ISSN 1517-6770

Interferéncia sazonal no
metabolismo da Rana
catesbeiana Shaw ,1802
(Anura, Ranidae)

Carlos Alberto da Silvat
Wilton M.S.Nunes?
Clarissa Sanches da Silva®

SEASONAL INTERFERENCE IN Rana
catesbeiana SHAW, 1802 (ANURA,
RANIDAE) METABOLISM

ABSTRACT: There are a few experimental data concerning the
seasonal variations of metabolism in Amphibian.
Less attention was given to natural environmental
conditions and aspects of metabolism of Rana
catesbeiana Shaw,1802 (Anura, Ranidae). The
propose of this study was evaluated interference the
metabolism of R. catesbeiana in different seasons.
Liver and muscle showed a big glycogen reserves in
summer and autumn and a little in winter and spring.
We observed that plasmatic insulin concentration
is bigger in summer and spring and decrease in
autumn and winter. When compared with the other
season plasmatic glycaemia only differ in spring.
The analysis of plasmatic lipids showed a big F.F.A
concentration in winter and spring and a hard
decrease in summer, now, plasmatic concentration
of triglycerides showed an inverse standard. In an
attempt to contribute to understanding the
metabolism of amphibian we suggest that a rhythmic
fluctuations in seasons directly influence in
metabolic standard of R. catesbeiana.
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INTRODUCAO

Os organismos harmonizam suas fun¢des vitais com o
ambiente, ajustando-as constantemente de acordo com dife-
rentes parametros cronobioldgicos e ambientais, como
alternancias no ciclo de luz, variacdes de estacbes do ano,
variacOes na temperatura ambiente e na pressdo atmosférica
(MARQUES & MENNA-BARRETO, 1997).

Nos diferentes nichos ecolégicos os organismos constan-
temente se adaptam as variacGes da disponibilidade de
substratos energéticos. SCAPIN & DI GIUSEPPE (1994) verifi-
caram que Ranatemporaria (Linnaeus,1758) apresentava va-
riacBes sazonais na glicemia e na mobilizacdo dos depésitos
de tecido adiposo, sugerindo que a temperatura ambiente in-
fluenciava na regulacdo das vias metabdlicas.

FARRAR & FRYE (1977) demonstraram que os anfibios
possuem reservas de substratos energéticos maiores que as
observadas nos mamiferos e constataram nitidas modificacdes
bioguimicas e morfoldgicas do parénquima hepético nas dife-
rentes estacdes do ano. Neste sentido, tem sido consenso que
a mobilizacdo dos substratos energéticos tem relacdes com as
variacOes de cada estacdo (FENOGLIO et al., 1992).

O controle da glicemia nos anuros, assim como nos ma-
miferos, tem a participacdo do sistema endd6crino (PACKARD
& RANDAL, 1976). Estudos “in vitro” do metabolismo de
carboidratos em hepatécitos isolados de ra revelaram que es-
tes sdo sensiveis a insulina e aos horménios glicogenoliticos,
semelhante ao observado nos hepatocitos de mamiferos. Nes-
te sentido, observa-se aumento nas reservas hepaticas de
glicogénio concomitante a elevacdo da insulinemia e deplecao
desta na presenca dos horménios glicogenoliticos (JANSSENS
et al., 1983; JANSSEN & GRIGG, 1987; JANSSEN & MAHER,
1986). Concomitante a variacdo na concentracdo plasmatica
dos principais horménios, também ja se observaram varia¢des
sazonais nas concentracdes plasmaticas de aminoacidos, pro-
teinas e triacilglicerdis (SCHLAGHECKE & BLUM, 1978 a; b).

SCHALAGHECKE & BLUM (1981) estudaram o metabo-
lismo da Rana esculenta (Linnaeus,1758) e verificaram eleva-
das concentracdes plasmaticas de insulina no verédo



concomitante com a maturacédo final das gdnadas, as quais
atingiram 30% do peso do animal, sugerindo que a insulina é
um hormdnio importante para esta maturacgao.

Recentes estudos avaliaram a sazonalidade da atividade
das enzimas glicogénio fosforilase e glicogénio sintetase, no
figado dara verde (R. esculenta) e constataram que a fosforilase
€ mais ativa durante o inverno engquanto a sintetase é mais
ativa no verdo, sugerindo a influéncia sazonal na atividade
destas enzimas. Apesar da pouca informacédo a respeito das
enzimas envolvidas no metabolismo do glicogénio em anfibi-
0s, assume-se que ocorre de maneira similar aos outros verte-
brados e que por sua vez possa ter influéncia da sazonalidade
(SCAPIN & GIUSEPPE, 1993, 1994).

De forma geral, é consenso que os pecilotérmicos apre-
sentam alteragdes metabdlicas em funcéo de fatores que ca-
racterizam as estacdes climéticas.

O obijetivo deste trabalho foi avaliar parametros fisiol6gi-
cos da R. catesbeiana (Ra-Touro) nas diferentes estacfes do
ano, destacando-se 0s seguintes itens: a) reservatdrios de
glicogénio do figado, musculo gastrocnémio, atrio e ventriculo;
b) concentra¢cdes plasmaticas de glicose, acidos graxos livres,
triacilglicerdis e insulina.

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 32 ras touro adultas, de ambos 0s sexos,
pesando de 150 a 180g, divididas em quatro grupos experi-
mentais com oito ras cada. Os experimentos foram realizados
sempre na ultima quinzena de cada estacdo do ano (primave-
ra, verdo, outono e inverno).

Coleta de material e técnicas de analise

As ras foram decapitadas e o sangue foi coletado com auxi-
lio de tubos heparinizados, sendo prontamente centrifugado e o
plasma reservado para avaliagdo da concentracdo de acidos
graxos livres, triacilglicerdis, glicose e insulina.
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O glicogénio hepatico e muscular foi avaliado segundo o
método proposto por SIU LO & TAYLOR (1970) e os valores
estdo expressos em mg/100 mg de tecido umido.

Para determinar a concentracdo plasmatica de acidos
graxos livres foi utilizada a técnica proposta por REGOUW et
al. (1971), e para a determinacdo da concentracdo glicose e
triacilglicerois, foram utilizados métodos colorimétricos, con-
forme kit comercial (Celm-Reactoclin). A insulina plasmatica
foi avaliada segundo a proposta de MALAISSE et al. (1970),
porque apresenta sensibilidade apropriada para avaliacdo de
guantidades de insulina da ordem de ng/mL.

Analise estatistica

Utilizou-se Analise de Variancia seguido de teste de Tukey
para comparacao das médias, sendo fixado como nivel critico
p <0,05.

RESULTADOS

As reservas de glicogénio da R. catesbeiana foram avali-
adas nas diferentes estacdes do ano, no intuito de verificar se
héa relagdes entre as condi¢cdes ambientais e os padrdes meta-
bolicos. A Figura 1 mostra que as concentracdes hepéticas de
glicogénio foram elevadas em 98.6% (p<0,05) na transicdo
primavera - verdo ndo se modificando com a chegada do ou-
tono. Por outro lado, com a chegada do inverno as reservas
hepaticas de glicogénio foram depletadas em 73.2% (p<0,05).



Glicogénio myg ¢ 100 mg de tecido dmido

Figura 1. Concentracdo hepética de glicogénio (mg/100mg) da ra-touro nas
diferentes estagdes climaticas. As colunas representam as médias + epm, n=8.
*p<0,05

Quanto ao tecido muscular (Figura 2) destacamos que
houve acumulo de glicogénio na primavera e verdo, havendo
acréscimo de 852.9% no gastrocnémio; em relacéo as outras duas
estacdes, 154.3% no atrio e 322.5% no ventriculo (p<0,05). Cabe
ressaltar que de maneira contraria ao observado no figado, no
outono as reservas musculares de glicogénio apresentaram uma
elevacdo adicional atingindo 28% no gastrocnémio, 124% no atrio
e 118% no ventriculo (p< 0,05). Um fato merecedor de destaque
€ a chegada do inverno que induziu uma significativa deplecéo
das reservas musculares atingindo 94% no gastrocnémio, 96%
no atrio e 92% no ventriculo (p<0,05).
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Figura 2. Concentracdo muscular de glicogénio (mg/100mg de tecido imido)
da ra-touro nas diferentes estagdes climaticas. As colunas representam as mé-
dias + epm, n=8.
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Dentro do perfil endécrino, pode-se observar na Figura 3
gue a concentracdo plasmatica de insulina foi significativa-
mente elevada (1042%) com a chegada da primavera. Esta
concentracgéao foi elevada adicionalmente em 18% com a che-
gada do verdo. Por outro lado, no outono e inverno, a insulinemia
foi reduzida em 53.3%, e 99.8%, respectivamente. Quanto a
glicemia, pode-se observar que na primavera os valores foram
significativamente maiores do que nas outras estacdes suge-
rindo crioprotecdo durante o periodo de inverno (Figura 4).
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Figura 3. Variacéo sazonal da concentracéo plasmatica de Insulina (ng/mL) da
Ra&-touro, n= 8. (*) p< 0,05 quando comparado a primavera.
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Figura 4. Variagdo sazonal da concentracéo plasmaética de glicose (mg/dL) da
rd —touro, n= 8. (*) p< 0,05 quando comparado a primavera.



Com relacdo a concentracdo sérica de acidos graxos
livres (Figura 5), pode-se observar que estas foram elevadas
natransicao verao - outono, atingindo 161% no outono e 325%
no inverno (p<0.05), seguindo-se uma reducdo com a chegada
da primavera (51%, p<0.05).

Com relacgéo ao perfil lipidico desenvolvido sazonalmen-
te pode-se verificar na Figura 6 que a concentracdo plasmaética
de triacilglicerais foi significativamente reduzidas em 40% na tran-
sicdo verao — outono e 63% ha transicdo outono — inverno (p<0.05).
A concentracdo plasmética deste substrato foi substancialmente
elevada com a chegada da primavera, atingindo valores 78.4%
maiores do que nas outras estacdes.
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Figura 5. Variagdo sazonal da concentracdo plasmatica de Acido Graxo Livre
(A.G.L.; mmol/L) derd-touro, n=8.* p< 0,05 quando comparado a primavera.
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Figura 6. Variacao sazonal da concentracéo plasmatica de triacilglicerdis (mg.dL)
de rd—touro, n=8. * p< 0,05 quando comparado a primavera.
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Informacdes adicionais relativas as condi¢cdes ambien-
tais registradas nas diferentes estacfes do ano estdo apresen-
tadas na Tabela 1 onde pode-se observar pequenas variacdes,
como tipicamente observado em paises tropicais.

Tabela 1. indices metereoldgicos nas diferentes estages do ano. Valores ex-
pressos como média + epm, n=2.

Estaces Insolagéo Unidade Vento médio Temperatura Dias de
(HIDIA) relativa ( Km/h ) média chuva
(%) (°c)
Veréo 5.87 £ 0.6 83.2+ 3.0 7.64 £0.7 30.2 0.5 171
outono 6.52 + 0.6 83.0+0.9 6.62 = 0.4 232+0.7* 9+2*
inverno 7.56 £ 0.5 75.0 £ 35 7.70 £ 0.3 20.0+08* 3x1*
primavera 7.07 £05 732 +14 991+03* 263x06* 10+x1~*

* P <0,05 se comparado ao verdo
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DISCUSSAO

Ao longo dos processos evolutivos, 0s organismos que
melhor se adaptaram foram aqueles que, de diferentes manei-
ras, conseguiram acompanhar a estrutura ritmica do ambiente
(BYRNE & WHITE, 1975; FENOGLIO et al., 1992).

A avaliacdo das reservas de glicogénio da réa touro (R.
catesbeiana) realizada na primavera mostrou que as reservas
hepaticas e musculares de glicogénio foram elevadas, se com-
paradas as reservas observadas no inverno (Figuras 1 e 2). Es-
tudos realizados em paises que apresentam estacdes climati-
cas bem definidas sugeriram que concomitante as mudanca
nos padrdes climaticos os anuros manifestam respostas
adaptativas comportamentais e neuroenddcrinas (FENOGLIO
et al., 1992). Neste sentido, nossos resultados apontam para a
manutenc¢ao das respostas metabdlicas caracteristicas de cada
estacdo mesmo frente a pequenas variagdes climaticas.

No intuito de avaliar se a concentracdo plasmatica de
insulina também ¢é influenciada pela flutuagcéo sazonal, avali-
amos a insulinemia nas diferentes estacdes do ano e observa-
Mos que na primavera € no verdo a secrecao de insulina foi
elevada possivelmente devido ao aumento na ingesta alimen-
tar (Figura 3). Cabe salientar, que as elevadas concentracoes



séricas de insulina, permitem a ativacdo da glicoquinase he-
patica e muscular, favorecendo que a sintese de glicogénio
nestes tecidos ocorra em maior intensidade nas estacdes com
temperatura elevada (HANKE & NEUMANN, 1972). Este fato
caracteriza uma fase de acumulo de substratos metabdlicos
concomitante a elevacdo na temperatura ambiente. Cabe res-
saltar, que ha um efeito ligado a crioprotecdo decorrente da
manutencdo de uma glicemia ndo diferenciada durante os
meses de outono inverno como mostra a figura 3.

Estudos de toleréncia ao frio realizados com R.
catesbeiana demonstraram que a concentracdo plasmatica de
lipidios também varia de acordo com a variacdo na tempera-
tura ambiente (STEINER et al., 2000). Neste sentido, nosso es-
tudo mostra que no verdo ha reducdo na concentracdo
plasmatica de A.G.L. concomitante a elevag¢do na concentra-
cdo plasmatica de triacilglicerdis apontando para a ativacao
de respostas enddcrinas que atuam auxiliando o organismo na
formacao de reservas energéticas que permitam suportar o in-
tempérie do inverno (Figuras 5 e 6) (BYRNE & WHITE, 1975).
Frente a variacdo na concentracdo plasmatica de lipidios tem
sido sugerido que estes sejam utilizados pelos musculos como
fonte de energia formando um sistema poupador de glicose
gue a direciona preferencialmente para manutencdo da
homeostasia do sistema nervoso como sugerido por diferentes
autores de paises cujas estactes sdo bem definidas (PASONEN
& KOSKELA, 1974; KING et al., 1995; SCAPIN,1982).

Na década de 70, foi observado que nos meses quen-
tes 0s anuros apresentam elevagdo tanto nas reservas de
glicogénio quanto no tecido adiposo, preparando o organismo
do animal para suportar o periodo de hibernag¢do que ocorre
durante o inverno (PENHOS & RAMEY,1973). J4 no inverno o
metabolismo é reduzido, enquanto a concentracdo plasmatica
dos hormonios glicogenoliticos e lipoliticos torna-se elevada,
iniciando a deplecado dos reservatdrios de substratos energéticos
visando dar o suporte nutricional imprescindivel durante a hi-
bernacéo.

No outono nédo observamos diferenca nas concentra-
¢Oes hepaticas e musculares de glicogénio quando compara-
do ao verdo (Figuras 1 e 2). Neste sentido, acreditamos que as
elevadas reservas musculares de glicogénio tenham relacao
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com a utilizacdo de outros substratos como fonte energética
(SCHLAGHECKE & BLUM, 1978a,b; 1981).

Na Tabela 1, pode-se observar a queda na temperatura
ambiente nos meses que precedem o inverno e em decorrén-
cia desta variacdo climatica deflagraram-se mudancas no
“status” metabdlico caracterizadas pela reducédo na concen-
tracdes plasmaticas de insulina e triacilgliceréis ao mesmo tem-
po que a concentracdo plasmatica de acidos graxos livres foi
elevada. Neste aspecto, nosso estudo corrobora com a hipéte-
se dos ajustes sazonais proposta por JANSSEN et al., 1983.

CONCLUSAO

Nosso trabalho mostra que o metabolismo da ra-touro
foi influenciado pelas variagdes sazonais e mostra que, ape-
sar da R. catesbeiana ser uma espécie tropicalizada, apresen-
ta significativos ajustes metabdlicos frente as pequenas varia-
¢Oes geoclimaticas. Tais alteracdes, sdo expressas pelas modi-
ficacdes no perfil enddcrino que sofre influencia direta da tem-
peratura ambiente.
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