolismo energético plasmatico de P.
geoffroanus em condices de normdxia e hipdxia.

Figado

Musculo Esquelético

Intermediarios Musculo Cardiaco 0 |
ol (Média + DP) P (Média + DP) P (Média + DP) P
teciduais Normdxia  Hipoxia Normoxia Hipdxia Normoéxia Hipoxia
Glicogénio 0,11 + Néo - 767,05+ 739,66 + 0,71 454,40 + 241,63 + 0,017
(umol/mg) 0,03 detectado 31,24 119,67 253,30 59,80 )
Glicose 15+ 08 + 053" 5,5+ 46 + 0,60 06 + 17 % 0,017
(Hg/mg) 03 03 22 26 03 03
Lactato 13 + 24 + *1 10 £ 18 + *1 31+ 2,2 * *1
(Mg/mg) 03 0,9 0,03 03 07 0,04 05 06 0,04
Proteinas 150 £ 135 £ 1 1774+ 1935 + 1 11,8 £ 16,25 + 1
(ug/mg) 5.1 40 Bl 1100 107,3 the 14 58 e
Aminoéacidos 04 + 04 + 1 156 £ 17 + 1 02 + 017 *
(mmol/mg) 0,07 0.2 053 06 03 063 0,06 0,01 07
Triglicerideos 18 + 24 £ 1 230 + 224 + 1 06 % 04 + 2
~ (ug/mg) 05 0.2 0.5 44 8,0 0.90 0,2 0,06 10
Acido Urico i 0,30 = 0,29 + 0.97" i i
(ng/mg) 0,09 0,27 '

Valor de significancia (p>0,05), * indicam resultado estaticamente significativo seguido dos ndmeros * para

testes paramétricos (t de Student) e ? para ndo paramétricos (Mann Whitney). Os outliers foram retirados

quando necessario.

No tecido muscular cardiaco houve uma tendéncia a diminuicdo na concentracdo
de glicose e nas concentracbes de glicogénio. No caso do glicogénio, é importante
salientar que possivelmente o método ndo foi suficientemente sensivel para detectar as
baixas concentracdes de glicogénio no tecido cardiaco em condicdo de hipoxia. Houve
diferenca na concentracdo de lactato no tecido muscular cardiaco, aumentando duas
vezes na condicdo de hipoxia. As concentracdes de proteinas, aminodcidos e

triglicerideos ndo apresentaram diferencas significativas entre as duas condices.

No tecido hepatico dos animais em hipdxia houve uma tendéncia a diminuicdo
de glicose, e o lactato aumentou quase o dobro quando comparado com a condicdo
diferenca na concentracdo de lactato, porém as

normoxica. Também houve

concentracdes de glicogénio, proteinas, aminoacidos, triglicerideos e é&cido Udrico
mantiveram-se estdveis e ndo apresentaram diferencas significativas entre as duas

condigcOes experimentais.

Em relacdo ao tecido muscular esquelético, houve diminuicdo de 1,8 vezes na
concentracdo de glicogénio e aumento de mais que o dobro na concentracdo de glicose
em hipdxia, no entanto; a concentracdo de lactato diminuiu quando em privacdo de

oxigénio. Sendo assim, houve diferenca nas concentracdes de glicogénio, glicose e
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lactato neste tecido, e as concentracGes de proteinas, aminodcidos e triglicerideos

mantiveram-se estaveis nas duas condices.

Importantes mecanismos sdo ativados quando animais enfrentam a condicdo de
privacdo de oxigénio. Um desses mecanismos inclui a reducdo da taxa metabolica para
0 estado de hipometabolismo, condi¢do fisiologica que reduz a demanda de energia e
limita a utilizacdo das reservas energéticas, bem como a acumulacdo de metabdlitos
toxicos, possibilitando que o animal sobreviva por longos periodos apesar da hipoxia
(HICKS; WANG, 2004). A inducdo do hipometabolismo por hipéxia ndo é bem
compreendida, mas alguns autores acreditam que ocorra por conta da acidose tecidual
(MOYES; SCHULTE, 2010).

Outro importante mecanismo € o redirecionamento do fluxo de esqueletos
carbénicos para vias de conversdo de energia fermentativa (STOREY, 1996; NELSON;
COX, 2014). Vias importantes nessas condicdes sdo a gliclise, a glicogenolise e a
gliconeogénese. A glicolise é considerada uma via custosa de fornecimento de apenas
dois ATP por molécula de glicose, e pode ser utilizada em condicbes aerobicas e
anaerdbicas e, mesmo dispendiosa, € uma via de acdo rapida e essencial (NELSON;
COX, 2011; MOYES; SCHULTE, 2010). A glicogendlise degrada glicogénio
permitindo rapida obtencdo de unidades de glicose para producdo de ATP por glicolise
anaerobica, fornecendo trés ATP por molécula de glicose oxidada (LUTZ; MILTON,
2004; NELSON; COX, 2011). A gliconeogénese consiste na conversdo de lactato e
outros compostos ndo glicoliticos em glicose, que chega ao sangue e vai suprir outros
tecidos, e, apesar de também ser dispendiosa, se torna extremamente essencial, pois é

capaz de converter compostos ndo glicoliticos em glicose (NELSON; COX, 2011).

Segundo Nelson e Cox (2011), o armazenamento de glicogénio - um
polissacarideo de alta massa molecular - em tecidos especificos é uma importante forma
de armazenamento de energia, pois, quando a demanda de energia aumenta, a via da

glicogenolise libera glicose, utilizada para produzir ATP.

Alguns autores sugerem que a sobrevivéncia em periodos criticos de baixa
disponibilidade de oxigénio estd associada ao armazenamento de glicogénio cardiaco,
Mott (1961) alega que a sobrevivéncia do tecido cardiaco nessas condicdes criticas

depende das reservas de glicogénio, principalmente nas primeiras horas de hipoxia
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(DAW, WENGER, BERNE, 1967). Enfatiza-se que a morte por andxia ocorre quando
as concentracdes de glicogénio e glicose tornam-se indisponiveis para os tecidos vitais
que dependem unicamente da glicolise anaerdbica nessas condigdes. Sendo assim,
durante a andxia ha uma rapida e marcante diminuicdo do glicogénio cardiaco, bem
como a diminuicdo mais lenta deste no misculo esquelético e hepético, pois a glicose
hepatica € utilizada em Ultima instancia, concomitante com elevada glicemia corporea
plasmatica (LUTZ etal., 1989; DAW, WENGER, BERNE, 1967).

A elevada glicemia ocorre por conta da glicolise anaerdbica, que proporciona a
oxidacdo de glicogénio ou glicose a lactato. O seu rendimento energético é de dois ATP
por molécula de glicose, enquanto que em condigdes aerdbicas obtém-se 30 ou 32 ATP
por molécula de glicose (NELSON; COX, 2011). Por isso, em condicdes anaerdbicas é
necessario consumir muito mais glicose e a welocidade e quantidade total dessa
molécula sd@o maiores em condicdes anaerobicas quando comparadas as condicdes
aerdbicas (NELSON; COX, 2011). Em estudos realizados com Oreochromis niloticus,
em condicGes de normdxia e hipoxia induzida, os valores de glicose no sangue foram
elevados nos animais em hipdxia (DE MELO, 2008), o que é concordante com 0s
resultados obtidos no presente estudo, pois possivelmente ambas as espécies utilizaram
a glicose como fonte principal de energia durante a privagdo de oxigénio, com intuito de

manter 0s niveis glicémicos do animal.

Resultados analogos com os obtidos nesse estudo com P. geoffroanus também
foram observados no quelénio dulcicola norteamericano Chrysemis picta belli,
concluindo assim que a rapida e alta glicemia em queldnios andxicos explica o fato de
que esses animais sobrevivem por meio da glicolise anaerdbica (DAW, WENGER,
BERNE, 1967).

Sendo assim, a glicdlise e a transcricdo de genes das enzimas glicoliticas podem
ser positivamente reguladas e induzidas pela hipéxia e estdo como isoformas especificas
nos tecidos, ocorrendo simultaneamente com a repressdo de enzimas de vias aerObicas
(WEBSTER et al, 1990; MURPHY et al, 1984). Keitzmann e colaboradores (1992,
1993), alegam que a transducdo para vias anaerdbicas alternativas quando em baixas
concentragdes de oxigénio, modula negativamente os efeitos do glucagon sobre as

enzimas gluconeogénicas, ou seja, 0 organismo esforca-se para manter a homeostase
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guando ha hiperglicemia, como no caso de P. geoffroanus na condicdo de hipdxia

induzida.

A (dlicose-6-fosfato € um importante intermediario para diversas vias
metabdlicas, e pode ser utilizada como combustivel pelo metabolismo anaerébio, sendo
convertida em glicose no figado e posteriormente liberada para o sangue de modo a
manter a glicemia corpdrea. Também pode ser processada pela via das pentoses para
gerar NADPH, ou formar compostos de importancia metabolica, dependendo da
condicdo em que o organsmo se encontra (DA SILVEIRA; LOGATO; DA
CONCEICAO PONTES, 2009).

O piruvato, produto formado na glicélise, pode ser destinado para conversdo em
lactato em situagBes anaerdbicas necessarias para continuar a glicolise. Também pode
ser convertido em oxaloacetato para realizar gliconeogénese, ou alanina para sintese de
aminoacidos, de acordo com as necessidades da célula (NELSON; COX, 2011; DA
SILVEIRA; LOGATO, 2009). Em situacdo de hipoxia, quando em glicolise anaerdbica,
a conversdo de piruvato em lactato pela acdo da enzima lactato desidrogenase (LDH)
(Figura 13) é denominada fermentacdo latica (DA SILVEIRA; LOGATO, 2009). Vale
ressaltar que fermentacdo é o termo geral para o processo em que se obtém energia
como ATP sem consumo de oxigénio (NELSON; COX, 2011).

Figura 13: Acdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) na conversdo de piruvato a lactato ou o inverso

conforme necessidades celulares.

&
LDH

PIRUVATO LACTATO

Fonte: Elaborado pela autora.

O aumento do lactato nos animais em hipdxia deve-se a necessidade de obter
glicose a partir da gliconeogénese, especialmente quando os estoques de glicogénio
estdo esgotados (NELSON; COX, 2011), entretanto, o alto fluxo glicolitico anaerébico
resulta em acidose metabdlica, propiciando um aumento na concentracdo total de ions
H" produzidos pelas células, 0 que pode gerar consequéncias, uma vez que O organismo
e diversas enzimas sdo altamente sensiveis ao pH corpdreo, atuando nesse caso, COMO
um alerta para o hipometabolismo (MOYES; SCHULTE, 2010).
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Da Silva-Castiglioni e colaboradores (2012) e varios outros estudos demonstram
que animais mais tolerantes a anaerobiose apresentam maiores concentracdes de lactato
durante periodos de hipdxia/andxia, e a pressdo de sele¢cdo sobre os quelbnios para
suprimir seu metabolismo deve ser muito forte, para lidar com cargas enormes de
lactato, por conta da dependéncia da glicdlise (LUTZ, NILSSON, 1997,
HOCHACHKA, 1998; HOCHACHKA; GUPPY, 1987).

A adaptacdo para controlar essa carga acida elevada é devida a um complexo
entre o0 calcio presente na carapaca, 0 esqueleto e o lactato. Estes funcionam como um
tipo de mecanismo tamponador incomum, com altos niveis de bicarbonato plasmatico e
pH sanguineo elevado (DAW, WENGER, BERNE, 1967; JACKSON, 2000),

sequestrando o lactato quando ocorre a acidose latica durante periodos criticos.

Penney (1974), em estudos com reperfusdo em Trachemys scripta elegans,
observou que houve um aumento de cerca de 37 vezes na concentragdo de acido lactico,
e um aumento de cinco vezes na taxa de glicose sanguinea quando comparados 0sS
animais em normoxia e depois com submersdo de 24 horas. Em estudos realizados com
animais submetidos ao estresse, o nivel de lactato mostrou-se elevado (CONTARTEZE
et al, 2007; BRANDAO, DE CARVALHO GOMES; CHAGAS 2006). Esse aumento
na concentracdo de lactato pode ser considerado para os cagados dulcicolas do estudo
em questdo pela condicdo de estresse por hipdxia induzida e incapacidade de subir para

superficie para respirar em que foram submetidos.

Os triglicerideos sdo a principal forma de armazenamento de energia na maioria
dos organismos, sdo estocados para serem utilizados como combustiveis, liberando mais
que o dobro de energia quando comparado com a oxidacdo de carboidratos (NELSON;
COX, 2011). A oxidacdo dos triglicerideos resulta em trés acidos graxos e glicerol. Os
acidos graxos sofrem remocdo oxidativa de sucessivas unidades de dois carbonos na
forma de acetilcoenzima A (acetil-CoA), que sdo entdo oxidados no Ciclo de Krebs. O
glicerol livre pela acdo da enzima glicerol-cinase é convertido em glicerol-3-fosfato e
entdo oxidado a diidroxiacetona-fosfato, convertendo-se em gliceraldeido-3-fosfato,
sendo oxidado na glicélise (NELSON; COX, 2011).

Ainda que os triglicerideos sejam a principal e mais eficiente forma de energia

estocada no organismo, os espécimes avaliados ndo a utilizaram como principal fonte de
47



energia, pois seria necessario oxigénio para manutencdo da via de oxidacdo de &cidos

graxos. Sendo assim, ataxa de triglicerideos permaneceu constante nas duas condicdes.

Em estudos realizados com Oreochromis niloticus por Silva e colaboradores
(2012), nos grupos controle e estressados em condicdes de privacdo de oxigénio, foram
semelhantes aos resultados obtidos no estudo em questdo, em que os valores de

proteinas mantiveram-se constantes nas condices de normoxia e hipdxia.

Os aminoacidos sdo utilizados para sintetizar proteinas hepaticas e plasmaticas,
ou seus esqueletos carbonicos podem ser convertidos em glicose e glicogénio para
gliconeogénese. Segundo Nelson e Cox (2011), as vias do catabolismo dos aminoacidos
juntas, representam cerca de 10 a 15% da producdo de ATP do organismo humano, e
sdo bem menos ativas que a glicOlise e a oxidacdo dos acidos graxos, por exemplo. Suas
vias catabolicas formam produtos finais que podem entrar no Ciclo de Krebs, enquanto
que alguns esqueletos carbonados podem ser convertidos em parte ou totalmente em
piruvato, e tomar vias distintas, podendo ser direcionados para a gliconeogénese para
obtencdo de mais glicose (NELSON; COX, 2011).

Outro exemplo de economia metabdlica em relacdo aos aminoécidos deve-se ao
Ciclo da Glicose-Alanina (Figura 14). A alanina passa para circulagdo sanguinea e é
encaminhada para o figado, onde a enzima alanina-aminotransferase transfere o grupo
amino da alanina para o0 a-cetoglutarato, formando como produto o piruvato e
glutamato. Nesse caso, 0 piruvato € convertido a glicose por meio da gliconeogénese, a
qual vai para a circulacdo sanguinea e pode retornar ao musculo para realizar glicolise e
continuar o ciclo, e a ambnia é entdo convertida em ureia para excrecdo. Portanto, a
alanina funciona como transportadora de ambnia e do piruvato, encaminhando ambos
do musculo esquelético até o figado. Assim a amonia toxica pode ser excretada e o
piruvato € entdo utilizado para produzir glicose, que é posteriormente devolvida ao
misculo (NELSON; COX, 2011). Neste caso, os aminoacidos oriundos da protedlise
tecidual na musculatura esquelética podem ser utilizados como combustivel para as

células.

O é&cido Urico é o produto final de excrecdo do catabolismo das purinas em
alguns animais, como os répteis (MOYES; SCHULTE, 2010). Os aminoécidos sao

provenientes de proteinas da dieta ou de proteolise tecidual e sdo derivados da maioria
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dos grupos amino. A maior parte dos aminoacidos é metabolizada no tecido hepatico, e
a amdnia gerada pode ser reutilizada em diversas vias metabdlicas; quando em excesso,
0 nitrogénio aminico é convertido em acido Urico nos répteis para posterior excrecao
(NELSON; COX, 2011; VOET & VOET, 2006). Vale ressaltar que durante a acidose
metabolica ocorre elevagdo da concentracdo de glutamina pelos rins, situacdo em que o
NH; forma sais que facilitam sua excrecdo, com isso, 0 bicarbonato produzido pela
descarboxilagdo do a-cetoglutarato no ciclo do acido citrico também pode funcionar
como tampdo no plasma sanguineo. Tomados em conjunto, esses efeitos do
metabolismo da glutamina no rim tendem a contrabalancear a acidose (NELSON; COX,
2011; VOET & VOET, 2006).

Figura 14: Resumo do Ciclo Glicose-Alanina.

1Glicose —— Piruvato

1 MUSCULO
Ala;lina
G]iE{}SC Alanina PLASMA
Alanina
Piruvato | FIGADO

Glicose <

Gliconeogénese

Fonte: Elaborado pela autora.

Portanto, acredita-se que a alta taxa de aminoacidos observada nos resultados
obtidos no plasma de P. geoffroanus, ocorreu por protedlise tecidual, resultando no
fornecimento de esqueletos carbbnicos que possibilitam a conversdo de aminoacidos em
mais glicose, o que estd de acordo com resultados obtidos em outros estudos com

répteis em condicdo de hipometabolismo no periodo de hibernacdo, no qual observou-se
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gue 0 aumento na concentracdo de &cido Urico ocorre pela influéncia do catabolismo
proteico, cujo produto final € o acido urico (AL-BADRY; NUZHY, 1983). Entretanto, a
concentracdo de proteinas teciduais se manteve constante no estudo em questdo e por
conta disso acredita-se que a degradacdo ndo foi tdo alta a ponto de ser detectada nas
anélises. Outra possivel causa da alta taxa de aminoéacidos indica que 0s mesmos estdo
sendo convertidos em &cido Urico para excrecdo. Entretanto, mesmo que quel6nios
utilizem o é&cido drico como principal produto para a excrecdo dos compostos
nitrogenados, durante o hipometabolismo, a excrecdo de compostos nitrogenados €
interrompida devido a alta utilizacdo de ATP nessa via, resultando assim no aumento

das concentragdes plasmaticas de acido urico (JACKSON, 2000).

No estudo em questdo, o cagado dulcicola P. geoffroanus provavelmente
realizou glicogendlise no tecido muscular cardiaco e esquelético, o que pode ter
resutado no fornecimento de glicose para os demais tecidos, mantendo a glicemia
corporea mesmo nessa condicdo critica. Além disso, nos dois tecidos musculares, a
glicose proveniente da glicogendlise serviu como substrato para fermentacdo latica, e o
lactato resultante da fermentacdo foi encaminhado para o figado pela circulagéo
sanguinea para realizacdo da gliconeogénese, obtendo glicose e irrigando os tecidos
necessarios. Como ja mencionado anteriormente, o figado € considerado um tecido
gliconeogénico por ser o Unico que possui a enzima glicose-6-fofatase, possibilitando o

retorno da glicose aos musculos pelo ciclo de Cori, comum nos vertebrados (Figura 15).
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Figura 15: Resumo da via metabdlica de Phynops geoffroanus durante hipdxia induzida.

CORACAO 1Glicose < | Glicogénio

Glicostn 1 \ MUSCULO
1 Glicogénio | Lactato

v
1 Glicose—> TLactato
N

TGlicose TLactato PLASMA
Glicogenolise
Gliconeogénese !
Fermentacio latica TLactato| ,
' FIGADO
Glicose <

Fonte: Elaborado pela autora.
O Ciclo de Cori é resultado de uma cooperagdo metabdlica entre o musculo
esquelético e o figado, extremamente importantes para os vertebrados. No caso de P.
geoffroanus, este ciclo aparentemente foi importante, a ponto de possivelmente garantir

sua sobrevivéncia na situacdo em que foi submetido.

Estudos acerca da regulacdo metabdlica em queldnios dulcicolas focam em suas
adaptacOes para sobreviver em periodos criticos associados ao clima temperado, cenario
em que queldnios dulcicolas de clima tropical ndo sdo compreendidos e estudados,
como é o caso de P. geoffroanus. Alguns estudos com espécimes de tartarugas de agua
doce da Amazonia, Podocnemis expansa, P. unifilis e P. sextuberculata foram
realizados por Duncan e Marcon em 2009, alegando que tais organismos demonstram
uma elevada capacidade metabdlica para suportar e sobreviver em situagoes
anaerdbicas, demonstrando assim que podem reduzir sua taxa metabolica em qualquer
temperatura (HICKS; WANG, 2004). Conclui-se que a espécie P. geoffroanus possui
ajustes que permitem a sobrevivéncia do animal por determinado periodo de tempo
quando em situacdo critica de privacdo de oxigénio, porém sao necessarios mais estudos

para concluir se a espécime ndo sofre nenhum tipo de dano tecidual.
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As diferencas demonstradas entre os intermediarios metabdlicos do trabalho em
questdo, quando comparadas com outros autores acima citados, devem-se,
provavelmente, as diferentes espécies estudadas e seus diferentes habitats, alimentag&o,
idade, estresse em que foram submetidos, diferente manipulagdo e manejo dos animais,
temperaturas, entre outros fatores. Fatos esses que podem influenciar diretamente no
metabolismo das espéecies. Sendo assim, pode-se assumir que P. geoffroanus possui
diversos mecanismos metabdlicos para suportar a condicdo de hipdxia. Esses
mecanismos incluem a manutencdo de reservas de combustiveis fermentaveis no
organismo, para que seja possivel realizar o metabolismo anaerdbico quando em

privacdo de oxigénio.
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CONCLUSOES



5 Conclusdes:

- O hematdcrito possivelmente aumenta como consequéncia da desidratacdo e perda de
volume plasméatico, uma vez que o animal ndo se hidrata durante a hipoxia ou pela
hemoconcentragdo. A concentracdo de hemoglobina aumenta durante a hipoxia a fim
de provavelmente tornar o transporte de oxigénio mais efetivo aos tecidos, evitando
possiveis lesdes teciduais. Além disso, 0 VGM e HGM salientam a adaptacdo do animal
por meio do aumento do wvolume celular e aumento do peso da hemoglobina no
eritrocito, indicando que durante a hipdxia 0s animais investem na producdo de
hemoglobina. Sendo assim, o organismo possui adaptacdes que tornam o transporte de
oxigénio para os tecidos mais eficazes quando submetidos a condicbes de deplecdo de
oxigénio;

- A preferéncia energética do glicogénio esta relacionada ao fornecimento de compostos
glicosidicos que sdo utilizados para a via da glicolise anaerdbica, uma vez que o
organismo realiza glicogendlise e gliconeogénese constantemente com intuito de manter
a glicemia do animal. Altas concentracfes de lactato sdo observadas devido a auséncia
do oxigénio, demonstrando que o organismo realiza fermentacdo lactica para a producéo
de ATP. Sendo assim, possui manutencdo de reservas de combustiveis fermentaveis no
organismo, possibilitando o metabolismo anaerdbico e gliconeogénese em condicGes de

privagdo de oxigénio.

- Conclui-se que a espécie altera sua fisiologia quando em codicdo de hipdxia,
demonstrando que possui ajustes para sobreviver por determinado periodo nessa

condicdo critica de privacdo de oxigénio.
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Apéndice A — Protocolos para analises hematoldgicas

Hematocrito

Homogeneiza-se com delicadeza a amostra, preencher % do tubo capilar de
microhematdcrito com sangue e fechar uma das extremidades do tubo e coloca-lo na
centrffuga propria por cerca de 5 minutos a 13.000 rpm.

Realizar a leitura no cartdo de referéncia, cujos valores sdo dados em porcentagem de
volume celular em relacdo ao total.

Figura 16: Cartdo de referéncia microhematocrito.
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ATENCAO 02 - Acorte o menisco do plasma na linha 100 (horizontal) e desloque

o capilar horizontalmente até quo sua linha base, onde ostho

- No caso de quebra de capilar, limpar corretamente a ranhura @ a assontadas as células, fique exatamento na linha O

Quarnigéo de borracha com o auxilio de um coletor, pols qualquer oblule
residuo poderé provocar quabras sucessivas 03 - Leia o valor da linha limite, entre o plasma o as calulas

Fonte: Autora.
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Hemoglobina circulante

Adiciona-se 20uL da amostra em 5 mL de solu¢do Drabkin, posteriormente é colocado

em espectrofotdmetro micronal com comprimento de onda de 540nm.

O resultado da leitura da absorbancia é multiplicado por 32,6 como fator de corregéo,

tendo a concentracdo de hemoglobina em m.
Branco: solucdo de Drabkin.

Solucéo Drabkin:

0,20g de ferricianeto de potéassio,

0,20g de cianeto de potassio

1000 mL de agua destilada g.s.p.
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Contagem de eritrocitos

Posteriormente @ homogeneizacdo da amostra, aspirar sangue com a pipeta de Thomas
total até a graduacdo 1, e completar com a solu¢do de Natt & Herrick (1952) até a marca
101, agitar a pipeta em movimentos circulares durante um a dois minutos.

Colocar a laminula na camara, desprezar as primeiras gotas e colocar a pipeta na
abertura da camara de Neubauer, formando com ela um angulo de 45°, na qual a mesma
é preenchida por capilaridade. Deixar a camara em ambiente Umido (placa de petri com
algoddo e agua destilada) por 5 minutos, para a perfeita sedimentacdo dos eritrécitos.

Posterior a essas etapas, inicia-se a contagem total de eritrocitos nos 5 pequenos
quadrantes (4 das extremidades e o central), na area do grande quadro central da camara
de Neubauer (Figura 16).

Realiza-se a contagem em microscépio com objetiva de 40x. O valor total dessa
contagem (n) deve ser multiplicado por 5000, valor que considera a diluicdo, a altura da
camara e area contada, resultando no valor estimado de eritrocitos por microlitro de
sangue.

Figura 17: Imagem macroscépica da camara de Neubauer, onde é realizada a contagemde eritrgcitos. A
contagem é realizada pelo quadrante central nos cinco quadrados em destaque.

Fonte: Autora.
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Solugdo de Natt and Herrick:

Cloreto de sodio (NaCl) — 3,88¢g

Sulfato de s6dio (Na; SO4) —2,50 ¢

Fosfato de sodio dibasico (Na; HPO4: 12H,0) -2,91 g
Fosfato de potassio monobasico (KH; PO4)-0,25 g
Formalina (37%) — 7,50 mL

Metil violeta 2B — 0,10 g

1000 mL de agua destilada g.s.p.

A solucdo e mantida overnight e filtrada antes do uso.
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Apéndice B — Protocolos para analises metabdlicas

Homogeneizacdo de amostras teciduais

Pesar 100 mg de tecido e adicionar 1mL de agua destilada em eppendorf de 2mL,
homogeneizar com auxilio de um mixer. Posterior a homogeneizacdo colocar o
eppendorf em centrifuga durante trés minutos a 12.000 rpm.

Descartar o0 pellet e realocar sobrenadante em aliquotas e armazena-los em freezer -
80°C.

Obs: Caso seja necessario diluir as amostras adicionar maior volume de agua destilada
ou se for necessario concentrar as amostras, adicionar mais tecido.
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Ensaio espectrofotométrico para Glicogénio

Pesar tecido 50 a 100mg e adicionar 1000uL de Hidroxido de potassio (KOH) 6N em
eppendorf de 2mL, colocar eppendorf em agua fervente a 100°C durante trés minutos.

Posterior ao banho em agua fervente, adicionar em tubo de ensaio em duplicata 250pL
da solucdo e adicionar 100uL de Sulfato de potéssio (K2SO4) 10% e 3mL de Alcool

etilico e centrifugar o tubo de ensaio durante trés minutos a 10.000 rpm.

Subsequente a centrifugacdo, jogar sobrenadante fora e deixar pellet, adicionar 1000uL

de &gua destilada e colocar no vortex para homogeneizar.

Realizar entdo a leitura das amostras:

Ensaio
Reacdo Padréo Branco
Amostra XuL - -
Agua (500-X)uL (500-Y)uL 500uL
Fenol (4,1%) 500pL 500uL 500uL
Acido Sulfirico 2mL 2mL 2mL
Glicose (10mmol) - YuL -

Realizar o procedimento em tubos de ensaio em duplicata com
espectrofotometro em 480nm

Observacdo: Adicionar éacido sulfirico e fenol na capela.

leitura em
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Ensaio espectrofotométrico para Glicose
Kit para Glicose Liquiform Centerkit — Ref.: 133

Reagentes:

Reagente 1: Tampdo fosfato 30 mmo/L, pH 7,5; fenol 1 mmol/L; glicose oxidase 12500
U/L; peroxidase 800 U/L; 4-aminoantipirina >290 molL; azida soédica 7,5 mmolL; e

surfactantes.

Padrédo: Glicose 100 mg/dL e biocida ndo toxico.

Adicionar em tubo de ensaio em duplicata as seguintes proporcoes:

Ensaio
Reacdo Padrao Branco
Reagente 1 1000uL 1000uL 1000uL
Agua (1000-X)uL (1000-Y)puL 1000puL
Padréo - YuL -

Amostra XuL - -

Colocar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos, e realizar a leitura das amostras

em espectrofotdmetro em 520nm.
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Ensaio espectrofotométrico para Lactato
Kit para Lactato Enzimatico Centerkit — Ref.: 138
Reagentes:

Reagente 1: Tampdo 50 mmolL pH 7,2; 4-aminoantipirina 0,05 mmol/L; peroxidase
1000 U/L e conservante.

Reagente 2: Tampdo 50 mmollL pH 7,2; lactato oxidase 1000 U/L; N-ethylN-(2-
hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methylaniline (TOOS) 1,5 mmol/L e conservante.

Padrdo (40 mg/dl): Contém lactato de litio e azida sddica 0,09%.

O conjunto de um frasco de Reagente 1 e um frasco de Reagente 2 permite preparar o
Reagente de Trabalho, deve-se transferir o conteudo de um frasco de Reagente 2 para
um frasco de Reagente 1 e homogeneizar suavemente. Opcionalmente, pode-se preparar
menor volume do Reagente de Trabalho utilizando a proporcdo 4 volumes do Reagente
1e1volume do Reagente 2.

Adicionar em tubo de ensaio em duplicata as seguintes proporcoes:

Ensaio
Reacdo Padrao Branco
Reagente de Trabalho 1000uL 1000uL 1000uL
Agua (1000-X)uL (1000-Y)uL 1000pL
Padréo - YuL -

Amostra XuL - -

Colocar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos, e realizar a leitura das amostras
em espectrofotdmetro em 550nm.
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Ensaio espectrofotométrico para Proteinas
Kit para Proteinas Totais Centerkit — Ref.: 99

Reagentes

Reagente de Biureto: Hidroxido de sddio 600 mmolL, sulfato de cobre 12 mmol/L,
estabilizador e antioxidante.

Padrdo: Albumina bovina (4 g/dL) e azida sodica 14,6 mmol/L.

Adicionar em tubo de ensaio em duplicata as seguintes proporcdes:

Ensaio
Reacdo Padrao Branco
Reagente de Biureto 1000puL 1000puL 1000pL
Agua (1000-X)uL (1000-Y)uL 1000pL
Padrao - YuL -

Amostra XuL - -

Colocar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos, e realizar a leitura das amostras
em espectrofotdmetro em 545nm.
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Ensaio espectrofotométrico para Aminoacidos

Solugad estoque (fazer solucdo no dia em que for utilizar):
Nihidrina 0,1% em 100mL de alcool isopropilico
Padréo:

Glicina (10mM) em 50 mL de &gua destilada

Adicionar em tubo de ensaio em duplicata as seguintes proporcoes:

Ensaio
Reacao Padrao Branco
Solucdo estoque 1000uL 1000uL 1000puL
Agua (1000-X)uL (1000-Y)uL 1000uL
Glicina (1mM) - YuL -

Amostra XuL -

Colocar em banho-maria a 40°C durante 40 minutos, e realizar a leitura das amostras

em espectrofotdmetro em 570nm.
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Ensaio espectrofotométrico para Triglicerideos
Kit para Triglicérides Liquiform Centerkit — Ref.: 87

Reagentes:

Reagente 1: Tampdo 50 mmollL, pH 7,0; ions magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 2,70
mmol/L; 4-aminoantipirina 300 molL; ATP 1,8 mmolL; lipoproteina lipase 1400 UIL;
glicerolquinase 1000 U/L; dlicerolfosfato oxidase 1500 UJ/L; peroxidase 900 U/L e
azida sodica 0,095%.

Padréo: Triglicérides (200 mg/dL) e azida.

Adicionar em tubo de ensaio em duplicata as seguintes proporcdes:

Ensaio
Reacdo Padrao Branco
Reagente 1 1000pL 1000puL 1000puL
Agua (1000-X)uL (1000-Y)puL 1000uL
Padrao - YuL -

Amostra XuL - -

Colocar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos, e realizar a leitura das amostras
em espectrofotdmetro em 520nm.
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Ensaio espectrofotométrico para Acido Urico
Kit para Acido Urico Liquiform Centerkit — Ref.: 140
Reagentes:

Reagente 1: Tamp&do 155 mM, 4-aminoantipirina 0,1 mM, peroxidase 1000 U/L, azida
sodica 0,02% e surfactantes.

Reagente 2: Tampdo 155 mM, DHBS 2,5 mM, uricase 300 U/L, azida sodica 0,02% e
surfactantes.

Padréo: Acido drico 6,0 mg/dL.

O conjunto de um frasco de Reagente 1 e um frasco de Reagente 2 permite preparar o
Reagente de Trabalho, deve-se transferir o conteudo de um frasco de Reagente 2 para
um frasco de Reagente 1 e homogeneizar suavemente. Opcionalmente, pode-se preparar
menor volume do Reagente de Trabalho utilizando a proporcdo 4 volumes do Reagente
1e1volume do Reagente 2.

Adicionar em tubo de ensaio em duplicata as seguintes proporcoes:

Ensaio
Reacdo Padrao Branco
Reagente de Trabalho 1000uL 1000uL 1000uL
Agua (1000-X)uL (1000-Y)uL 1000pL
Padréo - YuL -

Amostra XuL - -

Colocar em banho-maria a 37°C durante 10 minutos, e realizar a leitura das amostras
em espectrofotdmetro em 520nm.
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Anexo A - Autorizacdo
finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 37360-1 Data da Emissdo: 10/09/2013 19:02 I Data para Revalidagao®: 10/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Rome‘ Larissa Paola Rodrigues Venancio CPF: 326.516.068-80

sua relagao com a adaptagao a ambientes contaminados

Titulo do Projeto: Caracterizagao molecular e bioquimica de sistemas de biotransformagéo e defesas antioxidantes associados ao suporte & hipoxia e

CNPJ: 48.031.918/0011-04

Nome da Instituicdo : UNESP CAMPUS S.J. R. PRETO

Cronograma de atividades

# Descrigao da atividade Tnicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1_| Desenho de oligonucleoti iniciadores degenerados 05/201 09/2013
2 | Coleta de animais para piloto - 5 animais 09/201 10/2013
3| Amplificao rapida de cDNAs 10/201 12/2013
4 | Clonagem e sequenci de cDNAs 10/201 03/2014
5 | Estipulagdo do tempo de - piloto 117201 11/2013
6 [ Coleta de animais, i e coleta de tecidos 11/201 01/2014
7 | Extracdao de RNA e sintese de cDNA 01/2014 02/2014
8 | Analise bioquimica para avaliagao da atividade de ifi paci ioXi peroxidag 03/2014 10/2014
9 | Expressao de mRNA 06/2014 07/2014
10 | analise de bioinformatica - proteica 07/2014 10/2014
11 | Andlise estatistica dos dados 07/2014 10/2014
12 | Entrega relatério para agéncia de fomento - FAPESP 11/2014 12/2014
Observagdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa nalural ou juridk:a estrangeura em todo [ ternlbno I, que impli o de recursos humanos e

da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,

3 | especifica esta Autorizagéo, ndo p

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, pegas integ
obtidos por meio de recursos e técnicas que se i ao estudo, a drruséo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorlza;éo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador litular e os membros de sua equipe da i de obter as i em outros i s legais, bem

o |como do consentimento do responsavel pela area, publica ou pnvada onde sera realizada a allvidade inclusive do brgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagéo estadual, distrital ou I, ou do pi rio, ar p ou de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagéo fundiéria em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fi fins previ na ca iva IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que

ser utili para fins iai: ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades

cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.
4 A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao ignado devera ser requerida por meio do G www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagdo ou exportagao de flora e fauna - CITES e néo CITES).
bros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

O titular de licenga ou i eos
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade

de populagdes do grupo dmico de i em ¢ao in situ.

O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
digdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenga

6 i ou falsa rigdo de i que ¢
P ou gad pelo ICMBio e o0 material biolégico aprsendldo nos termos da legislagéo ileira em vigor.

Este nao disp ) i da legi: que dlspOe sobre acessoa oomponenle do patrimbnlo genético existente no territorio nacional, na

7 i e na zona i lusiva, ou ao ao ico, para fins de pesquisa cientifica,
bloprosgect;ao e Veja maiores informagdes em www.mma.gov. .br/cgen.

8 Em caso de pesqulsa em UNIDADE DE CONSERVA(;AO o pesquisador titular desta autorizagéo devera a i da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das exp as condi para realizagéo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Equipe

# Nome Fungéo CPF Doc. Identidade Naci dade

1 | claudia Regina Bonini Domingos SLbdle sl 04264206839 | 7609225 SSP-SP Brasieira

el

lidad hﬂn(lﬁca)lnl

Este documento (Autorizagao para atividades com fir

de auti

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 32171922 ""III""I

[ Pagina 1/4 =

did cbm base ha Instrugao Normativa n°154/2007. Através do codigo
g0 abaixo, qual cidaddo podera venf' car a aulsnﬁddade ou reguladdade desu documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

IBAMAJSISBIO para realizacdo de atividade com
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Anexo A - Autorizacdo IBAMA/SISBIO para realizacdo de atividade com
finalidade cientifica

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBIo
Sistema de Autorizagao e Informagao em Blodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Namero: 37360-1 | Data da Emissdo: 10/09/2013 19:02 " Data para Rovalidagio*; 10/10/2014

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizago tem prazo de validade uqulﬁﬁnﬁ, 7:5Br'éizlul}ﬁu(')"ui};ﬂrr)i;_rxiiﬁu de alividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagio do relatorio de atividades a ser enviado por melo do Sisbio no prazo de alé 30 dias
a contar da data do aniversério de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: Larissa Paola Rodrigues Venancio IEPF: 326.516,068-80

Titulo do Projeto: Caracterizagao molecular @ bioquimica de sistemas de biotransformago e defesas antioxidantes associados a0 suporte & hipozia o

sua relagao com a adaptagdo a ambientes contaminados

Nome da Instituigao : UNESP CAMPUS S.J. R, PRETO [CNPJ: 48.031.918/0011-04
2 | Vinicius Augusto Gobbe Bolslsta 16cnico - 366.971.226-90 46016448-7 -
3 | Tiago Lucena da Silva Doutorando - pesquisador 329.812.378-10 433137782 SSP-5P
4 | Nathalia Rossigalli Alves Costa graduanda em clénclas 411,003,468.05 ABATABTHO v5p-SP Braslloira
) aluna de graduagio om %
5 | Jéssica Basilio Bacchi quimica amblental - 366.195,948-86 454015112 sspsp-SP Brasileira
: s pesquisador
6 | Maria Isabel Afonso da Silva Doultoranda - pesquisador 074,564.676-90 8.836.693 SSPMG-MG Brasileira
7 | v Leiko Oik graduanda em cldnclas W 2 i " ”
‘anessa Leiko Olkawa Cardoso Blolicicas « pesquisadora 381.122.208-80 363422939 SSP-5P Braslleira
Locais onde as atividades de campo serédo executadas
] Municipio [ UF [Descrigao do local [Tipo |
|1 | SAO JOSE DO RIO PRETO 'SP [Tio Preto, corrago Pledade, corrego F | Fora de UC Fedoral ]
Atividades X Taxons
# Alividade Taxons
1 | Captura do animais in situ Phrynops geolfroanus
2 |G P de amostras biol6gicas in situ Phrynops geoffroanus
3 | Col P do espéci da fauna silvestre in situ Phrynops geoffroanus (*Qtde: 40)
4 Manutengao temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Phrynops geoffroanus
om cativeiro

* Quantidade de Individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagio, a serom colotados durante um ano.

Material e métodos

1 [ Amostras biologicas (Répteis) [ Sangue, Fragmento de tecido/érgao |
Método de caplura/coleta (Répteis) | Armadilha tipo gaiola com alragéo por iscas_("Box Trap/Tomat /Sherman’), Puga ||
Destino do material biolbgico coletado
[#T] Nome local destino | Tipo Destino o)
|7 [UNESP CAMPUS S.J. R. PRETO | 1

. B AN
Este di to (Autorizagao para atividades com l]pafldldeble' H'c':)‘-fo X
de ¢A0 abaixo, qualquer cidaddo podera v@p !'y {

o com base fi Instrugao Normativa n*154/2007. Atraveés do codigo
ularldade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

[ Pagina 2/4 ]

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 32171922 Ill I“
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Anexo B — Documento de aprovagdo para experimentacdo animal pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais — IBILCE/UNESP

Am%ay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

\/
A/ \4 .
u ne s 4ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Séo José do Rio Preto

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - IBILCE/UNESP-CSJRP

CERTIFICADQ

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Caracterizagdo
molecular e bioquimica de sistemas de biotransformacdo e defesas
antioxidantes associados ao suporta & hipéxia e sua relaggo com a
adaptagdo a ambientes contaminados” (protocolo n°. 070/2013 - CEUA),
sob responsabilidade da Professora Doutora Claudia Regina Bonini
Domingos, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais

deste Instituto, em reunido de 19 de fevereiro de 2013.

CERTIFICATE

We certify that the research project entitled "Molqgulor characterization
and biochemical systems biotransformation and .onflloxidont defenses
associated with support to hypoxia and its relation to adaptation to
environments contaminated" (protocol no. 070/2013 - CEUA), under the
responsibility of Professor Claudia R. Bonini Sundays, conforms to the Ethical
Principles in Animal Experimentation adopted by the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the Ethics
Committee on Animal Use of this Institute, at a meeting of February 19,
2013. :

S&o José do Rio Preto, 19 de fevereiro de 2013.

{ A
AL oA
Pfofa. Drd. Rejane Maird/Goes
Presidente da CEUA

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas - STAEPE
Rua Cristovao Colombo, 2265 - Jardim Nazareth

CEP 15054-000 Séo José do Rio Preto - SP - Brasil

Tel 17 3221 2545 fax 17 3221 2500

E-mail: soraiafr@ibilce,unesp.br e ceua@ibilce, unesp,br
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