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RESUMO

Lagartos da espécie Salvator merianae possuem comportamento de hibernacdo sazonal,
resultado de um ritmo fisiologico enddgeno da espécie e caracterizado por reducédo drastica da
taxa metabolica. Assim, hd uma diminuicdo da atividade geral destes animais, 0s quais cessam
sua movimentacgdo e alimentacédo, além de reduzirem significativamente a frequéncia cardiaca
e respiratoria. Dessa forma, a oscilacéo entre a estacao ativa e hibernacdo em S. merianae tem
como consequéncia uma exposicdo constante a situacdes de deplecédo e retomada do consumo
de oxigénio, bem como de flutuagdes na formacao de espécies oxidantes (EO), o que faz com
que seja imprescindivel a atuacdo de um sistema antioxidante eficaz que possa prevenir 0s
danos oxidativos ao organismo destes animais. Além disso, estes ajustes podem comprometer
as células sanguineas, uma vez que, em répteis, os valores hematoldgicos estdo sujeitos a
inimeras alteracdes dependentes das condicdes fisioldgicas e comportamentais as quais estdo
submetidos. Com isso, este estudo buscou avaliar as possiveis modificagdes na condicdo
corporal geral, no metabolismo redox e perfil hematoldgico, decorrentes das mudancas
fisioldgicas e metabdlicas unicas ocorridas no ciclo anual de S. merianae. Para isso foram
utilizados seis espécimes de teils, disponibilizados pelo Laboratério de Zoofisiologia
Comparativa dos Vertebrados da UNESP de S&o José do Rio Preto — SP. Os animais foram
previamente pesados, a temperatura corpdrea foi aferida e coletou-se amostras de sangue da
veia caudal em trés periodos: pré-hibernacdo (fevereiro), hibernacdo (julho) e despertar
(agosto). O metabolismo redox consistiu na analise das enzimas antioxidantes, CAT, GPX, GR,
G6PDH e GST, e biomoléculas oxidadas, enquanto o perfil hematoldgico foi avaliado por meio
de hemograma. Observou-se que durante o ciclo fisiolégico de S. merianae os animais perdem
relativamente pouca massa corporea nos meses de hibernacéo, a qual € recuperada rapidamente
no despertar. Além disso, a temperatura corporal oscila conforme o padrdo comportamental dos
animais nas diferentes estacdes do ano. Com relagdo ao metabolismo redox, 0 aumento na
atividade de algumas enzimas antioxidantes durante a hibernacao e despertar, somado aos altos
niveis de biomoléculas oxidadas, sugere que houve estresse oxidativo na condicdo
hipometabdlica, mas demonstra que estes animais sdo capazes de suportar oscilagdes no
equilibrio redox. Por fim, a hibernacdo em S. merianae demanda ajustes na série vermelha de
modo a tornar o transporte de gases eficiente, e 0 hipometabolismo caracteristico do periodo

parece suprimir o sistema imune, como evidenciado na série branca do tecido sanguineo.

PALAVRAS-CHAVE: Teius, Hibernacdo, Estresse Oxidativo, Células sanguineas.



ABSTRACT

Tegu lizards, Salvator merianae, experience hibernation behavior as a result of an endogenous
physiological rhythm, which is characterized by a drastic reduction in the metabolic rate. This
condition leads to alterations on the behavior of these animals, with the decrease of their usual
activities such as movements and feeding, in addition to significant reduction of heart and
respiratory rates. Therefore, the oscillation between active and hypometabolic seasons in S.
merianae results in constant exposure to depletion and resumption of oxygen, as well as
fluctuations in the formation of oxidant species (OS), what makes essential the existence of an
effective antioxidant system that should prevent oxidative damage in these animals. Moreover,
these adjustments can affect the blood cells, because hematological values are susceptible to
several changes in reptiles, depending on the physiological and behavioral conditions to which
they are submitted. This work aimed to evaluate possible modifications in the general body
condition, redox metabolism and hematological profile, resulted from the single physiological
and metabolic changes in the annual cycle of S. merianae. The experiments were conducted
with six specimens of tegus, available from the Comparative Vertebrate Zoophysiology Lab,
from UNESP, Séo José do Rio Preto — SP. The animals were weighed, body temperature was
measured and blood samples were collected from the caudal vein in three periods: active season
(February), hibernation (July) and arousal (August). The redox metabolism evaluation
consisted in the quantification of the antioxidant enzymes, CAT, GPx, GR, G6PDH and GST,
and biomolecule oxidation levels, while the hematological profile was analyzed by hemogram.
Thus, it was observed that, during the physiological cycle of S. merianae, the animals had a
small lost of body mass during the months of hibernation, which was quickly recovered during
arousal. In addition, the body temperature oscillates according to the behavior pattern of the
animals during the different seasons of the year. In relation to redox metabolism, the increase
in activity of some antioxidant enzymes during hibernation and arousal, combined with the high
biomolecule oxidation levels, suggests that there was oxidative stress in the hypometabolic
condition, but the lizards were able to tolerate oscillations in redox balance during their annual
physiological cycle. Finally, hibernation in S. merianae requires adjustments in the red blood
cells for efficient gas exchange, and the hypometabolism of the period appears to suppress the

immune system.

KEYWORDS: Tegus, Hibernation, Oxidative Stress, Blood Cells.
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1. INTRODUCAO

O hipometabolismo pode ser definido como a redugéo na atividade metabdlica por vezes
associado a um periodo de inatividade ou dorméncia, sendo uma importante estratégia
adaptativa para organismos sujeitos a condicdes de estresse como baixa oxigenacéo,
desidratagdo, congelamento, jejum, estivacdo, entre outras (ALMEIDA; MASCIO, 2011,
DUTTON; TAYLOR, 2003; HERMES-LIMA et al., 2015). Assim, em resposta a condi¢des
adversas, a supressao metabolica minimiza os gastos energeticos, permitindo a sobrevivéncia
de algumas espécies por longos periodos de tempo (ALMEIDA; MASCIO, 2011; JACKSON,
2004; WELKER, 2009). Além do hipometabolismo, existem outras alteraces fisioldgicas que
permitem a sobrevivéncia nessas situacdes severas, como redirecionamento sanguineo para 0s
Orgaos vitais e emprego de vias anaerdbias como fonte de energia (WELKER, 2009).

Dentre as condicdes indspitas que alguns organismos suportam, podemos citar a hipdxia
e a andxia, cujas definicdes relacionam-se a diminuicdo progressiva da saturacdo de oxigénio
(O2) disponivel no meio. Um ambiente considerado “normodxico”, ou seja, com niveis
adequados de oxigenagao, possui saturagdo de Oz proxima a 80%, enquanto a hipoxia ambiental
ocorre quando os niveis de oxigénio atingem aproximadamente 30%, e a andxia quando ndo ha
O2 disponivel no meio (COSTA, 2016; WELKER, 2009). Assim, muitas espécies animais sao
constantemente expostas a baixa oxigenacdo, como por exemplo, peixes pulmonados que
realizam longos mergulhos; exposicdo aérea de animais aquaticos durante o ciclo das marés;
queldnios dulcicolas que habitam lagos que congelam nas estacBes frias; entre outros
(ALMEIDA; MASCIO, 2011; HERMES-LIMA et al., 2015; MOREIRA et al., 2016). Entre as
inimeras adaptacfes que esses animais possuem para suportar a privacdo de oxigénio, a
supressao metabdlica e entrada em um estado de letargia e inatividade representa menor gasto
energético e manutencdo das fungdes vitais (ALMEIDA; MASCIO, 2011; DZAL et al., 2015).

A desidratacdo e o congelamento possuem efeitos fisiolégicos e bioquimicos
semelhantes, com consequéncias como reducao de volume sanguineo e aumento na viscosidade
do sangue, o que induz a perda na capacidade cardiovascular aerdbia e declinio no consumo de
O2, podendo levar a hipoxia tecidual (HERMES-LIMA et al., 2015). Em reposta & desidratacéo
severa, principalmente em estacdes de seca, alguns animais podem manifestar um estado de
dorméncia denominado estivacdo, no qual ha reducdo da taxa metabolica (FERREIRA-
CRAVO; WELKER; HERMES-LIMA, 2010; MOYES; SCHULTE, 2010).

Dorméncia € um termo amplamente utilizado que inclui uma variedade de alteracoes
bioquimicas e fisioldgicas envolvendo estados de depressdo metabdlica e letargia (MOYES;
SCHULTE, 2010; WITHERS; COOPER, 2010). Os estados dormentes podem estar
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relacionados a ritmos circanuais ou responder a fatores ambientais, como disponibilidade de
agua e/ou alimento e temperatura. Podem variar de acordo com a duragdo (menos de 24 horas,
dias consecutivos, toda uma estacdo ou por varios anos) e se manifestar de diferentes formas
(diapausa, torpor, estivacédo e hibernacdo) (WITHERS; COOPER, 2010). Devido a amplitude
de fatores que podem influenciar um estado dormente, as classificagdes existentes podem ser
confusas e contraditdrias, além da possibilidade de encontrarmos diferentes tipos de dorméncia
sendo referidos para uma mesma espécie e fendbmeno (MOYES; SCHULTE, 2010; WELKER,
2009; WITHERS; COOPER, 2010).

A diapausa pode ser definida como a interrupcéo do desenvolvimento de um estéagio de
vida, muitas vezes com a finalidade de evitar condi¢cBes ambientais desfavoraveis, sendo
comum em espécies de insetos (DENLINGER, 2002). Com relacdo ao torpor, as defini¢cdes sdo
um pouco mais confusas. Welker (2009) e Moyes e Schulte (2010) o definem como sendo uma
condicdo hipometabdlica de curta duracdo que geralmente ocorre em ciclos circadianos. Por
outro lado, Withers e Cooper (2010) consideram que o torpor se manifesta como um estado
hipometabdlico geralmente relacionado a alteragdes ambientais diarias ou sazonais (hibernacao
no inverno e estivacdo no verdo). Além disso, segundo estes Gltimos autores, o torpor em
ectotérmicos se manifesta como um estado letargico sazonal, ou seja, mais longo, podendo
ocorrer mesmo em temperaturas ambientais e corporais constantes, 0 que ndo ocorreria em
endotérmicos.

A estivacdo, mencionada anteriormente, pode ocorrer em situacdes de privacdo de agua
e alimento associada a fatores adversos, como condi¢bes aridas e temperaturas elevadas
(WITHERS; COOPER, 2010). Assim, muitas espécies de animais, como peixes pulmonados,
anfibios, répteis, pequenos mamiferos e até mesmo especies de invertebrados, podem vivenciar
esse estado de inatividade (FERREIRA-CRAVO; WELKER; HERMES-LIMA, 2010). Para
que seja possivel sustentar longos periodos de estivacdo, 0s organismos possuem adaptacdes
bioquimicas e fisioldgicas, as quais estdo intimamente relacionadas ao sistema respiratorio
(FERREIRA-CRAVO; WELKER; HERMES-LIMA, 2010; HERMES-LIMA et al., 2015). Em
caramujos terrestres estivadores, por exemplo, a ventilacdo possui periodos de apneia, 0 que
diminui consideravelmente a perda de agua por evaporacdo, mas também pode causar
oscilagcbes no pH e hipoxemia (hipoxia do sangue) (FERREIRA-CRAVO; WELKER,;
HERMES-LIMA, 2010).

A hibernacgéo, por outro lado, pode ser definida como um estado de letargia de longa
duragédo, em que a temperatura corporal e 0 metabolismo reduzem, permitindo a conservagao
da energia em ambientes extremos (DUTTON; TAYLOR, 2003; MOYES; SCHULTE, 2010;
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WITHERS; COOPER, 2010). Em muitos casos, acredita-se que a reducdo na temperatura
corporal (geralmente em estagdes frias) ocasionaria essa supressdo metabolica. No entanto, em
algumas espécies hibernantes, a letargia e inatividade precedem reducgdes consideraveis na
temperatura corporal, podendo entdo ser um mecanismo regulatorio que antecede o estresse
fisiologico (DUTTON; TAYLOR, 2003). Assim, a forma como essas estratégias
comportamentais e fisioldgicas sdo integradas e empregadas em ectotérmicos ndo é bem
compreendida (SANDERS et al., 2015). Existem muitos estudos atuais sobre hibernacdo em
mamiferos, como esquilos do artico, morcegos, hamsters, entre outros (BOUMA; CAREY;
KROESE, 2010; BOUMA et al., 2010; BOYER; BARNES, 1999; CAREY; FRANK;
SEIFERT, 2000; ORR et al., 2009). No entanto, apesar de pouco explorado entre 0s
pesquisadores, sabe-se que este estado dormente ocorre ndo s6 em endotérmicos, mas também
nos ectotérmicos (ANDRADE et al., 2004a; DUTTON; TAYLOR, 2003; WITHERS;
COOPER, 2010).

Lagartos da espécie Salvator merianae (Squamata: Teiidae), popularmente conhecidos
como “teius branco e preto”, sdo répteis onivoros com ampla distribui¢ao pela América do Sul,
ocorrendo principalmente no Brasil, Uruguai, Bolivia, Paraguai e Argentina (Figura 1)
(BIBRON; DUMERIL, 1854).

Figura 1. Espécime de Salvator merianae em um parque nacional da Argentina.

Fonte: Blog “Ray Cannon’s Nature Notes”.

Assim como outros animais ectotérmicos, S. merianae possuem mecanismos
fisiologicos e estratégias termorregulatérias diretamente associadas a mudangas sazonais
(ANDRADE et al., 2004b; MILSOM et al., 2008; SANDERS et al., 2015). No entanto, estes

lagartos possuem um ciclo anual que envolve mudancas fisioldgicas e metabdlicas Unicas,
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ocorridas em cinco periodos principais no decorrer do ano: periodo reprodutivo (Setembro a
Dezembro), periodo pos-reprodutivo (Dezembro a Fevereiro), inicio da hibernacdo (Fevereiro
a Abril), periodo de hibernacdo (Abril a Julho) e despertar (Julho a Setembro) (Figura 2)
(MILSOM et al., 2012).

Figura 2. Ciclo anual fisioldgico, metabdlico e comportamental de Salvator merianae.
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As cores quentes (laranja e vermelho) representam o aumento progressivo da atividade metabdlica que se inicia
durante o despertar do animal e tem continuidade no periodo reprodutivo, cujo término € seguido por periodos de
queda progressiva no metabolismo do animal (cores frias: verde e azul claro) até a completa inatividade e afagia
caracteristicas do periodo de hibernacao (azul escuro). Fonte: Elaborado pela autora.

O periodo reprodutivo de S. merianae € caracterizado pelo investimento energético na
corte, acasalamento, nidificacdo e postura de ovos, de forma que precisam se alimentar
constantemente e recompor seus estoques energéticos para que a reproducao seja bem sucedida
(ANDRADE et al., 2004a; MILSOM et al., 2012). Em seguida, o periodo po6s-reprodutivo é
marcado por uma diminuic¢do na atividade geral do animal, porém continuam forrageando e
estocando energia para 0s meses subsequentes (MILSOM et al., 2012). A partir do fim de
fevereiro e inicio de marco, os animais sofrem queda no metabolismo e mostram-se
visivelmente menos ativos e desinteressados em forragear. Este periodo representa o inicio da
hibernacdo, em que os teils se comportam emergindo mais tardiamente de suas tocas durante a
manhd e retornando mais cedo ao entardecer (MILSOM et al., 2012).

A hibernacdo de S. merianae é resultado de um ritmo fisiolégico endégeno da espécie,

sem relacdo aparente com varidveis ambientais, caracterizada por completa afagia e inatividade
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(SOUZA et al., 2004). Apesar de ocorrer durante o inverno e as temperaturas corporais do
lagartos serem em média de 17°C, um aumento ocasional na temperatura ambiental ndo acarreta
alteracbes comportamentais, como aumento da atividade dos animais, indicando que a
supressdo metabolica ndo é um simples efeito do frio (ANDRADE; ABE, 1999). Os animais
permanecem nesta condi¢cdo cerca de quatro a cinco meses, em suas tocas, cujas entradas
permanecem bloqueadas por detritos e terra, indicando seu compromisso comportamental com
0 periodo de hibernacdo (MILSOM et al., 2012). Ao fim do ciclo anual, os lagartos despertam
e emergem de suas tocas, com elevadas frequéncias cardiacas e respiratorias, prontos para
retomar seu metabolismo e atividade, pois a prioridade bioldgica é o investimento energético
para o periodo reprodutivo subsequente (corte, acasalamento, nidificacdo e postura de ovos)
(MILSOM et al., 2012; SANDERS et al., 2015).

Além das alteragdes comportamentais, a hibernacdo é caracterizada por inumeros
ajustes fisioldgicos, incluindo: reducbes da temperatura corporal, das frequéncias cardiaca e
respiratdria, e do consumo de oxigénio (Figura 3) (SANDERS et al., 2015). A reducdo do
consumo de O2 durante o periodo de hibernagdo em S. merianae tem relacdo direta com
alteracdes fisiologicas no padrdo respiratorio, uma vez que, durante a estacao ativa, a ventilagcdo
ocorre em respiraces uniformemente espacadas, enquanto que o periodo de hibernacdo é
caracterizado por episodios respiratorios intercalados por longos periodos de apneia
(ANDRADE; ABE, 1999). Consequentemente, pode haver maior dificuldade no transporte de
gases respiratorios, assim como em situacdes de hipoxia, estivacao e jejum (ANDRADE et al.,
2004b; HERMES-LIMA et al., 2015).

A funcdo primordial do sistema cardiorrespiratério é extrair oxigénio da atmosfera, para
que este possa ser utilizado na respiragdo celular pelas mitocondrias, a fim de realizar o
fornecimento energético necessario para manutencdo das fungdes bioldgicas (DZAL et al.,
2015; MOYES; SCHULTE, 2010). A respiracdo celular acontece em trés estagios principais:
1) oxidacdo de moléculas organicas (glicose, acidos graxos e alguns aminoacidos); 2) a energia
liberada € conservada nos transportadores de elétrons reduzidos NADH e FADH_; 3) os elétrons
sdo transferidos ao Oz (0 aceptor final de elétrons) por meio da cadeia respiratéria e, durante a
transferéncia de elétrons, uma grande quantidade de energia é liberada e conservada na forma
de ATP, por um processo chamado de fosforilagcdo oxidativa. Assim, o Oz sofre uma redugéo
tetravalente, resultando na formagdo de agua (H.O) e liberacdo de gas carbonico (COy)
(NELSON; COX, 2014).
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Figura 3. Alteracdes fisiologicas durante o ciclo anual de Salvator merianae.
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(A) Valores mensais das frequéncias cardiaca (fH) e respiratoria (fR); temperaturas da toca e corporais dos teils.
(B) Consumo estimado de oxigénio no mesmo periodo. O asterisco (*) indica valores significativamente inferiores
aos valores do més de janeiro, enquanto o simbolo “+” indica valores significativamente elevados em relag&o aos
valores de janeiro. As linhas pontilhadas verticais indicam o periodo de hibernacdo. Fonte: Modificado de Sanders
e colaboradores, 2015.

Em condi¢bes adequadas de oxigenacdo, cerca de 0,1-0,2% do oxigénio consumido é
convertido nas chamadas espécies oxidantes (EO) (ou espécies reativas de oxigénio — ERO),
devido a reducdo incompleta do O na cadeia respiratoria mitocondrial (ALMEIDA; MASCIO,
2011). As principais especies oxidantes produzidas durante a respiracdo celular sdo: radical
superdxido (O27); hidroxila ("OH); peroxila (ROQO"); peroxido de hidrogénio (H202); entre
outros (ALMEIDA; MASCIO, 2011; BARBOSA et al.,, 2010; BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

As EO estdo presentes na maioria dos sistemas biolégicos e ocorrem naturalmente em
células eucarioticas devido ao metabolismo energético dependente do uso de O, (BARBOSA
et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007). Em condic¢Ges naturais, 0s animais mantém um

equilibrio entre geracéo e neutralizacdo destas espécies quimicas. Entretanto, quando a taxa de
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produgdo de EO excede a capacidade de defesa antioxidante, ou quando as defesas
antioxidantes séo insuficientes ou ineficazes, o estresse oxidativo pode se estabelecer, levando
a oxidacdo de componentes essenciais da célula, como proteinas, DNA e &cidos graxos (Figura
4) (MOREIRA et al, 2017; ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2007;
TOMASELLI; BARTH, 2010).

Para neutralizar os possiveis efeitos deletérios das EO, os organismos aerdbicos
possuem um sistema de defesa antioxidante, que atua inativando estas espéecies quimicas
reativas antes que danifiquem as macromoléculas celulares (ALMEIDA; MASCIO, 2011;
VASCONCELOS etal., 2007). Os antioxidantes podem ser classificados em enzimaticos e ndo-
enzimaticos. A linha de defesa enzimética € composta principalmente pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPx) (ALMEIDA; MASCIO, 2011,
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; HUBER; ALMEIDA, 2008).

Figura 4. Balango redox em condicdes naturais e em situagdes de estresse oxidativo.

|

(A) Em condicdes naturais, os animais mantém um equilibrio entre geragdo de espécies oxidantes e sua
neutralizacdo por meio do sistema de defesa antioxidante. (B) Por outro lado, o desequilibrio do metabolismo
redox, seja por meio do excesso de espécies oxidantes ou por ineficacia/insuficiéncia das defesas antioxidantes,
pode causar o estresse oxidativo. Fonte: Modificado de Tomaselli e Barth, 2010.

A SOD ¢é a enzima responsavel pela decomposicdo do radical superéxido (O2™),
convertendo-o em Oz e H202. O H20», apesar de pouco reativo, € capaz de atravessar as
membranas celulares e gerar o radical hidroxila ("OH), sendo potencialmente perigoso quando
em excesso no organismo (BARBOSA et al., 2010; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Ja
a CAT, atua na decomposicao do H202 em O2 e H»0, eliminando os riscos toxicos dessa espécie
oxidante quando em excesso (ALMEIDA; MASCIO, 2011). A GPx, por sua vez, também atua
na decomposicdo do H20- e outros perdxidos organicos, envolvendo nesse processo catalitico
a oxidacdo concomitante da glutationa reduzida (GSH) (ALMEIDA; MASCIO, 2011;
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) (Figura 5).
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A GSH é um tripeptideo importante na biotransformacdo e detoxificacdo de
xenobioticos, atuando também como um dos tipos de defesa ndo enzimatica contra o estresse
oxidativo, assim como os tocoferdis, acido ascorbico, B-caroteno, entre outros (HUBER;
ALMEIDA, 2008; LU, 2013). Dessa forma, o ciclo catalitico da glutationa confere uma
protecdo pautada na reducdo de espécies oxidantes concomitantemente com a oxidacéo da GSH
em sua forma oxidada, a glutationa dissulfeto (GSSG) (HUBER; ALMEIDA, 2008; LU, 2013).
Além disso, para que os niveis de GSH sejam mantidos e a molécula possa desempenhar seu
papel redutor, é necessario um fornecimento constante de NADPH pela enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH) (ZWIETEN; VERHOEVEN; ROOS, 2014). Alem das enzimas
convencionais relacionadas ao ciclo da glutationa, a familia da glutationa S-transferase (GST)
também desempenha func¢des cataliticas importantes. As GSTs sdo enzimas que catalisam o
ataque nucleofilico da GSH a xenobidticos ou eletréfilos, ou seja, sdéo muito importantes na
detoxificacédo celular (HUBER; ALMEIDA, 2008).

Figura 5. Sistema de defesa antioxidante e metabolismo redox.
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As enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx atuam na neutralizacao direta das espécies oxidantes potencialmente
danosas ao organismo. O ciclo catalitico da GSH é mantido pelas enzimas GPx e GR, que atuam na oxidacéo e
reducdo da glutationa, respectivamente. A reducdo de GSSG a GSH, catalisada pela GR, s6 é possivel mediante a
presenca de niveis satisfatérios de NADPH, cuja manutencdo depende da atuagdo da enzima G6PDH. Por fim, a
GST catalisa a adigdo nucleofilica da GSH em uma grande variedade de eletrofilos e xenobioticos. Fonte:
Elaborado pela autora.
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Em casos de transicdo do hipometabolismo aerdbico (por exemplo, estiva¢do ou
hibernacdo) para taxa metabdlica padrdo, ha uma fase intermediaria de alto consumo de
oxigénio, que pode estar associada ao aumento na producdo de EO danosas a estrutura e
permeabilidade das membranas celulares (ORR et al., 2009). Assim, o retorno ao metabolismo
aerdbico, apos anoxia/hipoxia ou eventos hipometabolicos, geralmente é acompanhado de
aumento das defesas antioxidantes, indicando que animais emergindo de estados
hipometabdlicos podem vivenciar estresse oxidativo (HERMES-LIMA et al., 2015; MOREIRA
etal., 2016; ORR et al., 2009).

Anteriormente, acreditava-se que os niveis de EO, respostas antioxidantes e danos
oxidativos seriam dependentes e diretamente proporcionais a disponibilidade de O, (HERMES-
LIMA et al, 2015). Dessa forma, em situacbes de baixa oxigenacdo ou eventos
hipometabdlicos, a producdo de EO seria menor, em 0posicdo aos eventos posteriores de
reoxigenacao e despertar que deteriam maior susceptibilidade a ocorréncia de estresse oxidativo
(LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2007). No entanto, ao longo dos anos, alguns autores
observaram que, durante os eventos de baixa oxigenacdo, as respostas antioxidantes
aumentavam, 0 que soava contraditério uma vez que a inducdo de enzimas antioxidantes
requereria aumento na produgdo de EO (HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 1998;
HERMES-LIMA et al., 2015; LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2007).

Diante disso, foi proposto que a resposta antioxidante elevada ocorre como forma de
preparar 0s animais para o suposto aumento na formacéo de EO e estresse oxidativo durante a
fase posterior de reoxigenagdo/despertar, teoria denominada de “Preparation for oxidative
stress — POS” (Preparacdo para o estresse oxidativo, em portugués) (HERMES-LIMA,;
STOREY; STOREY, 1998; MOREIRA et al., 2017). Além da capacidade antioxidante, alguns
autores verificaram aumento na peroxidacdo lipidica (ou biomoléculas oxidadas) durante
eventos de hipoxia, sugerindo que a producdo de EO poderia aumentar em condicdes de baixa
oxigenacdo, possivelmente devido ao escape de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial
(LUSHCHAK; BAGNYUKOVA, 2007). Deve-se considerar também que, apesar do efeito
protetor que a POS emprega aos eventos de reoxigenagdo, concomitantemente, pode levar ao
aumento no dano oxidativo durante a hipdxia (ALMEIDA; MASCIO, 2011).

Apesar dos estudos atuais indicarem que a POS ocorre em, pelo menos, 83 espécies
animais, distribuidas em oito filos, ainda existem trés principais questionamentos e desafios: 1)
0s mecanismos moleculares que induzem a POS; 2) as origens evolutivas da POS nos animais;
e 3) a ocorréncia de POS em ambientes naturais (MOREIRA et al., 2017). Além disso, vale

ressaltar que o proposto por essa teoria ndo é um mecanismo universal de adaptacdo que 0s
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animais possuem para lidar com a baixa oxigenacéo, uma vez que ha estudos com as mais
variadas respostas do metabolismo oxidativo nessas condi¢gdes (HERMES-LIMA et al., 2015;
MOREIRA et al., 2016, 2017).

Durante periodos hipometabolicos, existem outros ajustes sistémicos como a
redistribuicdo do fluxo sanguineo, redugdo do tempo de coagulacdo e da concentracdo de
eritrocitos e leucdcitos, entre outros (FRANCO; CONTRERAS; NESPOLO, 2013). Os
eritrocitos sdo responsaveis pelo transporte de oxigénio dos pulmdes aos tecidos, estas células
lidam continuamente com o estresse oxidativo, pois as altas concentracdes de O e ferro (no
grupo heme da hemoglobina) suscetibiliza a formacdo de espécies oxidantes (ZWIETEN;
VERHOEVEN; ROQOS, 2014). Os leuctcitos, por sua vez, sao responsaveis pela funcéo
imunoldgica e, em répteis estdo sujeitos a inUmeras alteracdes que dependem da condi¢édo
fisioldgica e comportamental a que estdo submetidos (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011).

Apesar de varios fatores atuarem sobre 0s aspectos hematoldgicos de répteis, algumas
alteracOes sdo indicativas de determinados distarbios. Por exemplo, a ocorréncia de células
binucleadas, divisdes nucleares anormais, ou atividade mitotica em eritrocitos de répteis,
indicam uma resposta regenerativa, que pode ser devido ao despertar de longo periodo de
hibernacdo, ou em decorréncia de doencas inflamatorias graves (CAMPBELL, 2015;
NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013). A poiquilocitose indica uma variagdo acentuada na
forma dos eritrocitos, ja a anisocitose é a variacdo acentuada no tamanho dos glébulos
vermelhos (CAMPBELL, 2015). A ocorréncia de poiquilocitose e anisocitose leves é
considerada normal para muitas espécies de répteis; contudo, frequéncias moderadas e graves
destas anormalidades podem ser indicativas de anemia regenerativa ou outros distirbios do
eritrécito (CAMPBELL, 2015; GOULART, 2004; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013). O
aumento do numero de leucdcitos no sangue (leucocitose), em geral, é resultado de processos
infecciosos, mas também pode estar relacionado a situacBes de estresse ou traumatismo. Em
contrapartida, a diminuicdo do nimero de leucdcitos (leucopenia) pode estar relacionada com
doencas virais, infeccdo bacteriana grave e toxemias (CAMPBELL, 2015; FALCE, 2009).

Para mamiferos, sabe-se que a hibernacdo afeta os pardmetros hematoldgicos,
provocando anemia aguda e depressdo do sistema imune (leucopenia) (BOUMA; CAREY;
KROESE, 2010; FRANCO; CONTRERAS; NESPOLO, 2013). No entanto, para ectotérmicos,
além dos estudos serem escassos, a resposta dos componentes sanguineos pode variar. Para a
espécie de serpente Naja haje foi registrado uma redugdo dos componentes da série vermelha
(hematdcrito, hemoglobina, contagem de eritrocitos, etc.), enquanto os valores leucocitérios
aumentaram durante a hibernagéo (AL-BADRY; EL-DEIB; NUZHY, 1992). Por outro lado, a
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hibernacdo pode associar-se a perda de eletrolitos e 4gua, causando desidratagdo, diminuicdo
de volume plasmatico e, consequentemente, uma hemoconcentragdo, ou seja, aumento das
variaveis hematoldgicas em lagartos (TROIANO; GOULD; GOULD, 2008).

Portanto, as respostas hematoldgicas, juntamente com o entendimento dos mecanismos
de controle do estresse oxidativo, sdo fundamentais, pois possibilitam o esclarecimento de
alteracbes metabolicas e adaptagdes que permitem que os lagartos da espécie S. merianae,
suportem anualmente a oscilagdo sazonal do consumo de oxigénio e um periodo hipometabdlico

tdo prolongado como a hibernacao.



2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Investigar as alteracdes no metabolismo redox e do perfil hematologico no tecido

sanguineo de Salvator merianae durante seu ciclo fisioldgico anual.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar a massa corpdrea e temperatura corporal de S. merianae de acordo
com trés periodos do seu ciclo anual: metabolismo padrdo pré-hibernagdo; durante periodo de
hibernacéo; e retorno ao metabolismo padréo pés-hibernacéo (despertar);

o Avaliar o metabolismo redox em tecido sanguineo, por meio da quantificacdo de
marcadores de capacidade antioxidante e dos niveis de biomoléculas oxidadas em trés periodos
do ciclo anual de S. merianae: pré-hibernacdo, hibernacéo, e despertar;

. Verificar se o perfil hematolégico de S. merianae sofre alteracbes em trés

periodos do ciclo anual: pré-hibernacdo; hibernacao; e despertar.



3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E COLETAS DE AMOSTRAS DE SANGUE

O ciclo anual de S. merianae avaliado refere-se ao ano de 2017, de forma que
inicialmente o grupo amostral era composto por oito animais, porém dois deles vieram a 6bito
durante o periodo de hibernagdo, por causas desconhecidas. Assim, foram utilizados seis
espécimes juvenis de teils machos, disponibilizados pelo Laboratorio de Zoofisiologia
Comparativa dos Vertebrados da UNESP de S&o José do Rio Preto - SP. Todos o0s
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, UNESP/IBILCE (n°. 149/2016).

Durante o periodo de pré-hibernacéo (janeiro a abril), os animais foram mantidos em
recintos externos, em temperatura ambiente (entre 20 e 35°C, segundo o website Accuweather
para Sdo José do Rio Preto - SP), sendo alimentados trés vezes por semana com carne bovina,
pescoco de frango, e/ou ovos (SANDERS et al., 2015) (Figura 6A). Os animais foram
monitorados diariamente, a fim de detectarmos o inicio do periodo de hibernacdo, observando
principalmente o desinteresse em forragear e diminuicao da atividade geral.

Durante a hibernacdo (maio a agosto), 0s animais permaneceram inativos e afagicos,
sendo mantidos a temperatura ambiente (entre 15 e 25°C, segundo o website Accuweather para
S&o José do Rio Preto - SP) em caixas plésticas individuais com orificios na porgdo superior
para constante oxigenacdo (ANDRADE et al., 2004b) (Figura 6B). Com trés meses de
hibernacdo os animais retornaram a atividade aos poucos e, devido a perda de peso aparente,
somente apods dez dias de alimentacdo e hidratacdo diaria foi possivel a coleta das amostras de

sangue referentes ao periodo de despertar (agosto).

Figura 6. Espécimes de Salvator merianae em diferentes momentos do ciclo fisiologico.

(A) (B)

(A) Animais alocados em recinto externo durante os periodos de pré e pds-hibernacdo (metabolismo padrédo). (B)
Durante os trés meses consecutivos de hibernacéo os animais foram mantidos em caixas plésticas com orificios na
porcéo superior para constante oxigenagdo. Fonte: Elaborado pela autora.
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Para a realizag8o dos testes hematoldgicos e do metabolismo redox foram necessarias
coletas de amostras de sangue em trés periodos experimentais: pré-hibernacdo (fevereiro),
hibernacéo (julho) e despertar (agosto) (Figura 7A). Os animais foram previamente pesados, a
temperatura foi aferida com termémetro bucal e cerca de 2 mL de amostras de sangue periférico
foram coletados da veia caudal (Figura 7B). As coletas de sangue foram realizadas no periodo
da manh&, com agulhas descartaveis, apds higienizacao do local da perfuragdo com &lcool 70%,
para evitar qualquer risco de contaminacdo. Em seguida, as amostras foram depositadas em
tubos contendo anticoagulante heparina sodica, sendo imediatamente processadas, de forma
que uma fracdo foi utilizada para analise do hemograma e outra, para preparo do hemolisado e

obtenc¢éo do plasma (metabolismo redox).

Figura 7. Periodos experimentais e coleta das amostras de sangue de Salvator merianae.

(A) ' (B)
PRE-HIBERNACAO

(FEVEREIRO)

HIBERNAGAO
(JULHO)

6 ANIMAIS ——

DESPERTAR
(AGOSTO)

(A) Fluxograma representando os periodos experimentais e meses em que foram realizadas as coletas de amostras
de sangue. (B) Aproximadamente 2 mL de amostras de sangue periférico da veia caudal foram retirados dos
animais. Fonte: Elaborado pela autora.

3.2. METABOLISMO REDOX

Para avaliacdo das atividades enzimaticas, a partir de uma fracdo do sangue total, foram
preparados hemolisados, diluindo as amostras em dez volumes de agua destilada, a fim de
avaliar o conteldo enzimatico intracelular. Posteriormente, a fracdo remanescente de cada
amostra foi centrifugada a 850g por 20 minutos, e no plasma obtido (sobrenadante) foram
quantificados os niveis de biomoléculas oxidadas (BO). As aliquotas de hemolisado e de plasma

foram, imediatamente, armazenadas a -80°C até o momento das analises.
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As atividades das enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR), glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH), e glutationa S-transferase (GST)
foram quantificadas por espectrofotometria e 0s respectivos ensaios bioquimicos tiveram
temperatura controlada conforme as temperaturas corporais médias de cada periodo
experimental. Ja os niveis de biomoléculas oxidadas (primordialmente lipidios e carboidratos)
foram determinados por meio do produto formado com o &cido tiobarbiturico, e posterior
deteccdo por cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a um detector de fluorescéncia
(HPLC-FD) (SILVA et al., 2017).

. Avaliacdo Enzimética da Catalase (CAT) (BEUTLER, 1975, com
modificacdes):

A atividade da CAT foi medida quantificando a taxa de decomposi¢do do H>O> pela
enzima, por meio do decréscimo da absorbancia em 240nm. O ensaio para a reacdo de CAT foi
composto dos seguintes reagentes e respectivas concentracdes finais: tampéo Tris-HCI 50mM,
pH 8,0, contendo 0,25mM de EDTA; e 10mM de H.O,. Foram testadas varias reacdes com
volumes de amostras diferentes, a fim de identificar o volume ideal para que a rea¢do ocorresse
de maneira linear e decrescente. Para os trés periodos experimentais foram utilizados 5uL de
hemolisado diluido em dez volumes. Ndo ha necessidade de utilizar o branco neste ensaio

enzimatico.

. Avaliacdo Enzimatica da Glutationa Peroxidase (GPx) (SIES et al., 1979):

Este método baseia-se na medida do consumo de NADPH em absorbéancia de 340nm,
promovido durante a reducdo da glutationa oxidada (GSSG). O ensaio foi realizado com 0s
seguintes reagentes e respectivas concentracdes finais: tampdo fosfato de potassio 50mM, pH
7,0, contendo 0,25mM de EDTA; 0,1U/mL de glutationa redutase; GSH a 1mM; NADPH a
0,2mM; e tBOOH a 0,005mM. Foram testadas varias reacbes com volumes de amostras
diferentes, a fim de identificar o volume ideal para que a reacdo ocorresse de maneira linear e
decrescente. Para os trés periodos experimentais foram utilizados 10uL de hemolisado. O

branco utilizado consistiu em 495uL de meio de reagao e SpuL. de tBOOH.

o Atividade enzimatica da Glutationa Redutase (GR) (CARLBERG;
MANNERVIK, 1985):

A atividade da GR foi avaliada com base no consumo do NADPH, que é estimado por
meio da variagdo de absorbancia acompanhada a 340nm, na presenca do substrato GSSG. A

metodologia consiste na reducdo da GSSG a GSH pela enzima. A reacdo foi conduzida com 0s
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seguintes reagentes e respectivas concentrages finais: tampé&o fosfato de potassio 100mM, pH
7,5, contendo EDTA a 1mM; GSSG a 2,5mM; e NADPH a 0,12mM. Foram testadas varias
reacOes com volumes de amostras diferentes, a fim de identificar o volume ideal para que a
reacao ocorresse de maneira linear e decrescente. Para os trés periodos experimentais foram
utilizados 30uL de hemolisado. O branco foi composto por 480uL de tampao, 10ul de GSSG
e 10uL de solugdo de NADPH.

o Atividade Enzimatica de G6PDH (GLOCK; MCLEAN, 1953)

A atividade da G6PDH foi medida quantificando a taxa de formacdo de NADPH, em
comprimento de onda de 340nm. A reacdo foi constituida pelos seguintes reagentes e
respectivas concentracdes finais: tampéo Tris-HCI 50mM, pH 7,4; 4mM de MgCl.; NADP a
0,135mM; e G6P a 1,5mM. Para cada animal avaliado, o ensaio foi composto de uma solucgéo
sem G6P e amostra (branco) e duas aliquotas de meio de reacdo contendo G6P e amostra. Foram
testadas varias reacGes com volumes de amostras diferentes, a fim de identificar o volume ideal
para que a reacao ocorresse de maneira linear e crescente. Para 0s trés periodos experimentais

foram utilizados 30uL de hemolisado.

o Atividade enzimética da Glutationa S-transferase (GST) (KEEN, 1976, com
modificacdes):

O ensaio enzimatico baseou-se na quantificacdo da formacao do produto CDNB-SG e a
analise espectrofotométrica foi realizada com comprimento de onda de 340nm. A reacéo foi
conduzida com 0s seguintes reagentes e respectivas concentracfes finais: tampéao fosfato de
potassio 200mM, pH 6,5; GSH e CDNB a 2mM. Foram testadas varias reacdes com volumes
de amostras diferentes, a fim de identificar o volume ideal para que a reacdo ocorresse de
maneira linear e crescente. Para o periodo de pré-hibernacdo foram utilizados 40uL de
hemolisado, enquanto os periodos de hibernacdo e despertar foram avaliados com 45uL de
hemolisado. O branco foi utilizado para avaliar a hidrélise espontanea, consistindo na mistura
de 490uL de tampao fosfato de potéssio; SuL. de GSH; e SuL. de CDNB.

. Avaliacéo dos niveis de biomoléculas oxidadas (BO)

Como marcador de oxidacao, medimos os adutos fluorescentes produzidos pela reagao
de biomoléculas oxidadas com &cido 2-tiobarbitdrico (TBA) nas amostras de plasma
(FORMAN et al., 2015). Os adutos formados foram quantificados por um sistema de

cromatografia liquida de alto desempenho acoplada a um detector de fluorescéncia (HPLC-FD)
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(DOMIJAN et al., 2015). Os derivados foram separados em uma coluna C18 (250 x 4,6mm,
5um) e fase mdvel composta por solugdo de fosfato de potéssio monobésico 50mM pH 6,8,
com 40% de metanol, com fluxo isocratico de ImL/min. A quantificacdo dos niveis de BO foi
feita com base em uma curva de calibracdo previamente construida e preparada de acordo com
0 mesmo procedimento usado para as amostras, a partir de padrGes auténticos de
malondialdeido (MDA).

3.3. PERFIL HEMATOLOGICO

O hemograma é o exame laboratorial que fornece dados quantitativos sobre os
eritrocitos, leucaocitos e hemoglobina, contidos em amostras de sangue total. Este exame foi
efetuado manualmente, cujo protocolo inclui:

o Hematdcrito: representa um modo simples para verificar a porcentagem de
volume dos glébulos vermelhos no sangue total, por meio da relacéo entre volume de eritrdcitos

e do volume de plasma.

. Dosagem de Hemoglobina Circulante: fornece a concentracdo de hemoglobina
do sangue a partir do método de cianometahemoglobina. Assim, a hemoglobina e todos os seus
derivados sé@o transformados em cianometahemoglobina por um reativo especial a base de

cianeto e, em seguida, é quantificada por espectrofotometria.

. Contagem global de células (eritrdcitos e leucdcitos): permite calcular o nimero
absoluto de células contidas em um determinado volume de sangue. Consiste em colocar uma
amostra de sangue diluido com reativo apropriado em uma camara de contagem de volume
conhecido (Camara de Neubauer). Em alguns minutos, os elementos depositam-se no fundo da
camara, a qual é quadriculada a fim de facilitar a contagem feita ao microscéopio. Por fim, um
calculo que leva em consideracdo a diluicdo e o volume da célula fornece o nimero de

elementos por pL de sangue total.

o Célculo dos indices hematimétricos: representam célculos matematicos para
obtencdo do volume globular médio de eritrocitos (VGM), a partir da divisdo do volume
globular contido em um mm?3 de sangue (hematdcrito) pelo nimero de eritrocitos presentes no
mesmo volume (contagem de eritrocitos); da concentracdo de hemoglobina globular média

(CHGM) ou porcentagem média de hemoglobina por hemacia, cujo célculo consiste em dividir
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o resultado da dosagem de hemoglobina pelo hematocrito; e da hemoglobina globular média
(HGM) ou quantidade total de hemoglobina, obtida relacionando-se o resultado da dosagem de

hemoglobina ao nimero de eritrocitos existentes no mesmo volume.

o Contagem diferencial de leucocitos: por meio da avaliacdo de esfregagos
sanguineos, permite identificar a variedade de leucdOcitos e estabelecer suas proporcoes
relativas. Visa estabelecer o valor percentual de cada leucocito no sangue circulante, para
depois, conhecendo-se o total de globulos brancos, definir o valor total de cada tipo leucocitario.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade pelos testes
Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para comparagdo das varidveis nas diferentes
condicdes de estudo foram utilizados o teste ANOVA para medidas repetidas, complementado
por Tukey (para dados paramétricos), ou teste de Friedman seguido por Dunnett (para dados
ndo paramétricos). O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05 e as andlises estatisticas
foram realizadas no software Statistica® 8.0 (StatSoft), enquanto que os graficos foram feitos

no GraphPrad Prisma versao 5.01 para Windows.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PESO E TEMPERATURA

Inicialmente os grupos foram caracterizados com relacdo ao peso (kg) e a temperatura
corporal (°C). O peso corporal médio dos animais nos periodos de pré-hibernacéo, hibernagédo
e despertar foram respectivamente 1,06 kg, 0,92 kg e 1,01 kg. Dessa forma, observou-se que,
com dois meses de hibernagdo, os animais perderam aproximadamente 15% de massa corpérea.
Além disso, com o retorno da alimentacdo e hidratacdo por dez dias consecutivos, 0s animais
recuperaram quase que totalmente (95%) o peso perdido durante todo o periodo de hibernacédo
(Figura 8A).

Souza e colaboradores (2004) avaliaram a massa corpérea de lagartos teils recém-
eclodidos ao longo de um ciclo anual, verificando também uma reducdo de 15% durante a
dorméncia de inverno, em relacdo ao fim do outono. Além disso, estes mesmos autores
observaram que aproximadamente 60% do peso corporal foi rapidamente recuperado apés a
ingestdo de agua nas primeiras 48 horas do despertar. Isso sugere que a variagdo na massa
corporea é, em grande parte, devido a perda de agua evaporativa (SOUZA et al., 2004).

Com relacdo a temperatura corporal média dos animais no dia da coleta das amostras de
sangue para os periodos de pré-hibernacdo, hibernacdo e despertar, obteve-se os valores de
28,6°C, 19,3°C e 21,5°C, respectivamente. A pré-hibernagéo coincidiu com o verdo, o que pode
ser destacado por temperaturas corporais mais altas neste periodo; ja a hibernacgéo e o despertar
coincidiram com o inverno, no entanto evidenciou-se temperaturas mais baixas na condicdo
hipometabdlico (Figura 8B).

Estudos recentes indicaram uma variacdo de temperatura corporal semelhante também
em espécimes de S. merianae. Durante as estacdes de verdo e primavera (Setembro a Margo),
estes animais estdo ativos e aguecem-se ao sol durante o dia, atingindo temperaturas corporais
médias proximas a 30°C e maximas de 32°C a 35°C (TATTERSALL et al., 2016). Por outro
lado, durante o outono e inverno (Abril a Setembro), os animais encontram-se inativos e
dormentes em suas tocas, mantendo niveis minimos de atividade durante todo o periodo
hipometabdlico, atingindo temperaturas corporais médias proximas a 20°C (TATTERSALL et
al., 2016).

Dessa forma, foi possivel caracterizar alteracdes referentes ao peso e temperatura
corporais ao longo do ciclo anual de S. merianae, apresentando dados muito proximos aos de

outros estudos com 0 mesmo modelo animal.
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Figura 8. Variacdo da massa corporea e temperatura corporal de Salvator merianae ao longo
de seu ciclo fisioldgico anual.
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(A) Peso (kg); e (B) Temperatura (°C). Os pontos (média * erro-padrao) representam os valores correspondentes
aos periodos de pré-hibernacéo, hibernacéo e despertar. *Teste ANOVA para medidas repetidas, seguido de post
hoc de Tukey. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos.

4.2. METABOLISMO REDOX

Os marcadores de capacidade antioxidante apresentaram um padrdo de elevacdo da
atividade das enzimas analisadas nos periodos de hibernagdo e despertar, exceto para a CAT
(Figura 9A) e GPx (Figura 9B). As enzimas GR (Figura 9C) e G6PDH (Figura 9D)
apresentaram atividades cerca de 30% e 70% maiores na hibernacdo comparadas a pré-
hibernagéo, respectivamente.

Com relacdo ao periodo de despertar, observamos a manutencdo dos altos niveis de
G6PDH (Figura 9D) ocorridos na hibernacdo, e aumento consideravel na atividade da GST
(Figura 9E) em relacdo a pré-hibernacao.

J& os niveis de biomoléculas oxidadas (Figura 9F) apresentaram-se cerca de cinco vezes
maiores nos periodos de hibernacdo e despertar em relacdo a pré-hibernagdo, indicando um
aumento significativo de danos oxidativos durante estes periodos.

Apesar de ndo expressar diferenca estatistica entre os grupos, a CAT foi a enzima com
maior atividade, chegando ao maximo de 5.281,69U/mL e minimo de 3.521,13U/mL de
hemolisado. Enquanto isso, a GPx ocupou a segunda posicdo em termos de atividade
enzimatica, variando entre 2,61 e 1,29U/mL nos periodos avaliados. A CAT e a GPx atuam
catalisando a reducdo do peroxido de hidrogénio em H>O e O2. No entanto, a GPx atua na
degradacéo de baixas concentrag¢fes de H>Oo, ao contrario da CAT, que degrada o perdxido de

hidrogénio em altas concentracGes no organismo (COSTA, 2016).
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Figura 9. VariacGes dos niveis dos marcadores do metabolismo redox de Salvator merianae
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Atividade das enzimas (A) CAT; (B) GPx; (C) GR; (D) G6PDH; (E) GST; e (F) Biomoléculas Oxidadas. Barras:
médias * erro-padrdo. Todos os marcadores apresentaram dados paramétricos, com aplicacdo do teste ANOVA
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O H0,, apesar de ndo ser um radical livre, devido & auséncia de elétrons
desemparelhados na ultima camada, é um metabolito do oxigénio consideravelmente reativo,
porque participa da reacdo que produz o radical hidroxila (*OH) (Reagao de Fenton e Haber-
Weiss), admitida como a EO mais reativa e danosa ao organismo (BARBOSA et al., 2010;
VASCONCELOQS et al., 2007). Considerando os riscos potenciais do radical *OH ¢ o fato de
ndo haver defesa enzimatica especializada para essa espécie oxidante, a manutencdo das
enzimas antioxidantes a fim de preservar a integralidade celular, é de extrema importancia
(HERMES-LIMA, 2004).

Os altos indices de atividade indicam que a CAT e a GPx detém papeis importantes na
gestdo dos niveis de espécies oxidantes (WELKER; MOREIRA; HERMES-LIMA, 2016).
Alguns animais submetidos a andxia ou hipoxia ndo mostram ativacao ou inibicdo da atividade
da CAT, por exemplo, o gastropode Littorina littorea, o peixe Piaractus mesopotamicus, e a
salamandra Proteus anguinus, nestes casos, outros antioxidantes podem atuar para gerenciar 0s
niveis de espécies oxidantes e radicais livres ou outras EO estejam sendo geradas. (WELKER;
MOREIRA; HERMES-LIMA, 2016). Deve-se considerar também que, a supressdo metabdlica
pode estar associada a diminuicdo da transcri¢cdo génica, traducdo proteica e outras funcdes
(WELKER; MOREIRA; HERMES-LIMA, 2016). Assim, ndo s6 o aumento, mas também a
manutencdo da respostas antioxidantes, pode ser considerada um bom indicador de importancia
destas enzimas para a tolerancia aos eventos hipometabdlicos (HERMES-LIMA; ZENTENO-
SAVIN, 2002).

Sendo assim, como nao houve variacdo nas atividades enzimaticas de CAT e GPx, pode-
se supor que os niveis de H2O2 e outros hidroperdxidos organicos ndo se alteram de forma
significativa no sangue de lagartos teils durante seu ciclo anual, ou que a manutencdo das
enzimas em niveis elevados € suficiente para controlar possiveis oscilagdes na formacéo dessa
EO e outros peroxidos.

As enzimas GR e G6PDH apresentaram atividades maiores na hibernagdo, quando
comparadas a pre-hibernacdo. A GR € a enzima responsavel pela regeneracdo de GSH por meio
da redugdo da GSSG, com consumo concomitante de NADPH (ZWIETEN; VERHOEVEN,;
ROQOS, 2014). A G6PDH é responsavel pela regeneragdo do NADPH, fazendo sentido entdo
que essas duas enzimas tenham aumentado em conjunto na hibernacdo. Welker (2009)
demonstrou uma correlacdo positiva entre as atividades enzimaticas da GR e G6PDH,
indicando que esta Gltima enzima garante um fornecimento de NADPH adequado a primeira, 0

que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho para estes marcadores.
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A GR é uma proteina flavonoide responsavel por reduzir uma molécula de GSSG a duas
de GSH, permitindo que a glutationa reduzida possa ser utilizada pelas enzimas GPx e GST. A
GSH desempenha funcdes essenciais como a manutencao do equilibrio redox, detoxificacdo de
xenobidticos, além de modular a proliferacéo celular, apoptose, funcdo imune, e fibrinogénese
(HUBER; ALMEIDA, 2008; LU, 2013). A atividade protetora da GSH ocorre devido a sua
grande habilidade de doar elétrons a outros compostos, realizando entdo a reducdo de espécies
oxidantes com sua concomitante oxidacéo (DA SILVEIRA, 2015; HUBER; ALMEIDA, 2008).
Assim, baixas concentracdes de GSH podem estar associadas a ocorréncia de estresse oxidativo,
0 que, consequentemente, qualifica a GR como uma enzima essencial para manutencdo do
equilibrio redox (VASCONCELOS et al., 2007).

Um estudo com a rd da floresta, Rana sylvativa, demonstrou que a atividade da GR é
inversamente proporcional a temperatura, assim, em situac@es de congelamento ha um aumento
na atividade enzimatica desses animais (HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 1998). Em
Trachemis scripta elegans expostas a andxia por cinco horas, também observou-se um aumento
na atividade da GR no figado e masculo (HERMES-LIMA et al., 2015). Em peixes da espécie
Salmo trutta submetidos a 49 dias de jejum, foi observada elevacdo da atividade das enzimas
antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR no figado e branquias (BAYIR et al., 2011). Dessa forma,
0 aumento observado na atividade da GR em teils hibernantes parece ser uma resposta
comumente encontrada em outros ectotérmicos durante condi¢es hipometabdlicas.

Apesar da G6PDH ndo ser efetivamente uma enzima antioxidante, possui um papel
indispensavel na manutencdo dos sistemas glutationa e tiorredoxina, uma vez que produz o
NADPH, considerado o principal agente redutor nos eritrocitos e utilizado pela maioria dos
sistemas de protecdo (HERMES-LIMA etal., 2015; ZWIETEN; VERHOEVEN; ROQS, 2014).
Além disso, a falta de NADPH pode levar a perda da atividade da catalase, uma vez que essa
enzima € protegida de possiveis inativacdes por meio de ligagdo com este agente redutor
(ZWIETEN; VERHOEVEN; ROOS, 2014).

Estudos com invertebrados evidenciaram que a importancia da manutengéo antioxidante
durante eventos de privacao alimentar pode ser observada quando considera-se a atividade da
G6PDH (ALMEIDA; MASCIO, 2011). Em condicGes de jejum, geralmente é esperada uma
queda na atividade da G6PDH, pois a catalise de carboidratos e a biossintese de acidos graxos
é reduzida, contudo, existem evidéncias de que essa enzima pode aumentar em condicOes
hipometabdlicas, a fim de garantir o fornecimento de NADPH (ALMEIDA; MASCIO, 2011).
Em peixes da espécie Sparus aurata, por exemplo, 0s niveis de G6PDH no figado aumentam
entre 29% e 42% apos seis horas de hipoxia (PEREZ-JIMENEZ et al., 2012). Em concordancia
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com este estudo, em Carassius auratus submetidos a 8 horas de andxia foi observado um
aumento na atividade da G6PDH cerebral (LUSHCHAK et al., 2001). Sendo assim, é possivel
supor que o aumento em 70% nos niveis de G6PDH durante o periodo hipometabdlico de
hibernacéo, provavelmente, foi necessario para o fornecimento adequado de NADPH, a fim de
permitir a manutencdo da homeostase redox durante o ciclo anual de S. merianae.

Outro ponto importante que deve ser considerado é que a hibernagdo em lagartos teils
é relacionada a um aumento na afinidade ao oxigénio que, apesar de ser importante para facilitar
o transporte de O, dos alvéolos pulmonares para o sangue, também pode dificultar e diminuir
as taxas de difusdo de O dos capilares sanguineos para os tecidos, o que causaria uma possivel
hipoxia tecidual (ANDRADE et al., 2004b). Aléem disso, a hibernagdo de S. merianae é
caracterizada por episédios de apneia com duracdo aproximada de 20 minutos, o que também
poderia contribuir para um quadro de hipoxemia (Figura 10A) (ANDRADE; ABE, 1999).

Existem relatos na literatura que enfatizam a possibilidade de aumento de espécies
oxidantes durante a hipoxia, por meio do escape de elétrons da cadeia respiratéria mitocondrial,
0 que poderia causar a oxidacdo de biomoléculas e ativacdo das defesas antioxidantes (Figura
10B) (ALMEIDA; MASCIO, 2011; HERMES-LIMA et al., 2015). Dessa forma, considerando
a possibilidade de ocorréncia de hipdxia tecidual em teils hibernantes, juntamente com
aumento comprovado na atividade das enzimas GR e G6PDH, estas respostas podem indicar
que durante a condicdo hipometabodlica ocorre elevacdo nos niveis de espécies oxidantes, o que

culminaria em altos niveis de BO.

Figura 10. Possivel relacdo entre padrdes ventilatorios e metabolismo redox em teius.
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(A) Registros ventilatdrios de Salvator merianae [= Tupinambis merianae] evidenciando a alteragdo no padrao
ventilatorio de episddico a 17°C, intercalado por longos periodos de apneia (auséncia de registro) (reta superior),
para igualmente espagado a 25°C (reta inferior). Modificado de Andrade e Abe, 1999. (B) A diminuicdo de O, faz
com que ocorra hipdxia celular, ocasionando a liberacéo das EO pelas mitocdndrias. Durante o periodo em andxia,
ndo ha liberacdo de EO, devido a auséncia de O,. Durante a reoxigenacdo, ha maior disponibilidade de O,
ocasionando formacdo de EO em maior quantidade. A liberacdo das EO pode causar oxidacdo de biomoléculas,
sendo necessaria a ativacao de defesas antioxidantes. Modificado de Hermes-Lima e colaboradores, 2015.
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A evidéncia de formacdo de EO durante a condi¢do hipometabdlica de hibernacdo em
teils pode ainda ser reforcada pelo resultado dos niveis de biomoléculas oxidadas, uma vez que
0 dano oxidado neste periodo aumentou cerca de cinco vezes em comparagdo com a pré-
hibernacdo. Em caramujos terrestres Helix aspersa foi evidenciada a formacédo de espécies
oxidantes e consequente estresse oxidativo durante a estivacdo, de forma que estes animais
apresentaram aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) no hepatopancreas
(HERMES-LIMA et al., 2015). Um estudo com outra espécie de caramujo (Helix pomatia)
mostrou aumento na peroxidacao lipidica no masculo e rim, durante o torpor de inverno, além
do aumento na atividade de enzimas antioxidantes como a CAT e outras do ciclo da glutationa
(exceto a GPx) (NOWAKOWSKA et al., 2009).

Além dos estudos com invertebrados, um trabalho com carpas expostas a hipoxia por
30 dias mostrou que seus eritrocitos apresentaram niveis similares de danos ao DNA, quando
comparadas aquelas expostas a hiperdxia (MUSTAFA et al., 2011). Assim, nestes animais 0
estresse oxidativo pode ser resultado tanto do excesso, como também da falta de oxigénio nos
tecidos (HERMES-LIMA et al., 2015). Outro exemplo € relacionado aos salmonideos da
espécie Salmo truta que apresentam niveis de MDA elevados no figado e nas branquias quando
em jejum de 49 dias (BAYIR et al., 2011). Em peixes da espécie Dentex dentex privados de
alimentacdo por cinco semanas também evidenciou-se aumento significativo da peroxidagéo
lipidica, e de algumas enzimas antioxidantes, mostrando que o jejum prolongado pode levar ao
estresse oxidativo, mesmo quando as respostas antioxidantes sdo ativadas (MORALES et al.,
2004).

O periodo de despertar foi caracterizado pela manutencdo dos altos niveis de GGPDH
ocorridos na hibernagéo, e o dobro de atividade da enzima GST em relacdo a pré-hibernagéo.
Além disso, os niveis de biomoléculas oxidadas continuaram cerca cinco vezes maiores se
comparados ao inicio do ciclo. O despertar apds trés meses de hibernacao representa o retorno
do animal ao estado ativo, no qual as frequéncias cardiaca e respiratdria, temperatura corporal,
e consumo oxigénio, aumentam repentinamente (SANDERS et al., 2015). Dessa forma, ao
considerarmos a hibernagdo e a estivacdo como condicdes analogas a hipdxia, assumimos
também que o evento seguinte seria fisiolégica e bioquimicamente semelhante a
reoxigenacao/reperfusdo (HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 1998).

Segundo a POS, a resposta antioxidante elevada durante eventos hipometabolicos ocorre
como forma de preparar 0s animais para o suposto aumento na formagéo de EO na fase posterior
de reoxigenacao/despertar (HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 1998; HERMES-LIMA et
al., 2015; MOREIRA et al., 2016). Com relacdo ao presente estudo, ndo podemos notar a
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ocorréncia de POS nos espécimes de S. merianae, uma vez que 0 aumento da resposta
antioxidante na hibernagédo (GR e G6PDH) néo preveniu ou minimizou os danos oxidativos do
periodo subsequente de despertar. Dessa forma, pode-se considerar que a hibernacdo e o
despertar sdo periodos igualmente danosos em termos oxidativos, no que diz respeito ao tecido
sanguineo dos teius. Além disso, vale salientar que o intervalo de coleta entre o periodo de
hibernacgéo e despertar foi de apenas um més, de forma que o organismo dos animais pode néo
ter tido tempo suficiente para reparar ou eliminar os danos provenientes do periodo de
hibernacéo.

Esse tipo de resposta também foi evidenciada em outros animais. Em caramujos H.
aspersa, a razdo GSSG/GSH aumenta no hepatopancreas durante os primeiros momentos de
despertar, apos 20 dias de estivacdo, indicando que o despertar pode causar um desequilibrio
redox (RAMOS-VASCONCELOS; HERMES-LIMA, 2003). Em peixes Sparus aurata sob trés
e seis horas de hipOxia os niveis de danos oxidativos no figado aumentam, e permanecem
elevados quando retornam a normoxia, indicando que a baixa disponibilidade de Oz leva ao
estresse oxidativo nestes animais, com danos que permanecem durante a reoxigenacao
(PEREZ-JIMENEZ et al., 2012).

Um estudo com peixes da espécie Salmo truta, cujo objetivo foi pautado na avaliacéo
do metabolismo redox em figado e brénquias, evidenciou que a peroxidacao lipidica aumenta
durante 0 jejum e ndo retorna aos valores do grupo controle mesmo apés 21 dias de
realimentacdo (BAYIR et al., 2011). Para outras duas espécies de peixes sob jejum, Acipenser
naccarii e Oncorhynchus mykiss, os marcadores possuem respostas similares, pois a
lipoperoxidagdo eleva-se no figado e nos eritrécitos, de forma que os respectivos danos
permanecem mesmo apos 60 dias de realimentacdo (FURNE et al., 2009). Assim, é possivel
destacar que privacao alimentar induz o estresse oxidativo em peixes, de forma que os efeitos
do jejum ndo sdo eliminados mesmo apds um periodo de realimentacdo (BAYIR et al., 2011;
FURNE et al., 2009). Considerando que a atividade de G6PDH e os niveis de BO foram
mantidos em niveis elevados no periodo de despertar dos teils, podemos supor que, nesta
condicdo, provavelmente também houve intensa formagdo de EO. Além disso, 0 estresse e
danos oxidativos ocorridos na hibernagdo de S. merianae provavelmente se mantém mesmo
apos dez dias de despertar.

Além de estar envolvida na detoxificacdo de xenobidticos, a GST também pode estar
relacionada com outras fungdes bioldgicas, incluindo a sintese de testosterona e progesterona
(Figura 11A) (HUBER; ALMEIDA, 2008; JOHANSSON; MANNERVIK, 2001).

Considerando que todos os especimes do trabalho eram machos e que os niveis de testosterona
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sdo significativamente maiores quando os animais retornam da condi¢do hipometabolica
(Figura 11B) (CHAMUT et al., 2012), os altos niveis de GST no periodo de despertar podem
estar relacionados com a intensa sintese de testosterona, uma vez que a prioridade biologica do
periodo é se preparar para a reproducdo. Neste ponto, vale salientar que os animais foram
mantidos sob condig¢des controladas durante todo o periodo experimental, assim, descarta-se a

possibilidade da GST responder a exposicéo a xenobidticos.

Figura 11. Biossintese de hormdnios sexuais com atuacdo da GST e niveis de testosterona
observados ao longo do ciclo anual de Salvator merianae.

(A) (B)
Colesterol

i

!

i

B

9.0 Despertar

- HO' \
f’ 3@-hidroxi-5-pregnen-20-ona " 75

s
o o

A3-Androsten-3,17-diona A3-Pregnen-3,20-diona

na
Interagfies

6.0 Sexuais

4.5
wab

GST A3-3

GSTA3-3
H, 3.0
. Torpor Pos- Involugdo
1(hibernagio) Acasalamento gonadal
o o ned

ped
' L d
A*-Androsten-3,17-diona Progesterona 0.0 L

l JUL AGO SET OQOUT NOV DEZ

Testosterona (ng/ml)

o

Testosterona Més

(A) Duas vias biossintéticas levando aos hormdnios esteroides testosterona e progesterona, nota-se que a GST
possui papel fundamental em ambas as vias. Modificado de Johansson e Mannervik, 2001. (B) Niveis plasmaticos
de testosterona durante o ciclo reprodutivo/sazonal de espécimes machos de Salvator merianae [= Tupinambis
merianae]. E importante destacar que o periodo corresponde ao despertar (Setembro) coincide com os maiores
niveis de testosterona. Modificado de Chamut e colaboradores, 2012.

E incontestavel que inlimeras espécies sdo capazes de suportar uma ampla variacio na
producéo de EO frente a variagdes na disponibilidade de O Sendo assim, é possivel identificar
trés principais estratégias: 1) manutencdo das enzimas antioxidantes com atividades
suficientemente elevadas, lidando de forma eficaz com quaisquer oscilagdes na formagéo de
EO durante condi¢des de estresse; 2) a preparacdo para o estresse oxidativo — POS, em que a
resposta antioxidante aumenta durante a supressédo metabolica a fim de prevenir os possiveis
danos do periodo subsequente de reoxigenacao; e 3) suportar, em certo grau, o0 acumulo de dano
oxidativo e empregar mecanismos que descartem rapidamente os produtos danificados pelas
EO (STOREY, 1996).
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Portanto, durante o ciclo fisiologico anual de S. merianae verifica-se trés possiveis
respostas do metabolismo redox: i) as atividades constantes de CAT e GPx sugerem que 0S
niveis de H>O: e outros hidroperoxidos organicos néo se alteram de forma significativa, ou que
a manutencdo das enzimas em niveis elevados € suficiente para controlar possiveis oscilacdes
na formacdo destas EQO; ii) a GR e G6PDH podem aumentar sua atividade mediante situacfes
de maior formacédo de EO, como a hibernacéo e o despertar; iii) estes animais suportam elevados
niveis de danos oxidativos, tanto em condicGes hipometabdlicas, como também na fase de

reoxigenacao seguinte.

4.3. PERFIL HEMATOLOGICO

Os principais tipos celulares de répteis sao eritrdcitos (globulos vermelhos) e leucécitos
(glébulos brancos), sendo estes ultimos subdivididos em dois grupos: agranuldcitos (linfocitos
e mondcitos) e granuldcitos (azurdfilos, basodfilos, heterdfilos, e eosindfilos) (Figura 12)
(MARTINS et al.,, 2016; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013; STACY; ALLEMAN;
SAYLER, 2011; SYKES IV; KLAPHAKE, 2008; ZHANG; GU; LI, 2011).

Figura 12. Células sanguineas de Salvator merianae coradas com Panotico®.

A e B — Policromatofilos em diferentes estagios de maturagéo, C — Eritrocito Maduro, D — Linfocito, E — Mondcito,
F e G — Azurdfilos, H — Mondcito reativo, | — Basofilo, J — Heterd6filo, K — Eosindfilo. Barra = 5 pm. Fonte:
Elaborado pela autora.

Os eritrocitos foram observados na forma imatura, denominados policromatofilos
(Figura 12A e B), e madura (Figura 12C). Os policromatofilos encontravam-se em diferentes
estagios de maturacgéo (Figura 12A e B). Estas celulas sdo mais arredondadas e basofilicas, com
nacleo maior (redondo, oval ou irregular) e com maior relacdo nucleo/citoplasma quando

comparadas aos eritrocitos maduros, assim como descrito para outros répteis (MARTINS et al.,
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2016; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011). S&o relativamente menores que 0S
policromatéfilos de mamiferos, e aumentam gradualmente de tamanho conforme o estagio de
maturacdo (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011). Os eritrocitos maduros dos lagartos séo
nucleados, com formato eliptico e com nucleo posicionado no centro da célula e, apesar de
serem morfologicamente diferentes dos eritrocitos de mamiferos, principalmente pela presenca
do ndcleo, essas células sanguineas possuem a mesma funcdo bésica de trocas gasosas
(NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013; SYKES IV; KLAPHAKE, 2008).

Os linfacitos (Figura 12D) sdo celulas arredondadas, com ndcleo também arredondado
e citoplasma escasso (ZHANG; GU; LI, 2011). Apresentam taxas bastante varidveis na
circulacdo sanguinea e podem estar relacionados a inumeros fatores como, por exemplo,
sazonalidade, nutricdo, sexo e periodo reprodutivo. Dessa forma, a quantidade de linfécitos no
tecido sanguineo de répteis pode oscilar em uma faixa de 15-90% do total de leucdcitos
(MARTINS et al., 2016; NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013).

Os monocitos (Figura 12E) apresentaram formato redondo ou oval, com nucleo em
formato reniforme ou de bastonete, que ocupa a maior porcdo da area celular (citoplasma
escasso). Em répteis sdo pouco abundantes e apresentam cerca de 0-10% do total de leucdcitos,
podendo chegar até 20% em algumas espécies (SYKES IV; KLAPHAKE, 2008). As altas taxas
de mondcitos na circulacdo periférica estdo relacionadas a inflamacgdes crénicas e infeccbes
bacterianas e parasitarias, de forma que para a efetiva resposta imune necessitam diferenciar-se
em macréfagos (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011).

Também foi possivel observar azuroéfilos nos esfregacos de sangue dos teius (Figura
12F e G), sendo caracterizados por terem formato irregular e nicleo com heterocromatina
periférica (MARTINS et al., 2016). De acordo com Stacy, Alleman e Sayler (2011), os
azurdfilos sdo exclusivos de répteis, sendo mais comumente encontrados em lagartos e
crocodilos e menos frequentes em queldnios, de forma que o aumento ou diminuicdo acentuada
nas taxas de azuroéfilos podem representar casos de inflamacao e doencas infecciosas.

Os basofilos sdo células arredondadas e podem ser caracterizadas pela intensa presenca
de granulos citoplasmaticos (Figura 121). Em S. merianae, os basofilos foram caracterizados
por possuirem metacromasia dos granulos citoplasmaticos quando corados com azul de
toluidina (CARVALHO et al., 2006). Na maioria dos répteis, o aumento de basofilos na
corrente sanguinea pode ter associacdo com a presenca de hemoparasitos e infecgdes virais
(NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011; SYKES IV;
KLAPHAKE, 2008).
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Os heterofilos apresentaram nucleo periférico roxo e o citoplasma repleto de granulos
alongados e fusiformes de coloragdo résea (Figura 12J). Em répteis, a porcentagem de
heterofilos pode variar entre 30-45% do total de leucdcitos, mas algumas espécies de quelnios
e crocodilos podem apresentar mais de 50% deste tipo celular (STACY; ALLEMAN;
SAYLER, 2011). Estas altas porcentagens podem indicar infec¢Ges bacterianas (MARTINS et
al., 2016).

Os eosindfilos (Figura 12K) sdo semelhantes em tamanho e formato celular aos
heterofilos, com os quais sdo facilmente confundidos, mas diferenciam-se, principalmente, pela
forma e coloracdo dos granulos citoplasmaticos, pois os eosindfilos apresentam granulos
arredondados e de coloracéo roxa escura (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011). Em répteis
saudaveis, os eosindfilos costumam representar de 7-20% dos leucdcitos totais, sendo menos
frequentes em lagartos e mais frequentes em quel6nios (STACY; ALLEMAN; SAYLER,
2011). O aumento nas taxas deste tipo celular pode estar intimamente associado a parasitoses
(NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013).

Além da caracterizacdo dos tipos celulares, foi realizada uma avaliacdo da morfologia
eritrocitaria nos esfregacos sanguineos. Nos animais em hibernacdo observou-se uma grande
quantidade de eritrocitos binucleados (Figura 13A). Essa caracteristica evidencia uma possivel
resposta regenerativa, pois devido ao baixo metabolismo no respectivo periodo, a replicacdo de
eritrécitos pré-existentes pode representar um gasto energético menor em comparacdo a
producdo de novas linhagens celulares por meio da eritropoiese na medula 6ssea.

Ja a pré-hibernacéo foi caracterizada por uma expressiva quantidade de policromatofilos
(Figura 13B) e eritrocitos com formatos e tamanhos variaveis (Figura 13C), indicando também
uma possivel resposta regenerativa, porém associada a eritropoiese. Sabe-se que ocorréncia de
poiquilocitose e anisocitose leves é considerada normal para muitas espécies de répteis;
contudo, frequéncias moderadas e graves destas anormalidades podem ser indicativas de
anemia regenerativa (CAMPBELL, 2015; GOULART, 2004; NARDINI; LEOPARDI;
BIELLI, 2013).
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Figura 13. Alteracdes eritrocitarias encontradas durante o ciclo anual de Salvator merianae.
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(A) Eritrécito binucleado; (B) Policromatéfilo; (C) Poiquilocitose e Anisocitose. Barra = 5 um. Fonte: Elaborado
pela autora.

Nos resultados do eritrograma de S. merianae (Tabela 1), observou-se reducdo na
contagem de eritrocitos e na CHGM durante a hibernacdo em relacdo ao periodo anterior (pré-
hibernacéo). Ja 0 VGM e HGM foram maiores nos periodos de hibernacédo e despertar.

Durante a pré-hibernacdo destaca-se um elevado nimero de eritrocitos, porém menos
volumosos (VGM baixo) e com menor quantidade de hemoglobina (HGM baixo). Essas
caracteristicas, juntamente com a intensa quantidade de policromatofilos observados
microscopicamente, sugere que estes animais investem energeticamente na eritropoiese.
Andrade, et al. (2004) observaram que, no verdo, o sangue de S. merianae exibiu valores mais
altos de hematocrito, apresentando, assim, maior eficacia no transporte de oxigénio, em
comparagdo com periodo de hibernacéo. Essa comprovacao possui uma interpretacao funcional
evidente, pois durante o verdao os animais encontram-se ativos, o que requer mais células para
transportar grandes quantidades de oxigénio para atender a alta taxa metab6lica (ANDRADE
et al., 2004b).

Tabela 1. Comparacdo das variaveis da série vermelha de Salvator merianae entre 0s
periodos experimentais avaliados.

Pré Hibernacao Hibernacéo Despertar

Série Vermelha (média + EP) (média + EP) (média + EP) p*
Hematdcrito (%) 34,83 +2,572 35,67 +1,80°2 32,83+247% 0,326
Hemoglobina (g/dL) 10,65 + 0,60 10,17 £ 0,08 2 9,63+0,73% 0,280
Eritrdcitos (x10%/uL) 19,63 +2,022 11,27 +1,77° 10,04 +0,46° 0,003
VGM (fL) 184,57 +17,71%  346,91+40,91° 328,76 +2510° 0,003
CHGM (%) 30,81 +0,98 26,94 +0,85° 29,33+0,512° 0,023
HGM (pg) 56,63 + 5,18 92,80 +10,01° 96,37 +7,32° 0,011

EP: erro-padrdo. *Teste ANOVA para medidas repetidas, seguido de post hoc de Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica significativa entre os grupos.
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Por outro lado, a hibernacdo apresentou reducdo em 40% do namero de eritrécitos. No
entanto, apesar da quantidade menor de células vermelhas, estas apresentaram-se maiores
(VGM alto) e com mais Hb (HGM alto). Estas alteracdes hematologicas ocorridas durante a
condicdo hipometabdlica permaneceram no periodo subsequente de despertar. Como
mencionado anteriormente, nas laminas de esfregaco sanguineo foi bastante comum a presenca
de eritrécitos binucleados, indicando que possivelmente os animais em condicdes
hipometabdlicas investem energia na duplicacdo de células pré-existentes (células mais
volumosas) e sintese de hemoglobina.

Em outros estudos com lagartos da espécie S. merianae, 0s autores observaram o mesmo
perfil de reducdo na contagem de eritrécitos durante a hibernacdo (MAFFEI; HEUBEL;
SILVA, 2007). Estudos com marsupiais demonstraram que o torpor induz uma reducéo dréstica
no hematdcrito, contagem de eritrocitos e outros parametros hematoldgicos, provocando
anemia aguda (FRANCO; CONTRERAS; NESPOLO, 2013). E necessario salientar que o fato
da quantidade de eritrocitos reduzida ndo ter sido acompanhada por um hematocrito baixo,
durante a hibernacédo dos teius desse trabalho, sugere a ocorréncia de desidratacdo nos animais
(NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013; TROIANO; GOULD; GOULD, 2008). Troiano e
colaboradores (2008), evidenciaram um aumento nas variaveis hematoldgicas da série vermelha
(inclusive do VGM e HGM) durante o periodo de inverno em teids, sendo esta alteracdo
atribuida a perda de eletrdlitos e agua (hemoconcentragdo).

Para a série branca de S. merianae, observou-se maior quantidade de leucdcitos na pré-
hibernacdo em relacdo aos demais grupos. Na hibernacdo observamos a menor porcentagem de
azurofilos entre os periodos. J& o despertar foi caracterizado por maior porcentagem de
mondcitos e reducao em 70% do nimero de heteréfilos, quando comparado aos demais periodos
experimentais (Tabela 2).

A pré-hibernacdo pode entdo ser caracterizada por elevada quantidade de leucdcitos
totais quando comparada aos demais grupos. Isso pode ser explicado baseando-se no aumento
da temperatura corporal e maior atividade dos animais. Pois diante dessas condigdes, o tempo
necessario para se formarem diferentes antigenos € menor, resultando em n° de leucdcitos
elevados, como observado em estudos anteriores com o mesmo modelo animal (TROIANO;
GOULD; GOULD, 2008).
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Tabela 2. Comparacdo das variaveis da série branca de Salvator merianae entre os periodos
experimentais avaliados.

Pré Hibernacao Hibernacéo Despertar

Série Branca (média + EP) (média + EP) (média + EP) P
Leuceitos (x10¥uL) 329,83+ 26,182 192,17 £34,42° 112,67 £13,70° 0,002
Eosinéfilos (%) 1,17 +0,312 217+060°  1,33+042° 0,330
Heteréfilos (%) 2550 +4,74%  2533+454%  7.67+2,65° 0,024
Azuréfilos (%) 10,67+1,09°  533+128>  1950+£359% 0,002}
Bas6filos (%) 1,17+0,79° 067+033%  167+056% 05842
Linfécitos (%) 52,17 +362°  5033+313°  57,17+2,75% 0,430
Monécitos (%) 033+£123%  717+135°  1267+1,05° 0,013

EP: erro-padrdo. ‘Teste ANOVA para medidas repetidas, seguido de post hoc de Tukey. 2Teste de Friedman,
complementado por Dunnett. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos.

Por outro lado, a concentracédo de leucocitos reduz em 40% no periodo de hibernacao, o
gue também foi observado no estudo de Troiano e colaboradores (2008). Essa leucopenia e
depressdo imune em condi¢fes hipometabdlicas parece ser frequente também em mamiferos
hibernantes, os quais reduzem o ndmero de leucdcitos em aproximadamente 90% durante o
torpor (BOUMA; CAREY; KROESE, 2010; FRANCO; CONTRERAS; NESPOLO, 2013).

Além disso, a hibernacdo foi caracterizada por reducdo no numero de azurofilos, cuja
funcdo relaciona-se a defesa contra possiveis inflamacgdes e doencas infecciosas, similarmente
aos neutrofilos em outras espécies (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011). Assim,
considerando que durante o periodo de hibernacdo os animais permanecem inativos e afagicos,
a menor expressividade dos azurdéfilos pode estar relacionada ao fato de que neste periodo os
animais estdo menos susceptiveis a contrair inflamagdes e infeccbes. Em mamiferos
hibernantes é comum a queda no nimero de neutréfilos circulantes, o que ocorre provavelmente
devido a apoptose ou retencéo deste tipo celular em locais especificos, como os pulmdes, figado
e baco, onde o nimero de leucdcitos € aumentado durante torpor (BOUMA; CAREY;
KROESE, 2010).

O despertar, por sua vez, demonstrou aumento nos mondcitos e reducdo dos heterdfilos.
Os monacitos séo tipos celulares relacionados a inflamagdes cronicas ou infeccbes bacterianas
e parasitarias (NARDINI; LEOPARDI; BIELLI, 2013). Assim, o aumento desse tipo celular
apos a retomada do metabolismo padrédo, provavelmente representa 0 aumento das respostas de
defesa contra possiveis patdgenos que o animal possa adquirir com o retorno da alimentagéo e
atividade. Em mamiferos, durante o despertar, o0 nimero de neutréfilos e mondcitos aumenta
rapidamente e retorna aos niveis encontrados no verdo (BOUMA; CAREY; KROESE, 2010;
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FRANCO; CONTRERAS; NESPOLO, 2013). Com relacdo aos heterofilos, estes tipos
celulares sdo relacionados ao combate de infeccbes bacterianas (MARTINS et al., 2016).
Considerando que os mondcitos também desempenham funcéo contra infec¢bes bacterianas, 0s
animais provavelmente investem energeticamente em um tipo leucocitario com funcgdes imunes
mais abrangentes durante o despertar.

Sendo assim, fica evidente que a relacdo dos tipos leucocitérios se altera possivelmente
conforme as prioridades imunologicas de cada periodo. Alem disso, é importante ressaltar que
as consequéncias das alterac6es na funcdo imune durante a hibernagdo nao séo claras, embora
a imunossupressdo durante o torpor provavelmente seja benéfica em termos de conservagdo de
energia (BOUMA; CAREY; KROESE, 2010). Ao mesmo tempo, a depressao do sistema imune
também pode levar a um aumento na susceptibilidade de contrair infec¢Ges, como nos casos de
alta mortalidade de morcegos hibernantes que desenvolveram fungos (BOUMA; CAREY;
KROESE, 2010; FRANCO; CONTRERAS; NESPOLO, 2013).



5. CONCLUSAO




59
CONCLUSAO

5. CONCLUSAO

o As variacOes referentes ao peso corporal durante o ciclo fisiologico de S.
merianae nos permitem concluir que estes animais ndo so6 perdem relativamente pouca massa
corporea nos trés meses de hibernagdo, como também a recuperam rapidamente com poucos
dias de alimentacdo e hidratacdo no despertar. Com relacdo a temperatura corporal é possivel
destacar que as oscilacfes encontradas adequam-se ao padrdo comportamental dos animais nas
diferentes estacGes do ano.

o O padrdo de aumento na atividade de algumas enzimas antioxidantes de S.
merianae durante a hibernacgéo e despertar, somado aos altos niveis de biomoléculas oxidadas,
sugere que houve estresse oxidativo na condicdo hipometabdlica, com consequéncias
oxidativas que permaneceram evidentes mesmo com o retorno de sua atividade metabolica
padrdo. Além disso, é notdrio que estes animais sdo capazes de suportar oscilacbes no equilibrio
redox durante seu ciclo fisiolégico anual.

. O comportamento anual de hibernacdo em S. merianae requer ajustes na serie
vermelha do perfil hematologico para um transporte de gases eficiente em condicdes
hipometabdlicas. Além disso, o hipometabolismo caracteristico do periodo de hibernacéao
parece suprimir o sistema imune, no entanto a relacdo dos tipos leucocitarios se altera

possivelmente conforme as prioridades imunoldgicas de cada periodo.
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APENDICE A — Protocolos para ensaios bioquimicos

Ensaio espectrofotométrico para CAT

Tampd&o para Catalase: pesar 0s seguintes sais juntos, adicionar os respectivos volumes

de &gua ultrapura e regular o pH para 8,0 (usar HCI ou NaOH).
1) Tris HCI 1M:
121,19 para vol. total de 1L
30,279 para vol. total de 250mL
6,055¢ para vol. total de 50mL

2) EDTA5mM:

1,461 em vol. total de 1L
0,365g em vol. total de 250mL
0,07305g em vol. total de 50mL

Meio de Reac3do:

1) Adicionar 100pL de H202 (concentracdo 30%) em 100mL de &gua ultrapura, de
modo que a molaridade seja igual a 10mM;

2) Desta solucéo de H.O2 10mM, retirar 10mL, para novamente ajustar a molaridade;

3) Adicionar 5mL do tampéo de catalase aos 90mL restantes;

4) Adicionar 4mL de &gua ultrapura.

ENSAIO

Reativos
Meio de Reacdo (500 — X) pL
Amostra X uL

Referéncia: 500uL de agua ultrapura.

Leitura no espectrofotbmetro: 240nm.
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Ensaio espectrofotométrico para GPx

Tampédo PO4” 0,1M; pH 7,0: pesar os sais, adicionar os respectivos volumes de agua

ultrapura e regular o pH para 7,0 (usar HCI ou NaOH).
1) Monobasico (KH2PO4)
6,805¢ para vol. total de 1L
3,49 para vol. total de 500mL

2) Dibasico (K2HPO4)
8,719 para vol. total de 1L
4,35¢ para vol. total de 500mL

EDTA 0,005M; pH 7.0:
Pesar 1,461g de EDTA e diluir em 1L de &gua ultrapura.

Meio de Reacdo:

e Tampéo POy4 -------- 25mL
o EDTA --------mmmmme- 10mL
¢ GR oo 11pL
o GSH -------meomeoee-- 16mg
e NADPH -------------- 8,6mg
o HyO ------mmmmmmmeeeee 15mL

Preparo do tBOOH (Perdxido de terbutila 0,5mM): diluir 128uL em 10mL de tampao.

ENsAlIO
Reativos Hidrdlise Reacéo
Meio de Reacéo 495uL (495 — X) pL
tBOOH 5uL 5uL
Amostra ~  --—--- X uL

Referéncia: 500pL de tampéo POy
Leitura no espectrofotbmetro: 340nm.

*A hidrolise representa o branco da reagéo.
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Ensaio espectrofotométrico para GR

Tampédo PO4” 0,1M; pH 7,5: pesar os sais, adicionar os respectivos volumes de agua

ultrapura e regular o pH para 7,5 (usar HCI ou NaOH).
1) Monobasico (KH2PO4)
6,805¢ para vol. total de 1L
3,49 para vol. total de 500mL

2) Dibasico (K2HPO4)
8,719 para vol. total de 1L
4,35¢ para vol. total de 500mL

3) EDTA 1mM
1,869 para vol. total de 1L

GSSG 125mM:

Se 0 peso molecular for igual a 612,6, dissolve-se 76,58mg/mL no tampdo POy

Se 0 peso molecular for igual a 656,6, dissolve-se 82,08mg/mL no tampdo POy

NADPH 6mM:

Se 0 peso molecular for igual a 833,4, dissolve-se 5mg/mL em NaHCOs3 a 0,1%.

ENsAIO
Reativos Hidrolise Reacdo
Tampdo PO47; EDTA 1mM 480uL (480 — X) uL
GSSG 10uL 10uL
NADPH 10uL 10uL
Amostra ---e-- X uL

Referéncia: 500uL de tampéo POy4".
Leitura no espectrofotdmetro: 340nm.
*A hidrdlise representa o branco da reagéo.
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Ensaio espectrofotométrico para G6PDH

Tampéo Tris HCI 0,1M; pH 7,4: pesar o Tris, adicionar o volume de &gua ultrapura

correspondente e regular o pH para 7,4 com adicdo de HCI.
12,1149 de Tris para vol. total de 1L
6,057g de Tris para vol. total de 500mL

MgCl; 0,2M:
40,669 para vol. total de 1L

20,33g para vol. total de 500mL

Meio de Reacdo:

1) Emum erlenmeyer adicionar 50mL do tampdo Tris HCI; 1,8mL de MgCl,, 10mg de
NADP e 48mL de agua ultra pura;
2) Retirar 50mL dessa mistura e transferir para outro erlenmeyer (solucdo sem G6P)

3) Adicionar 21,25mg de G6P ao erlenmeyer inicial (solugdo com G6P).

ENsAlIO
Reativos Hidrdlise Reacdo
Solucdo sem G6P 500 -X)puL e
Solugdo comG6P - (500 — X) pL
Amostra X uL X uL

Referéncia: 500puL de solucdo sem G6P.
Leitura no espectrofotdmetro: 340nm.

*A hidrolise representa o branco da reagéo (fazer para cada amostra).
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Ensaio espectrofotométrico para GST

Tampédo PO4” 0,2M; pH 6,5: pesar os sais, adicionar 0s respectivos volumes de agua

ultrapura e regular o pH para 6,5 (usar HCI ou NaOH).
1) Monobasico (KH2PO4)
13,6659 para vol. total de 1L
6,832¢ para vol. total de 500mL

2) Dibasico (K2HPO4)
17,429 para vol. total de 1L
8,71g para vol. total de 500mL

GSH 200mM:
Pesar 61,46mg de GSH e adicionar 1mL de tampéao PO4 0,2M; pH 6,5.

CDNB 200mM:
Pesar 40,61mg de CDNB e adicionar 1mL de etanol absoluto.

ENsAIO
Reativos Hidrolise Reacdo
Tampdo PO4 0,2M; pH 6,5 490uL (490 — X) uL
GSH 5uL 5uL
CDNB 5uL 5uL
Amostra  —--ee- X uL

Referéncia: 500uL de tampéo POy4".
Leitura no espectrofotbmetro: 340nm.

*A hidrélise representa o branco da reagéo.



73
APENDICES

Analise de Biomoléculas Oxidadas por Fluorescéncia

Preparo da Curva Analitica:

1) Adicionar 1,65uL de tetrametoxipropano (TMP) em 1mL de &gua ultrapura e agitar
bem utilizando vortex;

2) Diluir 10pL dessa solugdo em 990uL de &gua ultrapura e agitar novamente (solugdo
estoque);

3) Diluir essa solucdo estoque em agua ultrapura seguindo as seguintes concentracoes:

Concentracdo (ng/mL)  Solucdo estoque TMP (uL)  H20 (uL) Volume final (uL)

0 0 600 600
60 1 599 600
120 2 598 600
180 3 597 600
240 4 596 600
300 5 595 600

Preparo das Amostras:

1) Preparar acido fosforico (0,1%):
Diluir 118uL de &cido fosférico 85% em 1mL de agua ultrapura (utiliza-se 400uL

da solucdo final por amostra);

2) Preparar TBA (0,6%):
Pesar 6mg de acido tiobarbitarico e diluir em 1mL de agua ultrapura (utiliza-se

100pL da solucdo final por amostra);

3) Preparar as amostras:
Em tubos eppendorf de 1,5 mL, adicionar 50uL de adgua (branco); 50uL de cada
ponto da curva analitica; e 50uL de plasma; 400uL de acido fosforico 0,1% e 100uL
de TBA 0,6%. Homogeneizar e incubar por 30 minutos a 90°C. Em seguida, parar a

reacdo colocando as amostras no gelo, filtrar e injetar no HPLC.
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APENDICE B - Protocolos para anélise hematoldgica

Hematdcrito

O hematdcrito representa um modo simples de verificar o volume globular através da
relacdo entre os globulos vermelhos e o volume de plasma, ou seja, a porcentagem (%) de

eritrocitos no sangue. Consiste dos seguintes passos:

1) Homogeneizar a amostra com delicadeza, em seguida, preencher % do tubo capilar
de microhematdcrito com sangue;

2) Fechar uma das extremidades do tubo e coloca-lo na centrifuga propria por cerca de
5 minutos a 13.000 rpm;

3) Realizar a leitura no cartdo de referéncia, cujos valores sdo dados em porcentuais de

volume celular em relacéo ao total (Figura 14).

Figura 14. Cartdo de referéncia para leitura do hematdcrito.
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INSTRUCOES DE LEITURA:

01 - Coloque o capilar sobre a régua, em paralelo as linhas vorticas

ATENCAO 02 - Acerte o menisco do plasma na linha 100 (horizontal) e desloque
o capilar horizontalmente até quo sua linha base, onde ostho
assontadas as cblulas, fique exatamento na linha O

<

No caso de quebra de capilar, limpar corretamente a ranhura @ a

Quarnico de borracha com o auxilio de um coletor, pois qualquer tul
" s a8 oblula

fesiduo podaera provocar quabras sucessivas 03 - Leia o valor da linha limite, entre 0 plasma e as colulad

Fonte: Quimis®.
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Dosagem de hemoglobina circulante

A dosagem de hemoglobina circulante fornece a concentracdo de hemoglobina total do
sangue a partir do método de cianometahemoglobina. Assim, a hemoglobina e todos 0s seus
derivados séo transformados em cianometahemoglobina por um reativo especial a base de
cianeto e, em seguida, € quantificada por espectrofotometria. Sua realizacdo consiste nos

seguintes etapas:

1) Adicionar 20uL de amostra de sangue em 5mL de solucdo Drabkin;

Solucéo Drabkin:

e 0,209 de ferricianeto de potassio;

e 0,209 de cianeto de potassio;

e 1.000mL de agua destilada q.s.p.

Branco: somente a solu¢do Drabkin.

2) Medir em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540nm;

3) O resultado da leitura da absorbancia é multiplicado por um fator de correcao
(FC), cujo calculo ocorre a partir da divisdo entre a concentracdo e absorbancia (C/A) de uma
amostra padrdo. No presente estudo, utilizamos uma amostra padrdo de hemoglobinas com
concentracdo de 10g/dL e a absorbancia de 0,31nm e, dessa forma, todos os valores obtidos na
leitura de absorbancias no espectrofotémetro foram multiplicados por um fator de correcéo de

32,26, a fim de obtermos a dosagem de hemoglobina circulante em g/dL.
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Contagem de Eritrdcitos

A contagem de eritrécitos contabiliza o nimero absoluto de eritrocitos existentes em um
determinado volume de sangue. E feita a partir dos seguintes passos:

1) Com a pipeta de Thomas, aspirar sangue até a graduagdo de 1 e completar com
a solugdo Natt & Herrick (1952) até a marca 101,

Solucdo de Natt & Herrick:

e 3,88g de cloreto de sédio (NaCl)

e 2,509 de sulfato de s6dio (Na;SO4)

e 0,259 de fosfato de potassio monobasico (KH2PQO4)

e 2,91g de fosfato de sédio dibasico (K2HPOa)

e 7,50mL de formalina (37%)

e 0,1g metil violeta 2B

e 1000mL de agua destilada g.s.p.

A solucdo é mantida overnight e filtrada antes do uso.

2) Agitar a pipeta e depositar a amostra na abertura da Camara de Neubauer, até

preenché-la com o liquido, que penetra por capilaridade entre a cdmara e a laminula;

3) Deixar a cdmara em ambiente Umido (placa de petri com algoddo molhado) por
cinco minutos, para a perfeita sedimentagédo dos eritrocitos;

4) Realiza-se a contagem em microscopio com objetiva de 40x (Figura 15). O valor

obtido (n) deve ser multiplicado por 5000, resultando no n° de eritrdcitos por pL de sangue.

Figura 15. Cartdo de referéncia para leitura do hematdcrito.
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Célculo dos Indices Hematimétricos

Os indices representam o volume médio de eritrocitos, o teor de hemoglobina das
hemacias e a quantidade total de hemoglobina. S&o obtidos por meio dos calculos (Figura 16):

o Volume Globular Médio (VGM): indica o0 volume médio de eritrécitos expresso

em fentolitros (fL). E obtido a partir da divisdo do volume globular contido em um mm?® de
sangue (hematocrito) pelo n° de eritrécitos no mesmo volume (contagem de eritrocitos);

o Concentracdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM): designa o indice

médio da porcentagem de hemoglobina por hemacia. O calculo consiste em dividir o resultado
da dosagem de hemoglobina pelo hematdcrito;

o Hemoglobina Globular Média (HGM): indica peso total de hemoglobina. E
obtida relacionando-se o resultado da dosagem de hemoglobina ao numero de eritrocitos
existentes no mesmo volume. Os indices utilizados sdo obtidos a partir de valores de
hemoglobina, hematdcrito e contagem de células, representados pelas seguintes abreviacoes:

Ht = valor do hematocrito;

E = nimero de eritrocitos/ L de sangue;

Hb = hemoglobina.

Figura 16. Formulas matemaéticas para o calculo dos indices hematimétricos.

VGM (fL) = Ht (%) x 10
E (milhdes/uL)

CHGM (g/dL ou %) = Hb (g/dL) x 100
Ht (%)

HGM (pg) = Hb (gd1)x 10
E (milhdes/uL)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Contagem de Leucdcitos

A contagem de leucdcitos contabiliza o niUmero absoluto de leucdcitos existentes em um
determinado volume de sangue. E feita a partir dos seguintes passos:

1) Com a pipeta de Thomas, aspirar sangue até a graduagdo de 1 e completar com
a solugdo Natt & Herrick (1952) até a marca 11;

Solucdo de Natt & Herrick:

e 3,88g de cloreto de sddio (NaCl)

e 2,50g de culfato de sodio (NazSO4)

e 0,259 de fosfato de potassio monobasico (KH2PQO4)
e 2,91g de fosfato de sédio dibasico (KoHPOa)

e 7,50mL de formalina (37%)

e 0,1g metil violeta 2B

e 1000mL de &gua destilada g.s.p.

A solucdo é mantida overnight e filtrada antes do uso.

2) Agitar a pipeta e depositar a amostra na abertura da Camara de Neubauer, até
preenché-la com o liquido, que penetra por capilaridade entre a camara e a laminula;

3) Deixar a cdmara em ambiente Umido (placa de petri com algoddo molhado) por
cinco minutos, para a perfeita sedimentacédo dos eritrocitos;

4) Realiza-se a contagem em microscopio com objetiva de 40x (Figura 15). O valor

obtido (n) deve ser multiplicado por 1000, resultando no n° de leucdcitos por L de sangue.
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Contagem diferencial de leucocitos

A contagem diferencial de leucdcitos, por meio de esfregacos sanguineos, permite
identificar a variedade de leucdcitos e estabelecer suas proporcoes relativas. Visa obter o valor
percentual de cada tipo de leucdcito no sangue circulante, para depois, conhecendo-se o total
de leucdcitos, definir o total de cada tipo celular. Dessa forma, consiste na realizagcdo dos
seguintes procedimentos:

1) Utiliza-se o esfregaco sanguineo, feito com uma gota de sangue, que é estendida
sobre uma lamina de vidro com auxilio de uma segunda lamina e, posteriormente, é corado com
Panético (Hematocor-Bioldgica®);

2) O esfregaco é observado ao microscopio com objetiva de imerséo a 6leo (100x)
e contam-se 100 leucdcitos, anotando cada tipo diferencial (linfocito, mondcito, azurdfilo,
basdfilo, heterdfilo ou eosindfilo);

3) Ao final da contagem, obtém-se os valores percentuais de cada tipo celular.
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ANEXO A — Documento de aprovacao para experimentacdo animal pela Comissao de

Etica no Uso de Animais — IBILCE/UNESP

\/
O UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes " 40LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sao José do Rio Preto

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

CERTIFICADBDO

Certificamos que a proposta infitulada “Efeitos da variagcdo metabdlica
sazonal sobre a hematologia e sistema bioguimico antioxidante de
Salvator merianae (Squamata: Teiidae)”, registrada com o n°. 149/2016 -
CEUA, sob a responsabilidade da Professora Doutora Cldaudia Regina
Bonini Domingos, que envolve a producdo, manutencdo ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou de ensino), encontra-se de
acordo com os Preceitos da Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), do
IBILCE/UNESP, em reunido de 29 de junho de 2016.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacdo | 30 de junho de 2016 a 28 de fevereiro de 2018

Espécie/linhagem/Raca | Réptil (Salvator merianae)

N° de animais 10 (dez)

Peso/ldade 500g/ 03 anos

Sexo Machos

Origem Biotério do Instituto de Biociéncias, Letras e

Ciéncias Exatas — IBILCE/UNESP — S&o José do
Rio Preto/SP

Sdo José do

iQ Preto, 29 de junho de 2016.
\ \

oy
Profa. Dra. Patricia Simone Leite Vilamaior
Vice-Presidente da CEUA

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas - Comissio de Etica no Uso de Animais
Rua Cristovao Colombo, 2265 - Jardim Nazareth - CEP 15054-000 Sao José do Rio Preto - SP - Brasil
Tel: (17) 3221-2428 / 3221-2563




