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RESUMO

Ao longo do ciclo de vida dos organismos, a entrada de nutrientes se faz
necessaria para a manutencao e antecipacdo de eventos biolégicos. Um dos eventos com
maiores custos para o metabolismo é a reproducdo. Marcadores do status oxidativo
podem tornar-se ferramentas importantes na biologia da conservagdo para avaliar
expectativas de sobrevivéncia e reprodugdo nos organismos, bem como elucidar os
efeitos de impactos antropicos em populagdes em ambiente natural. Tropidurus
catalanensis € um lagarto encontrado em afloramentos de rocha, de porte médio e cor
escura, com habito diurno e comportamento territorialista. O periodo reprodutivo inicia-
se em setembro e se encerra em janeiro, onde machos defendem seus haréns e fémeas
tornam-se residentes. O objetivo do presente estudo foi analisar as flutuagdes sazonais
do metabolismo intermediério, de indices corporais e marcadores do status oxidativo de
machos e fémeas de uma populacéo de Tropidurus catalanensis, que habita os campos
do Pampa, bioma que abrange os paises Argentina, Brasil e Uruguai. O estudo foi
desenvolvido em uma area localizada em Alegrete, RS. Foram coletados 73 animais ao
longo de um ano, através de busca ativa e captura manual. Houve o levantamento do
comprimento rostro-cloacal (CRC), da massa corporal e foram retiradas amostras de
sangue através de puncdo cardiaca com o auxilio de seringas heparinizadas. No plasma
foram analisados os niveis de proteinas totais, acido drico, glicose, lipideos totais,
triglicerideos, colesterol total e colesterol VLDL. No figado foram analisados os niveis
de proteinas totais, glicogénio, lipideos totais e triglicerideos. Nos tecidos hepatico,
renal e por¢cdo do musculo caudal foram analisados os niveis de lipoperoxidagdo
(TBARS) e a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase

(CAT) e glutationa S-transferase (GST). Também foram levantados os indices



hepatossomatico, gonadossomético e de gordura abdominal. Os resultados obtidos
revelam que este saurio apresenta um claro padrdo de variacdo sazonal em seu
metabolismo, dos marcadores de estresse oxidativo e nos indices corporais. Os meses de
inverno parecem levar a um estado de hipometabolismo principalmente em machos,
assim como o periodo reprodutivo parece ser o evento bioldgico que exige maior
demanda energética, principalmente para as fémeas. Estes custos ocasionados pela
reproducdo podem tornar a espécie mais vulneravel a alteracdes em seu meio ambiente.
Sendo assim, o presente trabalho pode ser considerado importante na descricdo e
entendimento dos efeitos da sazonalidade no metabolismo intermediario e no status

oxidativo de lagartos de vida livre, dando subsidios para a conservacéao da herpetofauna.

Palavras-chave: Lagartos, metabolismo intermediario, estresse oxidativo, variacoes

sazonais, reproducdo, fisiologia da conservacao.



ABSTRACT

During the cycle of life of organisms, the food intake is crucial to maintenance
and anticipation of biological events. One of the major events in terms of metabolic
costs is reproduction. Indicators of oxidative status may become important tools in
conservation biology, in order to evaluate survival and reproduction expectations on
organisms, as well as to elucidate the effects of anthropic impacts among populations in
their natural environment. Tropidurus catalanensis it is a dark-colored and medium size
lizard that can be found in rocky outcrops, and has a day-light habit and territorial
behavior. It's reproductive period goes to September from January, with males
defending its harem and females tend to be more sedentary. The objective of the present
study was to analyze seasonal variations of the intermediate metabolism, body index
and biomarkers of the oxidative status of males and females from a population of
Tropidurus catalanensis from Pampa biome, which occurs in Argentina, Brazil and
Uruguay. The study was developed in a farm located in the city of Alegrete, RS. The
study lasted one year, and it was collected 73 animals by active search and manual
capture. It was measured the snout-vent-length (SVL), the body weight and it was taken
blood samples by cardiac puncture with heparinized syringes. It was analyzed total
proteins, uric acid, glucose, total lipids, triglycerides, total cholesterol and VLDL
cholesterol of the blood plasma. On the liver, it was analyzed the levels of total proteins,
glycogen, total lipids and triglycerides. On the liver, kidneys and muscle tissue from the
lizard"s tale it was analyzes the levels of lipid peroxidation (TBARS) and the activities
of the following antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
glutathione S-transferase (GST). It was also measured the hepatosomatic and

gonadosomatic index, as well as the abdominal fat. The present results indicate that this
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lizard has a clear pattern of seasonal variation on its metabolism, its oxidative stress
biomarkers and its body indexes. The winter period seems to induce a hypometabolic
state mainly in males, and the reproductive period seems to be the biological event that
requires the largest energetic demands, especially in females. These costs caused by
reproduction may increase the vulnerability of the species to any environmental
disturbance. Thus, the present study can be considered important on the description and
understanding of the effects of the seasonality on the intermediate metabolism and
oxidative status of free-living lizards, providing resources for the conservation of

herpetofauna.

Keywords: lizards, intermediate metabolism, oxidative stress, seasonal variations,

reproduction, conservation physiology.
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APRESENTACAO

Esta dissertagdo, intitulada como “Efeitos da variagdo sazonal sobre o
metabolismo intermediério e o status oxidativo de Tropidurus catalanensis (Squamata,
Tropiduridae)” ¢ um dos requisitos exigidos para a obten¢do do titulo de Mestre em
Zoologia pelo Programa de Pds-Graduacdo em Zoologia da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul.

Para a apresentacdo dos resultados obtidos, este trabalho é composto por dois
capitulos redigidos em forma de artigos, o primeiro intitulado: “O custo da reproducao
no metabolismo de Tropidurus catalanensis (Squamata, Tropiduridae)” e o segundo:
“Estudo das variagOes estacionais do status oxidativo em Tropidurus catalanensis
(Squamata, Tropiduridae)”. Os trabalhos supracitados deverdo ser encaminhados para
publicacdo na revista “Journal of Comparative Physiology B”.

Os artigos acercam-se sobre o estudo das flutuagdes sazonais do metabolismo
intermediario e de marcadores de estresse oxidativo na espécie Tropidurus catalanensis;
portanto, o presente trabalho apresentara uma introducdo geral comum aos dois artigos.
No artigo “O custo da reproducdo no metabolismo de Tropidurus catalanensis
(Squamata, Tropiduridae)”, serd abordado a caracterizacdo do metabolismo
intermediario no plasma (proteinas totais, acido drico, glicose, lipideos totais,
triglicerideos, colesterol total e colesterol VLDL) e no tecido hepético (proteinas totais,
glicogénio, lipideos totais e triglicerideos), além dos indices corporais, dando enfoque
aos custos que a reproducdo exige desta especie.

O artigo intitulado “Estudo das variacOes estacionais do status oxidativo em
Tropidurus catalanensis (Squamata, Tropiduridae)”, tem por objetivo descrever a

variacdo entre as estacdes do ano de marcadores basicos de estresse oxidativo, através
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da determinacdo dos niveis de lipoperoxidacdo e atividade das enzimas superoxido

dismutase, catalase e glutationa S-transferase para a espécie.
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INTRODUCAO GERAL

Espécies em todo o planeta tém sido seriamente ameacadas por diversos tipos de
perturbacbes como fragmentacdo e perda de habitat, sobre-exploracdo, espécies
invasoras, doencas, quimicos introduzidos no ambiente e mudancas climéticas (Carey,
2005; McNab, 2006; Brook et al. 2008). E estimado que até 2050, entre 15 a 37% das
espécies de plantas e animais existentes em diferentes areas geogréaficas se tornem
extintas (Thomas et al. 2004) e a biodiversidade dos ecossistemas marinho e de agua
doce seja drasticamente reduzida (Jenkins, 2003). Os organismos podem responder as
mudangas ambientais basicamente de trés formas: (1) dispersdo para um ambiente
menos afetado; (2) a plasticidade fenotipica e fisiologica permitir tolerancia a nova
condicdo ou (3) a ocorréncia de alteracBes genéticas via processo evolutivo que

acarretard em adaptacdo (Hofmann e Todgham, 2010).

A fisiologia tem como foco os mecanismos envolvidos no sistema de
funcionamento do organismo, incluindo anatomia e estrutura dos érgdos, aquisicdo de
recursos, metabolismo e fluxo de energia, regulacdo e manutencdo da homeostase,
aclimatacdo e tolerancia as mudancas ambientais, desempenho (como crescimento,
locomocdo e fitness reprodutivo) e impactos no ecossistema (Cooke et al. 2013). A
fisiologia, como ciéncia, também pode auxiliar na atenuacdo de perturbacbes
ambientais, identificando aspectos chaves ou periodos de estresse nos organismos. E
possivel prever e antecipar adversidades através do conhecimento de caracteristicas
fisioldgicas basais (Wikelski e Cooke, 2006), como por exemplo, verificado em iguanas
marinhas de Galapagos. Estudo feito por Romero e Wikelski (2001) mostrou que estes
iguanas apresentavam seus niveis de corticosterona (hormonio ligado ao estresse)

aumentados como estratégia de sobrevivéncia para periodos de escassez alimentar
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causado pelo fenébmeno EI Nifio. Com a ocorréncia de um derramamento de petroleo
nas ilhas de Galapagos no mesmo ano, foi verificado que o estresse ambiental gerado
conduziu a uma incapacidade destes animais em digerir algas marinhas, principal
alimento para os iguanas. Apurou-se que 0s niveis de corticosterona destes animais
estavam aumentados além do esperado para a época (Wikelski et al. 2001). O aumento
deste glicocorticoide pode ocasionar uma alta mobilizacdo dos recursos energéticos para
manutencdo da homeostase, levando a uma diminuicdo do fitness reprodutivo e
imunossupressdo (Romero, 2004; Wingfield, 2013). Outro exemplo preocupante é o
declinio de populagdes de anfibios. Nas Gltimas décadas, drasticas reducdes no nimero
de espécies e tamanho de populacfes tém sido documentadas. As razGes sdo as mesmas
ja citadas anteriormente: destruicdo de habitat, introducdo de espécies exaticas, doencas,
poluicdo por metais pesados e uso indiscriminado de pesticidas (Linder et al. 2003;
Carey, 2005; Dornelles e Oliveira, 2014). Pelo fato dos anfibios estarem presentes tanto
em ambiente aquatico quanto terrestre em diferentes estagios do seu ciclo de vida e
apresentar alta permeabilidade cuténea, estes organismos sdo considerados altamente
sensiveis a xenobidticos (Alford e Richards, 1999). Trabalhos analisaram o
metabolismo energético e estresse oxidativo em girinos de rd touro, e tiveram como
resultado alteracbes metabolicas que podem estar ligadas ao desenvolvimento,
metamorfose e sucesso reprodutivo (Dornelles, 2013); além da inducdo de espécies

reativas de oxigénio (ERO) e consequente estresse oxidativo (Costa et al. 2008).

Em geral, os organismos precisam lidar com variacdes naturais em seus
ecossistemas, porém adicionalmente, os distirbios causados por forgas antropicas tém
langado grandes desafios a sobrevivéncia dos mesmos (Carey, 2005). Em muitos casos,
a dificuldade estd em obter informacbes basicas da fisiologia dos organismos para

entender seus periodos de susceptibilidade e prever como 0s mesmos responderdo as
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adversidades (Wikelski e Cooke, 2006). Para isto, a fisiologia tem sido empregada
como ferramenta na biologia da conservacdo; uma area multidisciplinar dedicada ao
estudo das causas no declinio de espécies e a recuperacdo daquelas que estdo ameacadas
de extingdo (Carey, 2005). A fisiologia da conservacao € definida como “uma disciplina
integrativa que visa compreender e predizer como organismos, populacdes e
ecossistemas responderdo a mudancas ambientais e fatores de estresse” (Cooke et
al.,2013). O conhecimento prévio do ciclo de vida dos organismos em ambiente natural
permitira compreender o impacto das alteracBes ambientais nos mesmos (McEwen e

Wingfield, 2003).

Segundo McEwen e Wingfield (2003), homeostase € a estabilidade dos sistemas
fisiologicos que mantém a vida. Todos 0s organismos necessitam ajustar sua
morfologia, fisiologia e comportamento durante seu ciclo de vida. Em vertebrados, estes
ajustes ocorrem em suas rotinas diarias e também sazonalmente (McEwen e Wingfiled,
2010). Reproducao, migracdo, muda e hibernagdo sao exemplos de eventos bioldgicos

comuns durante a historia de vida dos organismos (McEwen e Wingfield, 2003).

Variagdes sazonais nos fatores bioticos e abiodticos apresentam grande influéncia
no metabolismo energético de répteis (Bennett e Dawson, 1976). Por serem animais
ectotérmicos, alteracbes de temperatura podem causar importantes efeitos na estrutura e
funcdo das enzimas metabdlicas, modificando de maneira profunda o0s processos
fisiolégicos e padrdes de atividade, principalmente no que se refere ao ciclo
reprodutivo. Fatores como disponibilidade de alimento e fotoperiodo também
contribuem para as diferencas sazonais do metabolismo (Bennett e Dawson, 1976;
Huey, 1982; Somero, 2004; Southwood et al. 2006, Williard e Harden, 2011). Répteis
podem manter atividade durante os meses de inverno através de uma combinacdo no

comportamento de termorregulacdo e/ou compensacdo da capacidade metabdlica
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(Southwood et al. 2011). Esta estratégia somente sera adotada se os beneficios
energéticos superarem 0s gastos; 0 que pode ndo convir para espécies de répteis que
enfrentam invernos rigorosos. Hipometabolismo e dorméncia sdo estratégias adotadas
para algumas espécies de tartarugas (i.e. Trachemys scripta, Chrysemys picta e
Chelydra serpentina), que permanecem submersas na agua ou enterradas na lama

enguanto as temperaturas estiverem baixas (Ultsch, 1989; Ultsch, 2006).

A reproducdo em répteis de zonas temperadas parece funcionar de maneira
sazonal, com picos de atividade reprodutiva separados por periodos de inatividade.
Machos podem produzir espermatozoides ao longo de todo ano, porém fémeas
geralmente apresentam producdo sazonal de gametas, que findam em ninhadas Unicas
ou multiplas. J& espécies de zonas tropicais podem se reproduzir ao longo de todo ano.
Em geral, a temperatura parece ser a maior reguladora do ciclo reprodutivo em répteis.
Porém, outros fatores como fotoperiodo, regime de chuvas e disponibilidade de
alimentos também podem influenciar neste evento biologico. A sincronizacdo da
reproducdo aos fatores ambientais € fundamental para garantir 0 nascimento e a
sobrevivéncia da prole. Em regides temperadas, o ciclo de machos e fémeas é ajustado
para que O0S seguintes eventos ocorram na primavera na seguinte ordem:
espermatogénese, vitelogénese, acasalamento e ovulacdo; e seguindo com o
desenvolvimento embrionario e nascimento dos filhotes no verdo (Callard e Kleis,

1987).

Diversos trabalhos abordam os custos da reproducdo em répteis (e.g. Shine,
1980; Lacy et al. 2002; Angilletta e Sears, 2000; Van Dyke e Beaupre, 2011),
principalmente do ponto de vista energético. Segundo Shine (1980), o esforco
reprodutivo pode ser classificado em duas categorias: (1) diminuigdo da sobrevivéncia,
que estd associada as mudancas comportamentais resultantes da reproducgdo e; (2)
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alocacdo energética, onde o custo pode ser maior principalmente em fémeas que
reduzem a ingesta alimentar durante o periodo reprodutivo. Pela demanda energética
para producdo de gametas ser muito alta, a energia disponivel para outras fungdes como
atividade, crescimento e manutencdo da homeostase pode ficar limitada (Angilletta e
Sears, 2000; Harshman e Zera, 2006; Van Dyke e Beaupre, 2011). Na literatura, €
possivel encontrar estudos que investigam o papel de diversos metabolitos como
carboidratos, proteinas e principalmente de lipideos na reproducdo (Derickson, 1976;

Lacy et al. 2002; Lourdais et al. 2013).

Diversos estudos tém mostrado que o status oxidativo pode gerar impactos
significativos no desempenho dos organismos. Ele pode refletir ndo somente as
condicBes ambientais ao qual o animal esta exposto, mas também pode prever as futuras
chances de reproducdo e sobrevivéncia em seu habitat natural (Beaulieu e Costantini,
2014). Autores verificaram ao longo do ciclo de vida de diversas espécies de répteis,
gue eventos naturais podem induzir a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
desencadeando estresse oxidativo, como no desenvolvimento de Caiman yacare
(Furtado-Filho, et al. 2007), em situac6es de mergulho em Chelonia mydas (Valdivia et
al. 2007), e anoxia e congelamento em Thamnophis sirtalis parietalis e Lacerta vivipara

(Hermes-Lima e Storey,1993; Voituron, et al. 2006).

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes (Sies, 1991). Este
desequilibrio é conhecido por gerar danos em todo tipo de biomoléculas, como por
exemplo, proteinas, lipideos e acidos nucléicos (Halliwell e Gutteridge, 2008). As ERO
incluem todos os radicais e ndo radicais derivados do oxigénio, como exemplos, o anion
superéxido (O»-), o peréxido de hidrogénio (H-O,) e o radical hidroxil (OH®). Estas
moléculas sdo elementos eletronicamente instaveis e por isto, altamente reativos; que
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tém a capacidade de reagir com um grande nimero de compostos que estejam proximos,
levando a lipoperoxidacdo, que acarreta em prejuizos a maquinaria celular (Ferreira e
Matsubara, 1997; Costa et al. 2008; Andrade et al. 2010). O estresse crénico pode
causar danos teciduais e disfuncdo metabdlica, ocasionando na morte do organismo

(Costantini, et al. 2009).

Para lidar com estas moléculas, organismos aerébicos possuem em suas celulas
um sistema de defesa antioxidante que incluem enzimas como a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), a peroxirredoxinas (Prx), a glutationa (GSH), a glutationa
redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPx) (Dowling e Simmons, 2009; Costa et al.
2008; Righetti et al. 2014). Estas enzimas s&o conhecidas como antioxidantes naturais e
tém capacidade de neutralizar o excesso de ERO produzidas, prevenindo danos a
estrutura celular. Existe ainda o sistema de defesa ndo enzimatico, que é constituido por
um grande nimero de compostos de baixo peso molecular, incluindo a glutationa, o
acido ascérbico, o tocoferol, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima
Q), acido urico, acido a-lipoico, zinco, taurinas, hipotaurinas, glutationas, betacaroteno
e caroteno. Esse sistema pode atuar de duas maneiras: como removedor do agente, antes
que ele cause lesdo, ou como reparador da lesdo ocorrida (Andrade et al. 2010).

Dentro deste contexto, cabe destacar também as enzimas de detoxificacéo
celular, que atuam em rotas de excrecdo de substancias endo e Xenobioticas; que
protegem as células contra toxicidade quimica e estresse em diferentes tecidos, sendo
importantes na manutencdo da homeostase celular (Hermes-Lima e Storey, 1993).
Dentre as enzimas detoxificantes mais estudadas estdo as glutationas S-transferases
(GSTs), pertencentes a uma familia multifuncional de enzimas que catalisam a
conjugacdo da molécula de glutationa a varias outras moléculas. As GSTs

desempenham varios papéis fisioldégicos, como por exemplo, o sequestro e transporte de
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compostos hidrofobicos enddgenos, os quais incluem hormdénios esterdides, heme,
bilirubinas, acidos da bile e seus metabolitos (Freitas et al. 2008).

Lagartos desempenham papel fundamental nos ecossistemas; podendo auxiliar
no controle de populagBes como predadores (Verrastro e Schossler, 2010), e também
como presas de outros grupos taxonomicos (Vitt et al. 2008). Existem relatos de
lagartos herbivoros que auxiliam na dispersdo de sementes (Olesen e Valido, 2003) e
relagbes de comensalismo, como a descrita por Rodrigues, (1987), entre Tropidurus e
acaros. Mais recentemente, foi assinalada uma inclinacdo deste grupo como possiveis

bioindicadores da qualidade ambiental (B6hm et al. 2013).

Na area da toxicologia, 0s répteis sdo o grupo taxondmico menos estudado
dentre os vertebrados, embora a sensibilidade dos mesmos diante de fatores de
degradacdo ambiental ja tenha sido comprovada. Lagartos sdo apontados como
bioindicadores devido principalmente as suas caracteristicas fisioldgicas e histéria de
vida (Campbell & Campbell, 2002). A distribui¢do destes animais em diversas regides
do planeta e em diferentes tipos de ecossistemas, a dieta insetivora combinada com a
fidelidade relativa ao seu habitat e a maturidade sexual por vezes tardia, faz com que
estes organismos sejam bons bioindicadores para estudos toxicologicos, uma vez que
lagartos apresentam habilidade restrita para adaptarem-se a mudancas rapidas no
ambiente, quando estas estdo associadas a destrui¢cdo de seu habitat, e também ndo
possuem uma grande capacidade de emigrar para recolonizar uma nova area (Hopkins,
2000; Lambert, 2005). Ao longo do tempo, alguns trabalhos na area de toxicologia (e.g.
Talent, 2005; Aguilera et al. 2012; Bicho et al. 2013) utilizando lagartos como
bioindicadores tém sido desenvolvidos, avaliando efeitos principalmente de metais

pesados e pesticidas nestes animais. Os resultados mostram ampla sensibilidade em
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diferentes parametros, como ocorréncia de bioacumulacdo e baixa capacidade de

detoxificacéo dos poluentes aos quais foram expostos.

Tropidurus esté representado por 21 espécies que se distribuem em areas abertas
da América do Sul cisandina, da VVenezuela ao norte da Argentina e sul do Uruguai. No
Brasil, uma vasta area do territorio € ocupada por estes animais (Rodrigues, 1987; Frost
et al. 2001; Carvalho et al. 2013). Sdo estrategistas senta-e-espera, com varias
adaptacOes para este tipo de comportamento e dieta fundamentada em presas moveis,
como formigas (Carvalho, 2007). Apresentam habito diurno e comportamento
territorialista (Wiederhecker et al. 2002; Vieira et al. 2011). Tropidurus catalanensis
Gudynas & Skuk, 1983, foi revalidada por Kunz e Borges-Martins (2013), e era
anteriormente conhecida como Tropidurus torquatus. S&o animais de porte médio,
corpo e cauda curtos, escamas fortemente imbricadas e quilhadas na cauda e cor escura
(Kunz e Borges-Martins, 2013). No Rio Grande do Sul, € possivel encontra-los em
afloramentos rochosos nos campos do bioma Pampa. Segundo Arruda et al. (2008), a
abundancia da espécie neste ambiente € explicada pela facilidade de termorregulacéo
em periodos de frio. Sua ecologia reprodutiva foi estudada por Arruda (2009), que
descreveu o ciclo reprodutivo como sazonal. Fémeas atingem maturidade sexual com
74,8mm de comprimento rostro-cloacal (CRC), e machos com 65,3mm. O periodo
reprodutivo de fémeas ocorre de setembro a janeiro, com produc¢do de ninhadas unicas e
uma média de seis ovos. Ja machos produzem espermatozoides continuamente, estando
isto aliado a manutencdo de comportamentos agressivos e de defesa de territdrio, que se
acentuam durante o periodo reprodutivo (Arruda, 2009). A espécie apresenta
dimorfismo sexual marcado, onde machos desenvolvem manchas melénicas nas coxas,

assim como visto por Pinto et al. (2005) para Tropidurus torquatus.
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CAPITULO I:

“Q custo da reproducdo no metabolismo intermediario de Tropidurus catalanensis

(Squamata, Tropiduridae)”
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Resumo

Ao longo do ciclo de vida dos organismos, a entrada de nutrientes se faz
necessaria para a manutencao e antecipacao de eventos biologicos. Um dos eventos com
maiores custos energéticos é a reproducdo. No presente estudo, foram analisadas as
flutuacGes sazonais do metabolismo intermediario (proteinas totais, acido urico, glicose,
lipideos totais, triglicerideos, colesterol total, colesterol VLDL e glicogénio) e indices
corporais (figado, gbnadas e gordura abdominal) de machos e fémeas de uma populagéo
de Tropidurus catalanensis, um lagarto que habita os campos do Pampa, bioma que
abrange Argentina, Brasil e Uruguai. Os resultados obtidos revelam que este saurio
apresenta um claro padrdo de variacdo sazonal em seu metabolismo e nos indices
corporais. Os meses de inverno parecem levar a um estado de hipometabolismo em
machos, assim como o periodo reprodutivo parece ser o evento bioldgico que exige
maior demanda energética, principalmente em fémeas. Machos também se tornam mais
vulneraveis a predacdo neste periodo por conta da sua maior exposicdo ao ambiente.
Estes custos ocasionados pela reproducdo podem tornar a espécie mais vulneravel a

conturbacdes em seu meio ambiente.

Palavras-chave Lagartos, metabolismo intermediario, reproducdo, sazonalidade.

Introducéo

Ao longo do ciclo de vida dos organismos, a entrada de nutrientes se faz
necessaria para a manutencdo da atividade diaria e também para antecipar diversos
eventos biologicos, como muda, migracdo, hibernacdo e reproducdo (McEwen e
Wingfield 2003). O esfor¢o reprodutivo € descrito como a quantidade de energia obtida
ao longo de um espago temporal que serd alocada para reproducdo (Hirshfield e Tinkle
1975; Van Dyke e Beaupre 2011). O uso de reservas energéticas no periodo reprodutivo
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pode acarretar em uma reducdo nas taxas de sobrevivéncia via comprometimento do
crescimento, das funges imunes e da estocagem de reservas para periodos de potencial
estresse ambiental (Angilletta e Sears 2000; Harshman e Zera 2006).

FlutuacGes sazonais nos fatores bidticos e abidticos apresentam grande
influéncia no metabolismo energético de répteis (Bennett e Dawson 1976). Por serem
animais ectotérmicos, alteracGes de temperatura podem levar a modificagdes profundas
nos processos fisiologicos e padrdes de atividade, principalmente no que se refere ao
ciclo reprodutivo. Fatores como disponibilidade de alimento e fotoperiodo também
contribuem para as diferencas sazonais do metabolismo (Bennett e Dawson 1976; Huey

1982; Somero 2004; Southwood et al. 2006; Williard e Harden 2011).

A reproducdo em répteis de areas temperadas parece funcionar de maneira
sazonal, com picos de atividade reprodutiva separados por periodos de inatividade. Ja
espécies de zonas tropicais podem se reproduzir ao longo de todo ano. Em geral, a
temperatura parece ser a maior reguladora do ciclo reprodutivo em répteis. Porém,
outros fatores como fotoperiodo, regime de chuvas e disponibilidade de alimentos
também podem influenciar este evento bioldgico (Callard e Kleis 1986). Diversos
trabalhos abordam os custos da reproducdo em répteis (e.g. Shine, 1980; Lacy et al.
2002; Angilletta e Sears 2000; Van Dyke e Beaupre 2011), principalmente do ponto de

vista energetico.

Tropidurus catalanensis Gudynas & Skuk, 1983, é um saurio de porte médio,
corpo e cauda curtos, escamas fortemente imbricadas e quilhadas na cauda e cor escura
(Kunz e Borges-Martins 2013). Apresentam habito diurno e comportamento
territorialista (Vieira et al. 2011). E possivel encontra-los em afloramentos rochosos nos
campos do Pampa, bioma este que representa a maior extensdo de pastagens naturais do

mundo, abrangendo Argentina, Brasil e Uruguai (Bourscheit 2005). Apresenta ciclo
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reprodutivo sazonal, tipico de espécies de areas temperadas (Callard e Kleis 1986).
Fémeas atingem maturidade sexual com 74,8mm de comprimento rostro-cloacal (CRC),
e machos com 65,3mm (Arruda 2009). O periodo reprodutivo de fémeas ocorre de
setembro a janeiro, com a producdo de ninhadas Unicas e uma média de seis ovos;
enquanto machos produzem espermatozoides continuamente, além de manterem
comportamento agressivo e de defesa de territorio (Arruda, 2009). A espécie apresenta
dimorfismo sexual demarcado, onde machos desenvolvem manchas melanicas nas

coxas, assim como visto por Pinto et al. (2005) para Tropidurus torquatus.

O presente estudo teve como objetivo compreender as flutuagcdes sazonais das
vias metabdlicas e indices corporais de Tropidurus catalanensis, incrementando assim o
conhecimento do custo da reproducdo para a fisiologia dos individuos desta espécie.
Este € o primeiro estudo que abrange o acompanhamento sazonal de machos e fémeas
da mesma populagdo em lagartos, e que descreve como estes animais utilizam seus
recursos energéticos para a manutencdo da homeostase e o cumprimento dos eventos do

seu ciclo de vida.

Materiais e métodos

Todas as expedicGes para captura, coleta de sangue e transporte ao laboratério
foram autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBIo), através do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) sob licenca n® 41203-2. Os protocolos de pesquisa utilizados neste trabalho
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia
Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sob registro n® 13/00358. Os

animais deste estudo foram depositados como material testemunho na colecéo cientifica
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do Laboratério de Herpetologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS).

Captura e area de estudo

Individuos de Tropidurus catalanensis foram capturados mensalmente de
setembro de 2013 a setembro de 2014. A procura foi feita em sete afloramentos de
rocha, através de busca ativa e captura manual, localizados em uma propriedade rural no
municipio de Alegrete, RS, Brasil (55°41°79” W e 29°97°10”S). O municipio esta
inserido no bioma Pampa, que apresenta clima temperado quente e estacGes bem
definidas. Em suas paisagens sdo encontradas duas formacgbes vegetais: estepe
gramineo-lenhoso (campo nativo) e floresta estacional decidual aluvial (mata ciliar)
(Boldrini 1997).

Foi feito o levantamento do sexo, massa corporal (com uso de dinamdmetro
Pesola®) e comprimento rostro-cloacal (CRC) com auxilio de paquimetro digital
(precisdo de 0,01). Amostras de sangue foram obtidas através de puncdo cardiaca
utilizando-se seringas heparinizadas, a eutanasia foi feita com anestésico Ketamin
(cloridrato de dextrocetamina) e ap0s, 0os animais foram congelados para em seguida
serem transportados em banho de gelo até o Laboratorio de Fisiologia da Conservacgédo
na PUCRS. O sangue foi deixado refrigerado em repouso e posteriormente coletado o
plasma com auxilio de pipetas Pasteur individualizadas. Em laboratorio, houve a
extracdo do figado, que foi pesado em balanca analitica (Bel Engineering, precisdo de
0,001g) e imediatamente congelado por imersdo em nitrogénio liquido; as gbnadas e a
gordura abdominal também foram retiradas e pesadas em balanca analitica para
determinacdo dos respectivos indices. Todo material foi mantido congelado em

temperatura de -20°C até as analises bioquimicas.
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Analises bioquimicas

As determinacGes dos metabolitos no plasma (proteinas totais, acido drico,
glicose, lipideos totais, triglicerideos, colesterol total e colesterol VLDL) e no tecido
hepéatico (proteinas totais, glicogénio, lipideos totais e triglicerideos) foram feitas
através de espectrofometria em duplicata; as proteinas totais plasmaéticas foram
expressas em mg/mL enquanto os demais metabdlitos foram expressos em mg/dL. No

tecido hepatico, os metabolitos foram expressos em mg/g.
Plasma

As proteinas totais foram determinadas com auxilio do kit comercial de
Proteinas Totais (Ref.: 99) da Labtest, através do método de biureto, que consiste numa
reacdo com as ligacdes peptidicas das proteinas séricas, formando uma coloracdo
puUrpura que é proporcional a concentracdo de proteinas encontradas na aliquota da
amostra. Os niveis de acido drico foram quantificados com auxilio de kit comercial de
Acido Urico-PP (Ref.:451) da Analisa, que tem por principio a metodologia enzimatica-
colorimétrica de oxidacdo do acido Urico pela uricase (UOD) em alantoina, CO; e H,O.
Os niveis de glicose foram determinados com uso de kit comercial Glicose PAP (Ref.:
84) da Labtest, através do método da glicose oxidase, que catalisa a oxidacao da glicose

formando cor vermelha proporcional a concentracao de glicose na amostra.

Os lipideos totais foram quantificados pelo método da sulfofosfovanilina (Frings
e Dunn 1970), que consiste na oxidacdo dos lipidios celulares a pequenos fragmentos
apos a digestdo quimica com &cido sulfurico concentrado quente. Apos a adicdo da
solucdo de vanilina, um complexo vermelho é formado, onde a intensidade da cor é
proporcional & concentracdo de lipidios na amostra. Os triglicerideos foram

quantificados com uso de kit comercial Triglicérides (GPO-ANA) (Ref.:87) da Labtest,
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onde a lipoproteina lipase promove a hidrélise dos triglicerideos liberando glicerol, que
é convertido pela acdo da glicerolquinase em glicerol-3-fosfato. Este sera oxidado a
dihidrooxiacetona e peroxido de hidrogénio na presenca da glicerolfosfato oxidase.
Apos, ocorre uma reacdo de acoplamento entre o peroxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma
quinoneimina. O colesterol VLDL foi determinado por relacdo matemaética a partir dos
resultados obtidos para os triglicerideos. Os niveis de colesterol total foram
quantificados com auxilio de kit comercial de Colesterol Total (Ref.:76) da Labtest,
onde os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol-esterase em colesterol livre
e &cidos graxos. O colesterol livre sofre oxidacdo pela colesterol-oxidase, tendo como
produto a colesterol-4-em-ona e perdxido de hidrogénio; o fenol e a 4-aminoantiripina
sdo oxidados formando a antipirilquinonimina. A intensidade de cor formada na reagéo

final é diretamente proporcional a concentracéo de colesterol da amostra.

Figado

Para a extracdo do glicogénio foi utilizado o método de Van Handel (1965),
sendo este quantificado como glicose apds hidrdlise acida (HCI) e neutralizacdo
(Na2CO3), utilizando-se o kit de Glicose Oxidase (Labtest). Os niveis de proteinas
totais foram quantificados com o auxilio de kit comercial (Labtest), utilizando-se uma

aliquota do meio de extracdo do glicogénio.

Para a extracdo dos lipideos totais e triglicerideos, foi utilizado o método de
Folch et al.(1957) com uso de uma mistura de cloroférmio: metanol na proporcéo de 2:1
(V:V). Os lipideos foram determinados por uso do método da sulfofosfovanilina (Frings
e Dunn 1970), e os triglicerideos por emprego de kit comercial da Labtest (triglicerideos

GPO-ANA).
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indices corporais

Os indices hepatossomético, gonadossomatico e de gordura abdominal foram
determinados para cada um dos individuos capturados através da relagdo matemaética:
peso do tecido (em gramas), dividido pelo peso do animal (em gramas), multiplicado

por 100. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).
Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos com média + erro padrao, testados quanto
a sua distribuicdo através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a homogeneidade
analisada pelo teste de Levene. Para dados paramétricos foi feito analise de variancia de
uma via (ANOVA), com correcdo de Bonferroni quando p>0,05 e Games-Howell
quando p<0,05. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis
no programa Bioestat (versdo 5.3), com teste complementar de Dunn. Os resultados
obtidos para os diferentes sexos foram comparados através de analise de variancia de
duas vias. Foi adotado o nivel de significancia de 5% para as andlises estatisticas
realizadas com o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for

Windows (Zar 1996).

Resultados

Um total de 73 individuos de Tropidurus catalanensis foi coletado ao longo
deste estudo, com uma média de comprimento rostro-cloacal (CRC) de 102,07 + 2,69
para 0s machos e 86,47 = 1,34 para as fémeas. Deu-se preferéncia pela captura de
animais adultos, visto que estes atingem a maturidade sexual com um CRC de 65,3mm
para machos, e 74,8mm para fémeas (Arruda 2009). O nimero de organismos coletados

em cada estacdo encontra-se na Tabela 1.

30



Plasma

Os niveis de proteinas totais (Fig.1l) circulante em machos foram
significativamente menores que em fémeas (26,27%, p= 0,043) ao longo de todo o ano.
Maiores niveis foram encontrados tanto para os machos como para as fémeas no
inverno (x=58,97 e x= 81,96mg/mL, respectivamente); em machos, houve um
aumento dos niveis da primavera para o inverno de 60,34% (p=0,015); padrdo
semelhante ocorreu em fémeas, com um aumento de 66,66% (p=0,029) nos niveis de

proteinas totais circulantes da primavera para o inverno.

Né&o foram encontradas diferencas significativas nos niveis de acido urico (Fig.1)

entre 0s sexos ou estacdes do ano.

Os niveis de glicose (Fig.1) ndo apresentaram diferencas significativas para 0s
machos, enquanto para as fémeas foi constatado um aumento da glicose de quase 2,5
vezes da primavera em relacdo ao inverno (p<0,05). Ndo houve diferenca significativa
no comportamento glicémico entre machos e fémeas ao longo de um ciclo sazonal e

nem entre as estagdes do ano.

N&o houve diferenca significativa para os niveis de lipideos totais (Fig.2) em
machos (p>0,05) entre estacOes, enquanto em fémeas houve diferenca significativa
entre a primavera e demais estacdes do ano (verdo p=0,002, outono p=0,014 e inverno
p<0,001) e, entre o verdo e o inverno (p=0,013). H& um aumento de 82% nos niveis de
lipideos circulantes, com os menores niveis de lipideos encontrados na primavera (x =

114,55mg/dL) e maiores no inverno (X = 623,09mg/dL).

Para os niveis de triglicerideos (Fig.2), ndo foram encontradas diferencas
significativas quando comparadas as respostas sazonais entre 0S sexos. Machos

apresentaram niveis de triglicerideos (Fig.2) 40,36% (p<0,05) menores que as fémeas;
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sendo encontrado um pico de niveis circulantes de proteinas no plasma em fémeas

(x=158,15mg/dL) nos meses de inverno.

Os niveis de colesterol total (Fig.2) ndo apresentaram diferenca significativa
para 0s Sexos entre as estacOes do ano e nem entre 0s sexos na curva obtida ao longo do
ano. Para o colesterol VLDL (Fig.2), ndo houve diferenca significativa para ambos 0s
sexos entre as estacdes do ano (machos p=0,730; fémeas p=0,340). Contudo, houve
diferenca significativa no comportamento da curva obtida ao longo do ano entre machos
e fémeas, onde fémeas apresentaram em média niveis 174,17% maiores que machos

(p<0,05).

Figado

Para a concentracdo de proteinas totais do figado (Fig.3) ndo houve diferenca
significativa para os machos entre as estacdes do ano. Ja para as fémeas, houve
diferenca significativa entre os meses da primavera e do verdo (p<0,05), onde o0s niveis
de proteinas estocadas foram duas vezes maiores no verdo em relacdo a primavera
(x primavera= 430,95mg/g; x verdo= 912,65mg/g). As fémeas apresentaram niveis
31,32% em média maiores que machos (p<0,05). Quando comparamos machos e
fémeas, houve diferenca significativa entre as estacdes do ano (p<0,05), com 0s maiores
niveis sendo encontrados no verdo para fémeas e, no outono para machos. Houve
diferenca significativa também nos niveis protéicos de machos e fémeas no verdo
(p=0,019), onde fémeas apresentaram valores mais altos (x = 387,91mg/g para machos;

X =912,65mg/g para fémeas).

Nos niveis de glicogénio (Fig.3) foi observada uma diferenca significativa para
0s machos no inverno, quando comparado com os valores da primavera e do outono (p=

0,006), com os meses de inverno apresentando niveis 85,54% maiores que aqueles
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observados no verdo e 82,57% maiores que os do outono. N&o houve diferenca
significativa para fémeas entre estacbes. Quando comparado 0s sexos, machos
apresentam niveis 33,1% maiores que as fémeas (p<0,05). No inverno, os niveis deste

polissacarideo foram 52,21% maiores nos machos que nas fémeas (p=0,019).

Os lipideos totais (Fig.4) de machos apresentaram diferenca da primavera e
verdo onde sdo encontrados os maiores niveis em relagdo ao inverno (p=0,024). Para
fémeas, houve diferenca entre a o verdo em relagdo a primavera e o inverno (p=0,004),
onde o verdo apresenta os maiores valores (X = 176,99mg/g). Fémeas apresentaram
niveis de lipideos quase duas vezes maiores que machos (x= 112,66mg/g;
X =60,35mg/g, respectivamente) (p=0,001). Os triglicerideos (Fig.4) de machos tiveram
diferenca significativa entre os meses de verdo e inverno (p=0,045), com o0 verdo
apresentando niveis 90,54% maiores que no inverno. Ndo houve diferenca significativa
entre as estacOes para fémeas. Fémeas apresentaram niveis quase duas vezes maiores de
triglicerideos hepaticos que machos (x = 10,25mg/g fémeas; x =5,85mg/g machos)

(p=0,012).
indices corporais

O indice hepatossomatico (IH) (Fig.5) apresentou diferenca significativa para
machos entre verdo e inverno (p=0,010), onde o tecido hepético representou 2,37% do
peso do animal no verdo e 1,72% no inverno. As fémeas também apresentaram
diferenca neste indice nos meses da primavera, onde o 6rgdo representou 8,87% do peso
total (maior proporcdo) e no outono verificamos a menor proporcdo, com o IH de
apenas 3,13% (p<0,001) do peso corporeo. Fémeas tiveram o indice hepatossomatico
até duas vezes maiores que machos, x =4,38% e x =2,03%, respectivamente (P<0,001),

sendo a maior diferenca entre os sexos observada na primavera (p<0,001).
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No indice de gordura abdominal (IGA) (Fig.5), houve diferenca significativa
para machos quando comparada a primavera com o verdo e o outono (p<0,001), onde a
menor porcentagem de gordura abdominal é encontrada na primavera (x =0,046%).
Para fémeas, houve diferenca significativa quando comparada a primavera com 0
outono e o inverno (p<0,001), onde a menor porcentagem de gordura abdominal
também € encontrada na primavera (x=0,23%). Houve diferenca entre 0s sexos
(p<0,001), onde a porcentagem de gordura armazenada na cavidade abdominal por
fémeas (x =3,12%) foi até 69,88% maior que em machos (x =0,94%). Fémeas também
apresentaram porcentagem de gordura abdominal maior que a dos machos em todas as
estacdes do ano (p=0,001).

Houve diferenca significativa no indice gonadossomatico (1G) (Fig.5) de machos
e fémeas quando se comparou a primavera com 0 verdo e o outono (p<0,05); na
primavera sdo encontradas gonadas proporcionalmente maiores para ambos 0s sexos.
As fémeas apresentaram gbnadas quase quatro vezes maiores que as dos machos
(p<0,001), representando até 4% do seu peso total; com as fémeas exibindo gbnadas
maiores que a dos machos (p<0,05) nos meses da primavera, cerca de 79,76% e do

inverno 74,01% maiores, respectivamente.

Discussao

Estudo feito por Vieira (2009) demonstrou relacdo positiva entre a atividade da
espécie e variagbes de temperatura e vento. Visto que lagartos sdo organismos
ectotérmicos, 0 baixo numero de animais obtidos neste estudo durante o inverno
provavelmente estd associado as condi¢cbes climaticas, onde baixas temperaturas
combinadas com maior intensidade dos ventos fazem com que estes animais apresentem

uma reducdo da atividade exploratéria aliada a uma reducéo do metabolismo. O periodo
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reprodutivo da espécie Tropidurus catalanensis é descrito de setembro a janeiro (Arruda
2009). Durante a primavera, machos estdo mais expostos pela necessidade da busca por
fémeas e pela defesa de territorio, enquanto fémeas tendem a apresentar um
comportamento social residente (Arruda 2009, Vieira 2009), o que pode determinar o
maior nimero de machos no ambiente. Tais fatores parecem ter sido decisivos para a

obtencdo de um nimero de animais desigual entre as estacdes do ano.

Na primavera, (pico reprodutivo da espécie) foram verificados os menores niveis
de proteinas circulantes em ambos 0s sexos, 0 que pode ser determinado por uma
diminuigdo do forrageio ocasionado pelo comportamento social de machos e fémeas
(Arruda 2009), como também pela alta demanda energética para a sustentacdo dos
eventos reprodutivos, principalmente em fémeas, onde os nutrientes sdo alocados para a
producdo de gametas, vitelogénese e/ou para a prole (Clutton Brock 1991). Segundo
Lourdais et al. (2004), para algumas espécies ndo somente as reservas lipidicas sdo
mobilizadas na reproducdo, mas também aminoacidos essenciais sdo requeridos no
desenvolvimento da prole, e terdo procedéncia da ingesta alimentar ou do catabolismo
proteico. Além disto, espécies que tendem a ter uma restricdo alimentar durante o
periodo reprodutivo, terdo seus lipideos e proteinas utilizados também na manutencao

do metabolismo energético (Cherel et al. 1992; Crocker et al. 1998).

Apbds o periodo reprodutivo, machos e fémeas manifestaram um padrdo
semelhante de resposta, sendo apurado um aumento gradual dos niveis circulantes de
proteinas atingindo valores significativamente mais elevados no inverno. Este padrdo
pode estar associado a uma recuperacao apos o término do periodo reprodutivo. N&o se
pode descartar a hipotese de uma alocagéo de proteinas do tecido hepético, visto que ha
uma diminuigdo destas a partir do outono, atingindo valores significativamente baixos

no inverno principalmente em fémeas; nos machos foi verificado um padrdo
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semelhante, contudo esta diferenca ndo foi significativa. As fémeas sempre
apresentaram niveis mais altos de proteinas circulantes que os machos ao longo de todo
o ciclo sazonal estudado, o que pode estar associado a uma maior demanda energética
das fémeas para a reproducgédo, como sugerido por Clutton Brock (1991) e Lourdais, et

al. (2004).

O écido urico é o principal produto da excreta nitrogenada do catabolismo
proteico em répteis (Maixner et al.1987) sendo também, o produto final da degradagéo
dos acidos nucléicos presentes na dieta (Lourdais et al. 2004; Champe 2006); neste
estudo nédo foi observado, em ambos 0s sexos, uma variagdo significativa dos niveis de
acido urico circulantes, o que pode sugerir um aporte proteico constante oriundo da
degradacdo de proteinas no tecido hepético no inverno, principalmente, e da dieta nos
demais meses do ano. Estudos de Arruda et al. (2007), apontaram Tropidurus
catalanensis como uma espécie generalista oportunista, que se alimenta dos
componentes mais abundantes no meio e tem como principais itens alimentares presas
moveis como aracnideos, himenopteros, coledpteros, e também fibra vegetal. O

consumo destes itens corrobora com a hipétese descrita acima.

Os niveis glicémicos desses animais apresentaram, assim como as proteinas do
plasma, uma clara tendéncia de aumento da concentracdo circulante a partir dos meses
de verdo, pos-reproducdo, até atingirem um pico no inverno. Isto provavelmente se deve
a um aumento da ingesta alimentar ap6s o periodo reprodutivo da espécie, nos meses do
verdo e do outono. Estudo feito por Gist (1972) com lagartos da espécie Anolis
carolinensis submetidos ao jejum, demonstrou aumento significativo nas concentragoes
de glicose apds realimentacdo. O pico de glicose verificada nos meses de inverno, em
ambos os sexos, aliado a uma diminuicdo da concentracdo de proteinas hepéticas

permite sugerir um aumento do uso dos aminoacidos liberados pelo catabolismo
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proteico para a sintese de glicose a partir da gliconeogénese (Lourdais et al. 2004).
Estudos demonstram (Lowell et al. 1986; Cherel et al. 1992; Pilkis e Granner 1992) que
a gliconeogénese hepatica é fundamental para a manutencdo da glicemia em periodos de
jejum, como pode ocorrer nos meses de inverno na espécie em estudo. A hipotese é
reforcada também pelo aumento dos niveis de glicogénio hepatico dos machos no

inverno e manutencédo deste polissacarideo nas fémeas na mesma estacao do ano.

Os niveis de proteinas totais encontrados no figado indicam que a diminuicao
observada entre as estacfes de outono e inverno € ocasionada pela captacdo do tecido
hepéatico, para que estas proteinas sejam convertidas em carboidratos ou lipideos,
utilizadas assim para a sintese de glicose e/ou glicogénio ou obtencédo de energia (Norris

2007).

Os niveis de glicogénio hepatico ndo apresentaram flutuacGes ao longo do ano
até o inverno, periodo em que esses niveis aumentaram em ambos o0s sexos. A principal
funcdo do glicogénio hepatico € manter os niveis de glicose circulante, principalmente
em periodos de jejum (Champe 2006). E provavel que durante o ano o glicogénio esteja
auxiliando na manutencdo dos niveis glicémicos destes animais; porém no inverno é
possivel que possa estar ocorrendo sintese deste polissacarideo a partir de parte da
glicose formada pela gliconeogénese aliada também, a uma reducdo da taxa metabolica
em funcdo das baixas temperaturas ambientais. Nesta regido, a temperatura média no
inverno é de 14°C (Vieira et al. 2011). Contrariamente ao observado em Tropidurus
catalanensis, Raheem et al. (1989) demonstraram em serpentes da espécie Eryx
colubrinus e em lagartos da espécie Eumeces schneideri, que durante a hibernacéo é
visto uma deplecdo do glicogénio; este periodo de declinio da atividade e da demanda
energetica em ambas as espécies causa a inativacdo/diminuicdo da glicogénese, pois
sera utilizado o glicogénio hepético para manutencéo da glicemia. Porém, estudo feito
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por Haddad (2007), sugere que os animais podem apresentar ajustes fisiolégicos em
periodos de dorméncia e jejum prolongado, para que haja a utilizagéo de lipideos como
fonte energética e ocorra uma contribui¢do reduzida de carboidratos na manuten¢do da

homeostase.

Os niveis de lipideos totais também tiveram uma tendéncia de aumento
acentuado, principalmente para fémeas, apds o término da reproducdo. Lipideos séo
fontes importantes de estoque de energia, sendo utilizados em distintos eventos como:
desenvolvimento, manutencdo da homeostase e reproducéo (Derickson 1976; Champe
2006). No caso da espécie T.catalanensis, é possivel perceber que o principal uso se da
no periodo reprodutivo, com maior intensidade em fémeas. A sintese de hormonios
sexuais e gametogénese em ambos 0s sexos, e a sintese de vitelogenina, (principal
glicolipoproteina) pelo figado (Gavaud 1986) em fémeas, determinaria 0 uso mais
intenso das reservas lipidicas neste sexo. Tal padrdo de resposta é corroborado pela
intensa regressdo do indice de gordura abdominal em ambos os sexos, e aumento dos
indices gonadossomatico e hepatossomatico em fémeas, todos verificados na primavera.
Diferentes estudos em lagartos e serpentes (Gavaud 1986; Lacy et al. 2002; Van Dyke e
Beaupre 2011), indicam que o investimento energético feito para a vitelogénese é

considerado um grande esforgo reprodutivo para fémeas.

Os triglicerideos sdo uma importante fonte de estocagem de lipideos (Champe
2006); sendo os niveis circulantes deste metabdlito mantidos constantes em machos e
fémeas ao longo do ano. Contudo, em fémeas foi verificada uma tendéncia de aumento
no plasma nas esta¢cBes outono e inverno, portanto, fora do periodo reprodutivo;
indicando que o tecido hepatico pode estar alocando esta reserva energética para outros
tecidos, principalmente para o tecido adiposo abdominal, onde havera um maior
armazenamento de gordura (Norris 2007). E provavel que sua alocaco esteja ligada a
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recuperacdo pelo gasto energético ocasionado pela vitelogénese e também estocagem
para uso no préximo periodo reprodutivo, resultado encontrado por Lacy et al.(2002)

em lagartos da espécie Urosaurus ornatos. Esta tendéncia ndo é verificada em machos.

O colesterol é um componente estrutural das membranas celulares, sendo
importante na producdo de varios hormonios, vitamina D e acidos biliares (Harper et al.
2002; Champe, 2006). Neste estudo ndo foi observado variacdo significativa nos niveis
de colesterol circulante em ambos os sexos; apesar de constatarmos uma clara tendéncia
de aumento destes niveis em machos na primavera, o que pode estar ligado a produgéo
de testosterona, importante para a gametogénese e para a sustentagdo do comportamento
reprodutivo, que envolve defesa de territorio, interacbes agonisticas e cépula (Moore
1988). Nas fémeas também observamos uma tendéncia de aumento do colesterol
circulante, s6 que verificada nas estacbes mais frias, podendo indicar assim como

triglicerideos, estocagem de gordura para vitelogénese (Gillet e Cruz 1981).

O colesterol VLDL é uma lipoproteina plasmatica, que promove o transporte de
lipideos entre os tecidos (Champe 2006); niveis mais altos deste metabolito podem
indicar picos de alimentacdo, ocasionando consequentemente em um maior aporte de
gordura para tecidos periféricos, com objetivo de estocagem para uso posterior.
Contudo, nédo foi verificada diferenca significativa dos niveis de VLDL circulantes ao
longo do ano em ambos 0s sexos; é possivel observar apenas uma tendéncia de valores
mais elevados no outono e no inverno. Cabe ressaltar que fémeas sempre mantiveram
em todas as estacdes do ano niveis mais altos desta lipoproteina em relacdo aos machos,
0 que talvez possa ser explicado pela alta demanda energética relacionada a

vitelogénese em fémeas, como indicado no estudo de Van Dyke e Beupre (2011).
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Os niveis de lipideos totais hepéaticos apresentam perfil inversamente
proporcional aos niveis de glicogénio, o que corrobora com a hipotese de
gliconeogénese, pois os lipideos podem estar sendo alocados a outros tecidos e/ou
utilizados na sintese de corpos ceténicos (Williamson 1981; Storey 2002), uma fonte de
substrato alternativo importante em situagdes de diminui¢cdo do metabolismo, fato que
pode estar ocorrendo nos meses de inverno. Os mesmos resultados foram obtidos em
um estudo de dorméncia sazonal em lagartos teils jovens (Haddad 2007). Para ambos
0s sexos, 0s lipideos totais hepaticos se mantém constantes ao longo das estaces,

exceto para 0s machos, onde had uma queda acentuada (p<0,05) no inverno.

O padrdo encontrado para as reservas do figado de machos e fémeas pode
indicar um possivel jejum no inverno, neste caso nao pela falta de alimentos, j& que esta
é uma espécie generalista, mas sim pelas baixas temperaturas que restringiria a saida
dos animais para forrageio. Deve-se ressaltar que estudos futuros a cerca do grau e

indices de replecéo gastrico devem ser desenvolvidos para comprovar tal hipotese.

Os indices corporais também apresentaram um claro padrdo de variacdo
estacional, estando este fortemente correlacionado a reproducdo em Tropidurus
catalanensis. Machos ndo apresentaram variacdo significativa no indice
hepatossomético e também apresentaram estoques menores de reserva energética
(glicogénio e triglicerideos) neste tecido. J& em fémeas, durante a primavera o tecido
hepético chega a representar até 8% do peso total, este indice cai para 1% no verdo; é
possivel que fémeas utilizem as reservas estocadas (carboidratos e lipideos) no figado
para a vitelogénese, o que explicaria a sua diminui¢do no verdo. Segundo Van Dyke e

Beaupre (2011), algumas espécies de répteis apresentam aumento expressivo do figado

pela proliferacdo de precursores envolvidos no processo de vitelogénese.
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O indice de gordura abdominal revela um dimorfismo sexual: machos parecem
utilizar a gordura abdominal principalmente na manutencéo da homeostase ao longo dos
meses de inverno; enquanto fémeas mantém seu estoque de gordura intacto priorizando
a sua alocacgéo para a reproducgéo na primavera. Este mesmo padrdo foi evidenciado por
Lancy et al. 2002, em lagartos da espécie Urosaurus ornatos. Durante o inverno, o
namero de fémeas encontradas no ambiente foi maior que o de machos (observagdo
pessoal), 0 que pode indicar que machos se mantenham inativos durante épocas mais
frias, utilizando seus estoques de gordura, enquanto fémeas mantém o forrageio mesmo
em condi¢Bes ndo favoraveis. Derickson (1974) evidenciou que lagartos da espécie
Sceloporus graciosus utilizam suas reservas de lipideos, principalmente os corpos de
gordura, para a manutencdo da homeostase durante os meses mais frios, e os lipideos
remanescentes para reproducdo. Este padrdo é o mesmo encontrado para os machos da

espécie Tropidurus catalanensis.

O indice gonadossomatico apresentou resultado inversamente proporcional ao da
gordura abdominal, principalmente em fémeas durante o periodo reprodutivo
(primavera). Hahn (1967) evidenciou em lagartos da espécie Uta stanburiana uma
associacdo entre a inducdo da vitelogénese pelo hormonio estradiol e a consequente

mobilizacdo de gordura corporal para as gonadas.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam que Tropidurus catalanensis
apresenta um claro padrdo de variacdo sazonal em seu metabolismo, refletido
principalmente nos niveis de proteinas totais plasmaticas, glicogénio, lipidios totais e
triglicerideos do figado de machos e fémeas, e na glicemia, lipemia e proteinas
hepéticas de fémeas. Cabe ressaltar que todos os indices corporais estudados (figado,
gbnadas e gordura abdominal) apresentaram variagGes ao longo do ano. Os meses de

inverno parecem levar a uma redugdo do metabolismo corporal, sendo esta mais intensa
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em machos; assim como o periodo reprodutivo parece ser o evento bioldgico que exige
maior demanda e alocacao de reservas energéticas em fémeas, onde a ingesta alimentar
pode estar reduzida pelos eventos reprodutivos. Machos também se tornam mais
susceptiveis a predacdo por sua maior exposi¢do no ambiente para busca por parceiras,
defesa de territorio e corte (Angilletta e Sears 2000). Estes custos ocasionados
principalmente pela reproducéo podem tornar a espécie mais vulneravel, neste periodo
do ano, a possiveis conturbacGes ambientais, como fragmentacdo e perda de habitat,

introducdo de espécies exoticas, doengas e exposicao a xenobioticos.
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Apéndices

Figura 1. Niveis plasmaticos de proteinas totais, cido Urico e glicose ao longo do ano
em Tropidurus catalanensis. As barras representam as médias + erro padrdo, as barras
pretas representam 0s machos e as brancas as fémeas. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05), sendo letras maiusculas usadas para machos e letras
minusculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na curva de resposta de machos

e fémeas ao longo do ano

Figura 2. Niveis plasmaticos de lipidios totais, triglicerideos, colesterol total e
colesterol VLDL ao longo do ano em Tropidurus catalanensis. As barras representam
as meédias + erro padréo, as barras pretas representam os machos e as brancas as fémeas.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05), sendo letras maiusculas
usadas para machos e letras minasculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na

curva de resposta de machos e fémeas ao longo do ano

Figura 3. Niveis hepéaticos de proteinas totais e glicogénio ao longo do ano em
Tropidurus catalanensis. As barras representam as médias + erro padrdo, as barras
pretas representam 0s machos e as brancas as fémeas. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05), sendo letras maiusculas usadas para machos e letras
minusculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na curva de resposta de machos

e fémeas ao longo do ano

Figura 4. Niveis hepaticos de lipidios totais e triglicerideos detectados ao longo do ano
em Tropidurus catalanensis. As barras representam as médias + erro padrao, as barras
pretas representam 0s machos e as brancas as fémeas. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05), sendo letras maiusculas usadas para machos e letras
minusculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na curva de resposta de machos

e fémeas ao longo do ano

Figura 5. indice hepatossomatico, de gordura abdominal e gonadossomatico obtidos ao
longo do ano para Tropidurus catalanensis. As barras representam as médias + erro
padrdo, as barras pretas representam os machos e as brancas as fémeas. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p<0,05), sendo letras mailsculas usadas para machos e
letras minGsculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na curva de resposta de

machos e fémeas ao longo do ano
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Tabela 1. Numero de machos e fémeas capturados ao longo das estacdes

Primavera Verdo Outono Inverno
M 13 10 11 4

F 7 10 10 8
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Resumo

Marcadores do status oxidativo podem tornar-se ferramentas importantes na
biologia da conservacdo para avaliar expectativas de sobrevivéncia e reproducdo nos
organismos, bem como elucidar os efeitos de impactos antrépicos em populacbes em
ambiente natural. O objetivo do presente estudo foi avaliar as variacdes estacionais do
status oxidativo de uma populacdo de Tropidurus catalanensis através da analise das
medidas de lipoperoxidacdo e a quantificacdo da atividade das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase, catalase e glutationa S-transferase no figado, rins e musculo
caudal. Os resultados obtidos sugerem que esta espécie apresenta um sistema
antioxidante bastante eficiente, mantendo os niveis de lipoperoxidacdo baixos em todos
os tecidos, mesmo durante a reproducdo, evento bioldgico de alta demanda energética.
O presente trabalho pode ser considerado importante na descri¢cdo e no entendimento
dos efeitos da sazonalidade no status oxidativo de lagartos de vida livre, dando

subsidios para a conservacdo da herpetofauna.

Palavras-chave Lagartos, estresse oxidativo, variacbes sazonais, fisiologia da

conservacao, distarbios antropicos.

Introducéo

z

E notério que o status oxidativo pode gerar impactos significativos no
desempenho dos organismos. Ele pode refletir ndo somente as condi¢cBes ambientais ao
qual o animal esta exposto, mas também pode prever as futuras chances de reproducéo e
sobrevivéncia em seu habitat natural (Beaulieu e Costantini 2014). Diferentes estudos
verificaram ao longo do ciclo de vida de diversas espécies de répteis, que eventos
naturais podem induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e

desencadear estresse oxidativo; como no desenvolvimento de Caiman yacare (Furtado-
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Filho et al. 2007), em situagcdes de mergulho em Chelonia mydas (Valdivia et al. 2007),
e anoxia e congelamento em Thamnophis sirtalis parietalis e Lacerta vivipara (Hermes-

Lima e Storey 1993; Voituron et al. 2006).

Porém, além de lidar com as variacdes naturais do seu ciclo de vida, a
sobrevivéncia de diversas espécies em todo o planeta tem sido drasticamente ameacada
por diversos tipos de perturbagdes como fragmentacdo e perda de habitat, sobre-
exploragdo, espécies invasoras, doencas, quimicos introduzidos no ambiente e
mudangas climéticas (Carey 2005; McNab 2006; Brook et al. 2008). Estes disturbios

alteram a homeostase dos organismos, gerando estresse.

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes (Sies 1991). Este
desequilibrio é conhecido por gerar danos em todo tipo de biomoléculas, como por
exemplo, proteinas, lipideos e acidos nucléicos (Halliwell e Gutteridge 2008). O
estresse cronico pode causar danos teciduais e disfuncdo metabdlica, ocasionando na
morte do organismo (Costantini et al. 2009). Para lidar com as ERO, organismos
aerobicos possuem em suas células um sistema de defesa antioxidante, que incluem
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), as peroxirredoxinas
(Prx), a glutationa (GSH), a glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPXx),
que apresentam capacidade de neutralizar o excesso de ERO produzidas, prevenindo
danos a estrutura celular (Costa et al. 2008; Dowling e Simmons 2009; Righetti et al.
2014). Estudos sobre estresse oxidativo tém maior foco em mamiferos e aves, com
menor atengdo para répteis, embora a sensibilidade deste grupo diante de fatores de
degradacdo ambiental j& tenha sido comprovada. (Campbell e Campbell 2002;
Costantini et al. 2009).

A espécie utilizada neste estudo, Tropidurus catalanensis, € um saurio que
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pertence a Tropiduridae, tendo ocorréncia em areas continentais abertas, com
populacbes em grande numero onde sdo encontradas (Kunz e Borges-Martins 2013).
Estdo presentes em afloramentos de rocha nos campos do bioma Pampa e segundo
Carvalho et al. (2013) a incidéncia da espécie neste ambiente pode ser explicada pela
sua capacidade de dispersdo e plasticidade ecoldgica. S&o primariamente insetivoros, de
habito diurno e territorialistas (Arruda et al. 2007, Arruda 2009; Vieira et al. 2011). O
periodo reprodutivo da espécie inicia em setembro e se encerra em janeiro (Arruda
2009).

O entendimento do funcionamento do sistema antioxidante de répteis em
ambiente natural é de excepcional importancia para dar subsidios a conservacdo da
herpetofauna; com isto, o presente estudo teve como objetivo compreender as variaces
estacionais do status oxidativo de uma populacao de Tropidurus catalanensis através da
anélise das medidas de lipoperoxidacdo (LPO) e a quantificacdo da atividade das
enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-

transferase (GST) no figado, rins e masculo caudal.

Materiais e métodos

Captura e area de estudo

Individuos de Tropidurus catalanensis foram capturados mensalmente de
setembro de 2013 a setembro de 2014. A procura foi feita em sete afloramentos de
rocha, através de busca ativa e captura manual, localizados em uma propriedade rural no
municipio de Alegrete, RS, Brasil (55°41°79”W e 29°97°10”S). Este municipio esta
inserido na zona temperada do bioma Pampa, onde as estagfes do ano sdao bem
definidas. Neste bioma s&o encontrados campos nativos e mata ciliar (Boldrini 1997).

Todas as expedicdes para captura e transporte dos individuos da espécie foram

57



autorizadas pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo),
através do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob
licenga n® 41203-2, com os protocolos de pesquisa utilizados tendo sido aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catélica do
Rio Grande do Sul (PUCRS), sob registro n° 13/00358. Os animais deste estudo foram
depositados como material testemunho na cole¢do cientifica do Laboratério de

Herpetologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Todos os individuos coletados foram medidos com auxilio de paquimetro digital,
sexados, eutanasiados com auxilio de cloridrato de dextrocetamina (Ketamina) e entdo
congelados. Ao final da coleta, os animais foram transportados em cooler contendo gelo
até o laboratério de Fisiologia da Conservacdo (PUCRS), onde ocorreu a extragdo dos
tecidos hepético, renal e parte do musculo caudal, que foram pesados em balanca
analitica (Bel Engineering), com precisdo de 0,001g e ap6s, imediatamente congelados
por imersdo em nitrogénio liquido. Todo material foi mantido em temperatura de 20°C
negativos até as analises bioguimicas. Todos 0s reagentes quimicos utilizados neste

estudo foram obtidos junto a Merck e Sigma-Aldrich.
Homogeneizacao dos tecidos

Para a analise dos niveis de lipoperoxidacdo e das enzimas antioxidantes, 0s
tecidos foram previamente homogeneizados utilizando o seguinte protocolo: em uma
propor¢do de 1grama de tecido para cada 5mL de uma solucdo de buffer fosfato
(acrescida de fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100mM
(inibidor de proteases) em uma proporcdo de 1mL de solucdo para cada 10uL de
PMSF), os tecidos foram homogeneizados em banho de gelo com auxilio de Ultra-

Turrax (IKA-WERK). Apés, foi feita a centrifugacdo do homogeneizado em centrifuga

58



refrigerada a 3000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e aliquotado em
quatro tubos de pléstico, que foram estocados em temperatura de -20°C para posterior

analise.
Lipoperoxidacéo

Os niveis de lipoperoxidacdo foram determinados através do método das
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). Esta técnica consiste no
aquecimento da amostra na presenca do acido tiobarbitirico em um meio &cido (Buege
& Aust, 1978), gerando um produto corado. Em tubos de ensaio, foram adicionados na
seguinte ordem: 300uL de &cido tricloroacético (TCA) 10%, 200uL de acido
tiobarbitarico 0,67%, 100uL de agua destilada e 100uL da amostra, tendo como volume
final 700uL. Os tubos foram agitados e aquecidos a 100°C durante 15 minutos,
resfriados em gelo durante 10 minutos e foi adicionado 600uL de alcool n-butilico para
a extracao do produto corado da solugdo aquosa. Os tubos foram agitados novamente e
centrifugados a 3000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi quantificado
espectrofotometricamente em comprimento de onda 535nm. A concentracdo de TBARS

foi expressa em nmoles de TBARS. mg de proteinas™.
Dosagem de Proteinas

A concentracdo de proteinas encontradas no homogeneizado foi quantificada
com auxilio de kit comercial da Labtest para Proteinas Totais (Ref.: 99), que tem como
principio o método de bioureto, que em contato com a amostra forma um liquido de cor

purpura com absorbancia maxima a 545nm.
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Enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas foi determinada através de espectrofotometria em
triplicata para o figado, os rins e uma por¢do do musculo caudal, através dos métodos

descritos abaixo.
Superdxido Dismutase (SOD)

A técnica para determinacdo desta enzima é baseada na inibicdo da reacdo do
radical superdxido com a adrenalina, onde a enzima compete pelo radical superéxido
com o sistema de deteccdo. Como ndo € possivel determinar a concentracdo da enzima,
nem sua atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo (minutos),
utiliza-se a quantificacdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como
a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de reducdo do detector
(adrenalina). A oxidacdo da adrenalina leva a formacdo de um produto corado, o
adrenocromo, detectado em comprimento de onda 480nm. O meio de reagcdo empregado
consiste de glicina-NaOH (50mM, pH 10,5) e adrenalina (ImM) (Boveris et al., 1982).

A concentragdo de SOD foi expressa em U de SOD por mg de proteinas™.
Catalase

A atividade da enzima catalase é quantificada através do consumo do perdxido
de hidrogénio. Buffer fosfato (50mM) foi pipetado em cubeta de quartzo, que ja estava
inserida no espectrofotdmetro, adicionou-se Sul de homogeneizado e por fim,
adicionou-se 17,5ul de peroxido de hidrogénio (H20,). O comportamento de cinética
enzimética € determinado pela inclinagdo negativa (diminui¢do da absorbancia) em um
comprimento de onde de 240nm durante 84 segundos, com leituras registradas a cada
7segundos. Os resultados obtidos para catalase foram expressos em nmoles de peréxido

de hidrogénio consumido por min™ por mg de proteinas™.
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Glutationa S-transferase

Para quantificacdo da atividade da enzima foi utilizado o método descrito por
Boyland e Chasseaud (1969); que consiste na medida da conjugagdo do 1-cloro 2,4
dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH). A atividade é medida através
do aumento dos valores de absorbancia, com comprimento de onda 340nm. A atividade
enzimaética é proporcional & velocidade de producdo do composto conjugado (Habig e
Jakoby 1981). Desta atividade é descontada a reacdo basal obtida pela leitura da reacéo
entre a GSH do ensaio e 0 CDNB, sem a presenca da amostra. O ensaio enzimatico foi
realizado por 120 segundos, com intervalo de leitura de 10 segundos em tampé&o fosfato
de potéssio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0 contendo 1 mM GSH e 1 mM de
CDNB; onde a absorbancia basal foi descontada a partir da leitura da reacdo do ensaio
na auséncia da amostra. Como agente iniciador da reacdo usou-se 10 ou 25pL de
amostra do homogeneizado. A atividade da enzima é expressa como nmol de conjugado

CNDB por min™por mg de proteinas ™.
Anédlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos com média + erro padrdo, testados quanto
a sua distribuicdo através do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e a homogeneidade
analisada pelo teste de Levene. Para dados paramétricos foi feito analise de variancia de
uma via (ANOVA), com correcdo de Bonferroni quando p>0,05 e Games-Howell
quando p<0,05. Para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal Wallis
no programa Bioestat (versdo 5.3), com teste complementar de Dunn. Os resultados
obtidos para os diferentes sexos foram comparados através de andlise de variancia de

duas vias. Foi adotado o nivel de significancia de 5% para as analises estatisticas
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realizadas com o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) for

Windows (Zar, 1996).

Resultados

Um total de 73 individuos de T.catalanensis foi coletado ao longo das estagoes,
de setembro de 2013 a setembro de 2014, sendo 38 machos e 35 fémeas. Com uma
média de comprimento rostro-cloacal (CRC) de 102,07 + 2,69 para machos e 86,47 +
1,34 para fémeas, deu-se preferéncia pela coleta de animais considerados adultos, a
partir do CRC de 65,3mm para machos, e 74,8mm para fémeas, conforme Arruda

(2009).

Lipoperoxidacdo (TBARS)

Para os tecidos hepatico e muscular caudal de machos e fémeas ndo foram
encontradas diferengas significativas quanto aos niveis de lipoperoxidacdo (p>0,05),
apesar de verificarmos uma clara tendéncia de aumento destes niveis na primavera. Foi
encontrada diferenca (p<0,05) apenas no tecido renal de machos, onde os niveis de
lipoperoxidac&o na primavera foram 78,09% mais altos que no inverno. No musculo
caudal de machos a técnica empregada neste estudo ndo foi capaz de detectar niveis de
TBARS para os meses de inverno, sendo a anélise estatistica realizada apenas entre as

demais estacOes do ano (primavera, outono e inverno) neste tecido e sexo (Fig.3).

Superoxido dismutase

Nao foi detectada atividade para esta enzima em parte das amostras deste estudo,
sendo assim, nas amostras onde foi registrada atividade, houve diferenca significativa
na SOD do tecido hepatico de machos (p<0,05), onde o verdo apresentou niveis de

atividade 60,24% maiores que o outono e 80,38% maiores 0 que inverno. N&o houve
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diferenca significativa (p>0,05) da atividade desta enzima em nenhuma das esta¢des no
tecido hepético de fémeas (Fig.1). Para o tecido renal de machos, houve diferenca
significativa (p<0,05) nas estagdes primavera e verdo, que apresentaram menor
atividade enzimatica (x=2,50 e x =2,44, respectivamente) e as estacbes outono e
inverno, onde a atividade é mais alta (X =5,16 e 5,17, respectivamente). Assim como no
figado, ndo houve diferenca significativa na atividade de SOD renal das fémeas
(p>0,05) (Fig.2). Houve diferenca significativa quando comparado o0s sexos, onde
machos apresentaram atividade 31,57% mais alta que fémeas. No tecido muscular
(Fig.3), machos apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre as estacOes
primavera e outono, onde houve um aumento de atividade de 68,31% da primavera para
0 outono. N&o foi detectada atividade enzimatica neste tecido no verdo. Embora nédo
tenha sido apontada diferenca estatistica, a atividade da SOD muscular em fémeas na
primavera é 3,5 vezes maior que as outras estacfes do ano. Houve diferenca
significativa (p<0,05) entre 0s sexos nas estacGes, onde machos apresentaram atividade
76,96% mais alta que fémeas no outono e 74,73% mais alta que fémeas no inverno. Ja
fémeas apresentaram atividade da SOD muscular 62,67% mais alta que machos durante

a primavera.

Catalase

Houve diferenca significativa entre machos e fémeas quando comparadas as
médias dos meses que compdem a primavera e inverno (p<0,05) no figado (Fig.1), onde
na primavera verificamos uma atividade enzimatica 93,73% mais alta para os machos e
71,04% mais alta para as fémeas em relacdo ao inverno. Houve diferenca significativa
entre os sexos (p=0,043), onde os machos apresentaram atividade até 59,07% mais alta
que a observada em fémeas. Para a atividade da CAT nos rins (Fig.2), machos

mostraram diferenca significativa entre as estacfes do ano, sendo esta diferenca
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observada entre o verdo e o inverno (p<0,05), com 0s meses de inverno apresentando
valores 77,01% mais altos que no verdo. Para fémeas, houve diferenga significativa
entre o inverno e 0s meses de verdo e de outono; onde o inverno apresentou maior
atividade (x =36,88) e 0 outono a menor (x =9,02). Houve diferenca significativa entre
as estacbes do ano (p=0,010) quando comparamos os valores encontrados para 0s
machos e as fémeas, onde a maior atividade foi apresentada para ambos 0sS sexos no
inverno, e a menor no verdo para machos (x =8,25) e no outono para fémeas (x =9,02).
Machos nédo apresentaram diferenca significativa em nenhuma das esta¢fes do ano para
a atividade da CAT muscular, porém fémeas apresentaram diferencas entre o inverno e
as estacdes verdo e outono (Fig.3), onde no inverno é observada uma atividade 79,53%
mais alta que no verdo e 80,94% mais alta que no outono. Houve diferenca significativa
entre machos e fémeas no inverno (p<0,05), com fémeas apresentando atividade

60,27% mais alta da enzima que machos.

Glutationa S-transferase

N&o houve diferenca significativa entre a atividade da GST no figado (Fig.1)
para machos (p>0,05) ao longo de um ciclo sazonal. Em fémeas, houve diferenca
significativa entre os meses de primavera e verdo, onde a atividade foi 79,29% mais alta
no verdo. Houve diferenca entre machos e fémeas (p<0,01), com as fémeas
apresentando uma atividade 60,14% mais alta (X machos=11,12; x fémeas=27,9). A
maior diferenca entre os sexos foi notada no verdo, onde a atividade da CAT foi 79,7%
mais alta em fémeas. A atividade da GST nos rins (Fig.2) ndo apresentou diferenga
significativa ao longo do ano. No musculo caudal (Fig.3), ndo houve diferenca
significativa para atividade da GST em machos (p>0,05); j& em fémeas houve diferenca

significativa entre 0 outono e 0s meses de verdo e inverno, com o outono apresentando
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uma atividade 58,41% mais alta que aquela verificada no verdo e 70,95% mais alta que

no inverno. Nao houve diferenca significativa entre os sexos nas estacoes.

Discussao

Os niveis de lipoperoxidacdo (que indicam dano causado pelas ERO) (Ferreira e
Matsubara 1997) foram mantidos constantes em ambos 0s sexos no tecido hepético e
muscular para todas as estagbes do ano; inclusive durante o periodo reprodutivo
(setembro-janeiro) (Arruda 2009), embora exista uma tendéncia (p>0,05) de maiores
valores para este periodo no tecido hepatico e também no muscular de machos, o que
pode estar ligado ao comportamento reprodutivo. J& no tecido renal de machos foi
observado um claro incremento dos niveis de LPO nos rins durante a primavera em

relacdo as demais estacdes do ano.

E conhecido da literatura que durante a estacdo reprodutiva, fémeas tendem a
tornarem-se residentes, enquanto machos apresentam maior atividade exploratéria do
habitat devido a busca por fémeas e ao comportamento de defesa de territorio e de seus
haréns (Rodrigues 1987; Arruda 2009). Segundo Arruda (2009), os machos desta
espécie produzem espermatozoides ao longo de todo ano e este fato pode estar ligado a
producdo continua de testosterona para a manutencdo do comportamento agressivo e
defesa de territorio como proposto por Wiederhecker et al.(2002) para Tropidurus

torquatus.

Em machos de vertebrados, a reproducdo conduz a modificagdes morfoldgicas,
comportamentais e fisiologicas, e 0 sucesso reprodutivo incorre em custo metabdlico
aliado a um incremento do estresse oxidativo (Alabarse et al. 2011). Além disto,
Costantini et al. (2009) ressaltam que os horménios sexuais como a testosterona e o

estradiol apresentam atividade antioxidante, e também induzem a producéo de ERO, o
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gue pode gerar estresse oxidativo. Alabarse et al. (2011) mostram que o tecido renal de
ratos machos apresentam um aumento do dano oxidativo e de modificagdes no sistema
de defesa antioxidante, sendo isto associado a alteragdes no metabolismo e ao aumento
da testosterona na reproducdo, visto que menores niveis deste horménio sdo necessarios
para a manutengdo do status antioxidante e, o aumento leva a um desequilibrio deste
sistema, determinando estresse. E evidenciado por trabalhos de Marler e Moore (1988) e
Tokarz et al. (1997), que niveis altos de testosterona podem reduzir a sobrevivéncia em
machos. Assim, o aumento dos niveis de lipoperoxidacao verificados no tecido renal de
machos de Tropidurus catalanensis pode estar relacionado com um possivel aumento da

secrecdo de testosterona durante o periodo reprodutivo da espécie (setembro-janeiro).

Cabe ressaltar que no tecido muscular foi possivel detectar valores de
peroxidacgdo lipidica nos meses de primavera, verdo e outono, ndo sendo detectados tais
niveis no inverno; sugerindo uma reducdo da atividade exploratdria do animal durante o
inverno, o que conduziria a uma diminuicdo do gasto energético (depressdo metabolica)
e consequentemente, uma diminuicdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio e
assim, da lipoperoxidacdo. Sabe-se que a fosforilagdo oxidativa é um dos principais

pontos de sintese de tais moléculas (ERO) (Downling e Simmons 2009).

Na regido onde a espécie foi coletada, o inverno se caracteriza como a estacao de
mais baixa temperatura (média de 14°C), acompanhada da diminuicdo do periodo de
insolacdo (Vieira et al. 2011), o que pode induzir uma restricio da atividade

exploratdria destes animais, resultando em hipometabolismo.

A hibernagdo ou hipometabolismo em répteis e anfibios € conhecida também
como brumagdo. Este evento ocorre geralmente nos meses mais frios, mas é possivel

observa-lo em periodos onde variaveis ambientais (como temperatura e disponibilidade
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de alimentos) nédo estdo alteradas (Rismiller e Heldmaier 1982). Este fato foi verificado
no lagarto Lacerta viridis, que apresenta inatividade e depressdo metabolica apesar da
oferta de alimentos e manutencdo da temperatura em 23°C, sendo tal resposta
determinada pelo fotoperiodo (Rismiller e Heldmaier 1982). Saurios da espécie
Tupinambis merianae apresentam grande porte, com taxa metabdlica de repouso
relativamente alta, exibindo uma diminuicdo gradual da mesma e do tempo gasto em
atividade a partir dos meses de outono, até atingirem inatividade e jejum nos meses de
inverno (de Souza et al. 2004), sendo estes mecanismos induzidos por baixas

temperaturas e diminuicao da insolacdo (Milsom et al. 2008).

Os resultados obtidos neste trabalho para a medida de dano oxidativo sdo
menores que aqueles encontrados para outros répteis (Valdivia et al. 2007; Furtado-
Filho et al. 2007; Reguera et al. 2014) (Tabela 1), o que permite sugerir uma alta
capacidade do sistema antioxidante deste animal frente as variacGes das condicOes
ambientais e de seu proprio ciclo de vida. Animais tolerantes a condicdes extremas
apresentam um sistema de defesa antioxidante eficiente contra flutuacdes no consumo
de oxigénio (Welker 2009), reforcando a hipétese apresentada anteriormente de um
periodo anual de hipometabolismo. Destacam-se entre estas adaptacdes, ja descritas em
outros répteis, a presenca de altas concentracbes de moléculas antioxidantes, sendo

necessarios maiores investigacdes sobre estes aspectos em Tropidurus catalanensis.

A enzima superoxido dismutase tem por funcdo metabolizar o anion radical
superdxido (O,) em perdxido de hidrogénio (H2,0,), uma molécula que apresenta menor
capacidade de oxidacdo (Ferreira e Matsubara 1997). N&o foi possivel detectar atividade
enzimatica com a técnica empregada em parte das amostras (140 amostras). As que
obtiveram registro de atividade (79 amostras), esta se apresentou muito baixa. O tecido
hepéatico de machos apresentou atividade de SOD mais alta no verdo, combinada a um
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maior nivel de lipoperoxidagdo, enquanto fémeas ndo obtiveram diferenga significativa
(p>0,05) para ambos os parametros. Este resultado pode estar ligado ao aumento da
atividade exploratoria no ambiente. Segundo Olsson et al. (2012), machos da espécie
Ctenophorus pictus apresentam atividade da SOD significativamente maior que fémeas
no periodo reprodutivo, sendo sugerido pelos autores que tal padréo esta ligado a maior
atividade do sexo, envolvendo longas horas de patrulha do territorio e competi¢do por
oportunidade de acasalamento. O mesmo comportamento é observado na espécie

Tropidurus catalanensis.

Nos rins, a atividade da SOD apresentou diferenca significativa (p<0,05) apenas
em machos, onde as estacbes mais frias (outono e inverno) apresentaram maior
atividade enzimatica. Fémeas ndo tiveram flutuacGes na atividade desta enzima no
tecido renal, o que pode estar ligado a producgdo de estrégeno. Um estudo feito em ratos
concluiu que este hormdnio auxilia na protecdo dos rins, atenuando danos induzidos

pela producdo do radical superoxido (Ji et al. 2007).

Assim como visto no tecido renal, o tecido muscular apresentou diferenca
significativa em machos, mais uma vez registrando atividade de SOD mais alta em
estacdes de baixas temperaturas. Este mesmo resultado foi visto em lagartos da espécie
Lacerta vivipara, submetidos ao resfriamento e congelamento. Neste estudo, a atividade
da SOD aumentou nas situacdes supracitadas, indicando a ocorréncia de uma ativacédo
do sistema antioxidante destes animais como estratégia de sobrevivéncia em baixas
temperaturas, tendo a SOD um papel importante neste evento, protegendo os tecidos
renal e muscular contra dano oxidativo. Apds descongelamento, 0s animais

apresentaram diminuicdo da atividade desta enzima (\Voituron et al. 2006).
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A enzima catalase é uma hemeproteina que converte o peréxido de hidrogénio
em agua e oxigénio molecular (Ferreira e Matsubara 2000; Righetti et al. 2014). O
maior incremento de atividade de CAT no figado de machos e de fémeas foi encontrado
durante o periodo reprodutivo. Segundo Costa et al. (2008), 0 aumento da atividade de
enzimas como SOD e CAT no tecido hepéatico € uma resposta ao aumento das ERO.
Como ha uma tendéncia de maiores niveis de lipoperoxidacdo (p>0,05) durante a
primavera e o verdo, este aumento da atividade enzimética pode ser considerado como
uma resposta do tecido hepéatico aos eventos reprodutivos, permitindo assim um

acréscimo da demanda metabdlica deste tecido, sem que ocorra estresse oxidativo.

Nos rins a maior atividade da CAT ocorre nos meses de inverno, tanto em
machos como em fémeas. Também foi possivel verificar alto nivel desta enzima no
muasculo de fémeas durante o inverno. O aumento da atividade das enzimas
antioxidantes durante o hipometabolismo parece ser uma adaptacdo de animais
resistentes a grandes flutuacdes no consumo de oxigénio, sendo esta resposta tecido
dependente (Welker 2009). Tal padréo foi verificado em T.catalensis, principalmente
para machos; e pode ser considerado importante no preparo destes organismos para 0
enfrentamento da demanda energética ocorrente nas estacdes subsequentes (primavera-
verdo) para sustentar a reproducdo. A maior facilidade de coleta das fémeas mesmo em
baixas temperaturas permite sugerir que elas mantém o forrageio nesta estacdo do ano
como uma preparacdo para 0 proximo periodo reprodutivo. Este padrdo de
comportamento pode também influenciar no incremento da atividade da catalase
muscular, pois a atividade fisica induz ao aumento de enzimas antioxidantes, entre elas,

a catalase (Cdrdova e Navas 2000).

A enzima glutationa S-transferase tem fungdo antioxidante secundéria de

remocdo de produtos toxicos oriundos da lipoperoxidacdo, estando envolvida na
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metabolizacdo de endo e xenobidticos (Hermes-Lima e Storey 1993). O tecido hepético
de fémeas apresenta alta atividade de GST ao longo do ano (verdo, outono e inverno),
excluindo o periodo reprodutivo (primavera) onde esta se apresenta diminuida. Padrao
de resposta semelhante foi verificado em Tupinambis merianae, que apresentou uma
diminuicdo da GST apds o periodo de hipometabolismo (inverno) com a atividade desta

enzima retornando aos valores normais apés 40 dias do despertar (Welker 2009).

Os resultados de aumento da atividade da GST durante verdo, outono e inverno
principalmente em fémeas, pode estar associado a recuperacdo da reproducdo, ao
preparo para um novo ciclo reprodutivo e também a dieta, respectivamente. Sendo T.
catalanensis uma espécie primariamente insetivora que tem como estratégia o forrageio
ativo, Arruda et al (2007) elucida que um dos tdxons mais ocorrentes nos estdmagos da
espécie e com maior disponibilidade no ambiente sdo himendpteros formicideos. Em
Tropidurus torquatus foi constatado uma frequéncia de ocorréncia de Formicidae de
cerca de 64 e 57% e de 87 e 73% nas fémeas e nos machos, na estacao seca e chuvosa,
respectivamente (Gomides et al. 2013). Estes organismos produzem acido formico com
finalidade de defesa (Hefetz e Blum 1978). A alta atividade da GST no figado do verao
ao inverno pode estar ligada com a metabolizacao desta substancia; como é sugerido por
Welker (2009) em sua tese desenvolvida com Tupinambis merianae, onde foi verificado
um aumento da atividade da GST apds o jejum e reintroducdo do alimento.
Experimentos futuros que analisem o contetdo estomacal, bem como o grau de replecao
gastrico ao longo do ano se fazem necessarios para um melhor entendimento destas
relagoes.

Os resultados encontrados para a glutationa S-transferase no tecido muscular
caudal sdo semelhantes aos encontrados por Aguilera et al. (2012) em lagartos

Sceloporus spp coletados em areas protegidas, indicando que estes animais ndo parecem
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estar expostos a qualquer fonte de poluicdo, diferentemente do que foi encontrado pelos
mesmos autores para saurios coletados em area industrial.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem uma alta eficiéncia do
sistema antioxidante destes animais, mantendo a lipoperoxidagdo em baixos niveis para
todos os tecidos estudados. O sistema de defesa antioxidante enzimatico aqui estudado
(SOD< CAT e GST) apresenta uma responsividade tecido-especifica, sendo modulado
possivelmente por fatores ambientais como temperatura, fotoperiodo e insolacdo. Tal
perfil indica que estes animais conseguem manter a homeostase mesmo em periodos de
alta demanda energética, como a reproducdo. Andrade et al.(2010) salientam que o
potencial reprodutivo dos animais € diretamente influenciado pelos danos causados pelo
estresse oxidativo. O presente trabalho pode ser considerado importante na descricdo e
entendimento dos efeitos das flutuagdes sazonais no status oxidativo de lagartos de vida
livre.
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Apéndices

Figura 1. Niveis de lipoperoxidagdo e atividade das enzimas antioxidantes no tecido
hepético de Tropidurus catalanensis detectados ao longo do ano. As barras representam
as médias * erro padrdo, as barras pretas representam 0s machos e as brancas fémeas.

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05), sendo letras maiusculas
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usadas para machos e letras minusculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na

curva de resposta de machos e fémeas ao longo do ano

Figura 2. Niveis de lipoperoxidacdo e atividade das enzimas antioxidantes no tecido
renal de Tropidurus catalanensis detectados ao longo do ano. As barras representam as
médias + erro padrdo, as barras pretas representam os machos e as brancas fémeas.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05), sendo letras maiusculas
usadas para machos e letras minusculas para fémeas. Asterisco (*) indica diferenca na

curva de resposta de machos e fémeas ao longo do ano

Figura 3. Niveis de lipoperoxidacdo e atividade das enzimas antioxidantes no tecido
muscular caudal de Tropidurus catalanensis detectados ao longo do ano. As barras
representam as médias £ erro padrdo, as barras pretas representam os machos e as
brancas fémeas. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05), sendo letras
mailsculas usadas para machos e letras minasculas para fémeas. Asterisco (*) indica

diferenca na curva de resposta de machos e fémeas ao longo do ano
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Tabela 1 Niveis de lipoperoxidacdo (TBARS) em diferentes 6rgdos de espécies de
répteis: jacaré-do-pantanal (Caiman yacare), tartaruga-verde (Chelonia mydas agassizii)
e lagartixa-do-mato (Psaummodromus algirus). Resultados estdo representados por

média £ erro padréo

Espécie Tecido TBARS Referéncia

Caiman yacare Figado 81.1 £ 9.8 (nmol/g) Furtado-Filho et al.
Rins 55.0+5.1 (2007)
Mdusculo 10.6£2.2

C. mydas agassizii Figado 121.3 £ 20.8 (nmol/g) Valdivia et al. (2007)
Rins 51.9+11.2
Mdsculo 63.7+7.4

Psammodromus algirus Figado - Reguera et al. (2014)
Rins

Mdusculo 140.96 + 50.74 (nmol/g)
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CONCLUSOES GERAIS

Com o presente trabalho, conclui-se que a reproducéo é o evento bioldgico que
tem o maior custo metabolico para a espécie em estudo. Foi visto um claro padrdo de
flutuacdo sazonal nos niveis de proteinas totais plasmaticas, glicogénio, lipideos totais e
triglicerideos do figado de machos e fémeas; e nos niveis de glicose, lipideos totais e
proteinas totais hepaticas de fémeas. E possivel sugerir que o periodo reprodutivo seja
uma época de maior susceptibilidade para a espécie, principalmente em fémeas, por
estas alocarem grande parte de suas reservas energéticas para garantir 0 sucesso

reprodutivo.

Foi observado também que o sistema antioxidante destes animais € altamente
eficiente, e que apresenta uma resposta tecido-especifica, sendo modulada
principalmente por fatores ambientais, como temperatura, fotoperiodo e insolacgéo.
Mesmo periodos de grande demanda energética como a reproducdo nao foi capaz de

perturbar a homeostase destes animais, em termos oxidativos.

A elucidacdo dos efeitos da sazonalidade no metabolismo intermediario e no
status oxidativo de uma populacéo de Tropidurus catalanensis em seu ambiente natural
pode auxiliar no entendimento do impacto de aces antrépicas em seu ecossistema, e

dar subsidios para a conservacao desta espécie no Bioma Pampa.
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If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures,

"Al, A2, A3, etc."” Figures in online appendices (Electronic Supplementary
Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width,
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e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.

e For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that:

o All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

e Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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