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Resumo

A manutenc¢do do balanc¢o hidrico ou de agua ¢ particularmente desafiadora para os
anfibios em virtude de seu tegumento altamente permedvel e o risco associado de perda
evaporativa de agua. Neste sentido, anuros terrestres exibem uma grande diversidade de
mecanismos que atuam na diminuicdo da perda evaporativa de agua e contribuem para a
manuten¢gdo de um balanco hidrico adequado. Ademais, algumas espécies de anuros sao
conhecidas por tolerar altos niveis de desidratagdo e por engajar-se em atividades de rotina na
natureza, ainda que sob niveis varidveis de desidratacdo. Finalmente, o préprio nivel de
desidratacdo pode acarretar alteragcdes nos fatores envolvidos na manutengao do balango de
agua dos anuros, aspecto muito pouco explorado em espécies terrestres neotropicais. Dessa
forma, no presente estudo, mensuramos as taxas de perda evaporativa de agua (PEA),
reidratagdo a partir de dgua livre (Re) e calculamos a resisténcia da pele a desidratagdo (RP)
em individuos adultos de Rhinella schneideri submetidos experimentalmente a diferentes
niveis de desidratacdo (99%, 90%, 80% e 70% da massa corporea inicial). Ademais, medimos
as alteracdes causadas pela desidratagdo na osmolalidade plasmatica (Osm), hematocrito
(Htc), concentracdo de hemoglobina no sangue ([Hb]) e massa percentual dos orgdos
viscerais. O objetivo central deste estudo foi avaliar os efeitos potenciais de diferentes niveis
de desidratacdo sobre indicadores e repostas fisiologicas relevantes para a manuten¢do do
balanco hidrico em uma espécie de anfibio anuro terrestre. Nossos resultados mostram que
quanto mais desidratados os animais, maiores a RP, a Re, a Osm, o Htc e a [Hb], e menores a
PEA, e a massa percentual do figado e do rim. O aumento da Osm, Htc e [Hb] indicam uma
diminui¢do do compartimento aquoso do sangue, o que pode estar relacionado ao aumento da
Re. A relagdo entre diminuicdo da PEA e aumento da RP com aumento do nivel de
desidratacdo pode ser interpretada como conveniente (e provavelmente generalizada entre
anfibios) para a manuten¢do do balanco hidrico. Nossos resultados estio de acordo com
estudos anteriores e apontam que diversas variaveis fisiologicas associadas ao balango hidrico
dos anuros variam significativamente (e de maneira concomitante) com o nivel de
desidratacdo. A contribui¢do potencial desses efeitos para o balango hidrico global de anuros

na natureza constitui topico de grande interesse para investigacdes futuras.
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1. Introducéo

A disponibilidade de 4gua tem grande importancia na distribui¢do geografica e
ecologia dos anfibios, influenciando o comportamento ¢ a atividade de muitas espécies de
anfibios (SCHWARZKOPF; ALFORD, 1996; GROVER, 2000; SEEBACHER; SALFORD,
2002). Em ambiente terrestre, anfibios sdo expostos a desidratacdo e presumivelmente nao
sobrevivem sem contato periddico com a dgua (JORGENSEN, 1997). O aumento do risco de
desidratacao esta associado com a colonizacdo desses ambientes, tendo moldado diversos
aspectos da histéria de vida e fisiologia dos anfibios, incluindo padrdes de atividade e

evolucdo de habitos noturnos (HADDAD, 1995; NAVAS, 2007; TITON; GOMES, 2012).

Uma ameaga inerente aos anfibios, especialmente aqueles com habito terrestre, ¢ o
risco potencial de perda excessiva de dgua devido a evaporacdo através do tegumento. De
fato, anfibios possuem tegumento altamente permeédvel, podendo exibir taxas de perda
evaporativa de agua tdo altas quanto a de uma superficie de agua livre (WYGODA, 1984).
Em espécies terrestres e arbdreas, porém, a resisténcia da pele a evaporagdo geralmente ¢
aumentada (YOUNG et al., 2005) podendo, em alguns casos excepcionais, ser comparadas
aquelas dos répteis (SHOEMAKER et al., 1972; WYGODA, 1984). Muito embora haja uma
variedade de modificagdes morfologicas, fisiologicas e comportamentais para diminuir o
impacto do risco de desidratagdo, a tolerancia a desidratacdo € essencial para que os anfibios
possam manter-se vivos €/ou mesmo ativos na maioria dos ambientes onde sdo encontrados
(KATZ, 1989; JORGENSEN, 1997; WELLS, 2010). A tolerancia 4 desidratagao ¢ bastante
varidvel em anfibios anuros, com algumas espécies tolerando perdas excepcionais de 50 a
60% da massa corporea (MCNAB, 2002; HILLMAN, 2009). A variacdo na tolerancia a
desidratacdo parece estar relacionada a fatores como o habito das espécies e o tamanho dos

animais (THORSON; SVIHLA, 1943; THORSON, 1955).

Nos anuros desidratados, a perda evaporativa de dgua ¢ acompanhada por um
aumento na concentracdo dos fluidos corpéreos (SHOEMAKER, 1964; DEGANI et al., 1982)
e aumento da concentragdo de solutos: ureia e ions sédio e cloreto se acumulam no sangue e
nos tecidos (SHOEMAKER, 1964; ALVORADO, 1972; HILLMAN, 1978; DEGANI;
WARLBURG, 1983; HILLMAN, 1988; DEGANI, 1995). Nao obstante, os 6rgdos internos
também sdo afetados pela perda de 4gua podem ter suas massas relativas diminuidas quando o

animal encontra-se desidratado (CHURCHILL; STOREY, 1994). A perda do volume
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plasmatico também ¢ um efeito marcante, o sangue torna-se viscoso e ha o aumento do
hematocrito (HILLMAN, 2009) o que pode comprometer a capacidade cardiovascular e
metabolica (HILLMAN, 1987), afetando o funcionamento de 6rgaos e musculos (HILLMAN,
1978; 1987). Em vista disso, o aumento da viscosidade do sangue e do grau de vasoconstri¢ao
ocasiona um aumento da resisténcia periférica e uma diminuicdo do débito cardiaco,
consequéncias que, ligadas ao estresse hidrico, podem levar a insuficiéncia do metabolismo

basal (HILLMAN, 1978; 1987).

Embora, em linhas gerais, a desidratacdo afete de maneira negativa o anuro, o
aumento da pressao coloidosmoética dos fluidos corporeos pode ter consequéncias
convenientes para a manutencdo do balango hidrico, como a captagdo de 4dgua baseada na
diferenga osmotica entre o animal ¢ o meio (Hillman, 2009), aspectos estes, muito pouco
explorados em espécies terrestres neotropicais. De fato, o nivel de desidratagdo pode afetar
tanto o grau de perda evaporativa de dgua quanto o potencial para sua reabsor¢do. Nesse
sentido, o presente trabalho procurou investigar os efeitos da desidratacdo sobre parametros
relevantes para a manutencao do balanco hidrico em uma espécie de anfibio anuro terrestre,
Rhinella schneideri (Bufonidae). A elucidacdo detalhada de parametros fisiologicos
associados a quadros de desidratagdao pode contribuir para o melhor entendimento dos tipos de
ajustes que podem ser empregados por esses animais que, diante um estado de déficit hidrico,

possam manter-se ativos e realizar suas atividades rotineiras na natureza.



10

2. Objetivos

Mensurar (i) as taxas de perda evaporativa de agua (PEA) e (i1) taxas de reidratagdo a
partir de agua livre (Re), (ii1) a osmolalidade plasmatica (Osm), (iv) o hematdcrito (Htc), (v) a
concentragcdo de hemoglobina no sangue ([Hb]) e também, (vi) calcular a resisténcia da pele a
desidratacao e (vii) a variacdo na massa relativa dos 6rgaos em individuos de R. schneideri

submetidos experimentalmente a diferentes niveis de desidratagao.
Especificamente, testamos as seguintes hipoteses:

1. Com o aumento do nivel de desidratagdao, havera a diminuicdo da perda
evaporativa de agua, causada pelo aumento da resisténcia da pele a desidratagdo.

2. A taxa de reidratacdo a partir de dgua livre serd maior nos grupos mais
desidratados.

3. A osmolalidade plasmatica aumentara conforme o aumento do nivel de
desidratacao.

4. O hematdcrito e a concentracdo de hemoglobina serdo maiores nos grupos mais
desidratados.

5. Alguns 6rgdos manterdo sua massa relativa e outros terdo suas massas relativas
diminuidas com o aumento do nivel de desidratacao.

6. As respostas descritas em 1 e 2 devem estar relacionadas com as alteracdes

mencionadas em 3.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais e Protocolo de Desidratacéo

Rhinella schneideri (WERNER, 1894) (Anura, Bufonidae) ¢ uma espécie de anfibio
anuro abundante e de grande porte amplamente distribuida na América do Sul, ocorrendo em
uma vasta variedade de habitat, incluindo areas abertas e urbanas, das regides do Chaco,
Cerrado e Floresta Atlantica (PRAMUK, 2006;). Quando adultos, os individuos sao noturnos,
predominantemente  terrestres, se alimentam  majoritariamente de  artropodes

(LAJIMANOVICH, 1994) e se reproduzem de Outubro a Abril (NORMAN,1994).

Foram coletados 40 individuos adultos de R. schneideri (massa corporea = 177,28 +
83,32 g; Licengca IBAMA 22028-1), de ambos os sexos, no municipio de Barbosa, SP, sudeste
do Brasil (21.25048°S, 49.92132°W; datum: WGS84; elev. 371 m) nos dias 30 e 31 de
setembro 2013(Licenca IBAMA 22028-1). Apods coletados, os animais foram mantidos em
uma sala com temperatura controlada (23+ 2°C) e fotoperiodo natural no laboratorio de
Fisiologia Animal Comparada, junto ao Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias,
UNESP, em Rio Claro, SP. Os animais foram mantidos em caixas plasticas (20 cm x 30 cm x
70 cm) nas quais foram oferecidos locais de abrigo e recipientes contendo agua ad libitum. A
alimentagdo consistia em pequenos grilos que eram oferecidos aos animais a cada dois dias.

Com trés dias de antecedéncia dos experimentos a comida nao era mais oferecida.

Os 40 animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais, cada
um contendo 10 individuos. Cada grupo foi submetido experimentalmente a desidratacao até
que a massa corporea dos animais atingisse valores equivalentes a 99% (controle hidratado;
massa = 167,9£65,3g), 90% (massa = 214,17£116,7g), 80% (massa =161,15+84,4g) e 70%
(massa = 165,8+54,7¢g) da massa corporea inicialmente registrada nos animais completamente
hidratados (massa nao apresentou diferenca significativa, P=0,793). Para tanto, os animais
foram inicialmente hidratados através de sua permanéncia, por uma hora, em um recipiente
fechado contendo aproximadamente 1 cm de agua, em uma uma cdmara climatica B.O.D
(Eletro Lab, modelo 122FC) mantida a 25°C. Apds, o conteudo de 4gua da bexiga dos animais
foi retirado via pressao abdominal € os animais novamente pesados sendo que esta massa
corporea foi considerada como a massa inicial dos animais quando completamente hidratados.

Imediatamente apds esta pesagem, os animais foram desidratados através da sua exposi¢ao a
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um tunel de vento (fluxo de ar = 2,5+0,5 m/s), mantido a temperatura de 25+1°C e umidade
relativa 50+5% ambiente. A cada intervalo de trinta minutos, os animais eram retirados e
pesados, para o acompanhamento da massa corpodrea até que o nivel de desidratacao desejado

fosse atingido.

Uma vez desidratados, os animais foram imediatamente submetidos aos experimentos
para a medicdo da taxa de perda evaporativa de dgua (PEA) e de reidratagao (Re) (Ver se¢ao
3.2). Apos, os animais foram novamente reidratados e mantidos em cativeiro por um periodo
minimo de sete dias. ApoOs este periodo de recuperagdo, os animais foram novamente
desidratados at¢é o mesmo nivel de desidratagdo ao qual haviam sido submetidos
anteriormente e, em seguida, foram eutanaziados com uma inje¢do de benzocaina 2%
(aproximadamente 1 mL) diretamente no cérebro, via forame magno, para a coleta de sangue,
plasma e determinagdo da massa dos 6rgaos internos.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comit de Etica no Uso Animal (IB-

UNESP-RC), n°2570, proc. 2/2

3.2. Perda Evaporativa de Agua e Reidratag&o

As taxas de perda evaporativa de d4gua foram mensuradas em um sistema de fluxo
aberto, no qual um conjunto de bombas de ar associado a um fluximetro de massa (SS-3
Subsampler — Sable Systems) gerava um fluxo constante de ar (1,1 — 1,5 cm.s™), com
umidade relativa controlada em 30% (RH/Dewpoint Controller — Sable Systems) que era
direcionado para uma de duas camaras hermeticamente fechadas: uma vazia e outra contendo
o espécime em experimento. O fluxo de ar excurrente destas camaras era entdo enviado a um
analisador de vapor de agua (RH — 300 RH/Dewpoint Analyzer — Sable Systems). Os
registros obtidos por este analisador foram continuamente adquiridos via uma interface de
aquisicdo de dados (UI-2 Data Acquisition Interface — Sable Systems) e digitalmente
armazenados. Todo o sistema de determinagdo da PEA, exceto pela interface de aquisicao de
dados e computador, foi alojado dentro de uma camara climatica B.O.D (Eletro Lab, modelo
122FC) mantida a 25°C.

No inicio dos experimentos, os animais foram pesados (Balanca Marte, Modelo
AS5500C, com precisdo de +0,01g) e transferidos para a cdmara experimental (volume = 1
litro), a qual foi entdo transferida para dentro da cadmara climdtica (mencionada acima) para

controle da temperatura. Os animais foram entdo deixados nesta condigdao por um periodo
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minimo de 60 minutos para aclimatacdo com a temperatura experimental. Apds este periodo,
as medi¢cdes de PEA foram iniciadas e prosseguiram por um periodo minimo de duas horas,
buscando-se a obtencdo de um periodo minimo de medi¢des constantes (steady state), em
torno de 30 minutos. Ao final dos registros, os individuos foram retirados da camara, tiveram
a temperatura corporea superficial (pele dorsal) imediatamente medida com um termdémetro a

laser (Fluke Infrared Thermometer 62 mini) e, por fim, foram novamente pesados (+0,01g).

A determinagao da taxa de reidratacdo foi realizada imediatamente apos a medigao
da PEA. Para tanto, os animais foram colocados em recipientes (15 cm de didmetro e 6 cm de
altura) contendo agua mineral (0,5 a 1 cm de profundidade). Em intervalos de 2 minutos, os
animais eram retirados deste recipiente, cuidadosamente secos com papel absorvente e
pesados, processo realizado por seis vezes consecutivas. As taxas foram calculadas pela

regressao linear do ganho de dgua pelo tempo para cada individuo.

3.3.Coleta de sangue, plasma e massa dos 6rgaos internos

Imediatamente apos a eutandsia (ver secdo 3.1), coletamos aliquotas de sangue para
determinagdo do hematdcrito,osmolalidade do plasma e concentragdo de hemoglobina.
Quando ndo processadas imediatamente, as amostras de plasma e sangue total foram
armazenadas em freezer — 80 °C. O hematdcrito foi medido em aliquotas de sangue
submetidas a centrifugagdo (Micro Spin micro hematocrit centriguge) 10000 RPM por 10
minutos. O plasma foi igualmente separado por centrifugacdo a 13 000 RPM por 5 minutos. A
osmolalidade plasmatica foi determinada por meio do ponto de congelamento em um
osmometro Knauer SemiMicro (N.S. 19292). A concentracdo de hemoglobina foi analisada

por método colorimétrico (BioClin K023 e K029) em um espectrofotometro Femto 600Plus.

Imediatamente apds a coleta das amostras de sangue, os animais foram dissecados e
massa dos seguintes 6rgdos mensurada: ventriculo, figado, rim, baco, estdmago e intestino.
Todos os 6rgaos foram secos com papel absorvente antes de serem pesados em uma balanga

(Ohaus Explorer E12140) com precisao de 0,0001 g.
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3.4.Tratamento e analise dos dados

As taxas de perda de agua por evaporacao foram medidas a partir da formula:

TD = Fa DVAa—Fv DVAv

onde 7D representa a taxa de perda de agua por evaporagdo absoluta (;,Lg.s'l); FaeFv
representam o fluxo de ar (cm’.s™') na cAmara contendo o animal e na cAmara vazia,
respectivamente; e DVAa ¢ DVAv representam a densidade do vapor de agua (ug.cm™), do ar
que deixa, respectivamente, a cdmara contendo o animal e a cdmara vazia. A taxa de perda de
agua por evaporacao por area de exposi¢do foi calculada dividindo-se a TD por dois ter¢os da
superficie corporea total dos animais que, segundo Withers e colaboradores (1982). A area de

superficie total foi calculada pela féormula (McClanahan & Baldwin, 1969):

SA = 9,9M"%

. . 2 r
onde SA representa a area de superficie total (cm”) e M representa a massa corporea

do animal (g).

A resisténcia a perda de dgua por evaporagdo € composta pelas forcas de resisténcia
da pele (RP) e pela resisténcia da camada de vapor de agua na superficie da pele (RB)
resultando na resisténcia total (R7) (RT = RP+ RB; Spotila & Berman, 1976; Wygoda, 1984,
1988). Modelos de agar (3%) foram feitos para estimativa da resisténcia da camada de agua
da superficie (RB) e medidos nas mesmas condi¢des descritas anteriormente para PEA, uma
vez que o agar perde d4gua como uma superficie de dgua livre (Spotila & Berman, 1976). Tais
modelos de agar foram confeccionados a partir de contra-moldes de alginato utilizando-se
individuos de tamanho similar aos espécimes utilizados nos experimentos. As resisténcias

foram calculadas a partir da formula:

R = (DVAs — [DVAa*RH%])/TDa
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onde R representa a resisténcia a perda de 4gua por evaporagio (s.cm™); DVAs
representa a densidade do vapor de 4gua saturado (pg.cm™) na superficie da pele do animal;
DVAa representa a densidade do vapor de 4gua (ug.cm™) do ar que entra na cdmara contendo
o animal ou o modelo de agar; RH% ¢ a umidade relativa do ar ambiente; e 7Da representa a

taxa de perda de agua por evaporagio por area de exposi¢do (pg.cm™>.s™).

Utilizamos anélises de variancia para um fator (ANOVA One-Way) para verificar a
existéncia de diferengas entre os grupos experimentais. Em todos os casos, as premissas de
testes paramétricos foram previamente avaliadas. Caso os dados ndo atendessem as premissas,
transformagdes em Logaritimo (Log 10 ou natural) foram realizadas na tentativa de melhorar
a distribuicao residual. Quando as transformacgdes em Log ndo surtiram efeito, utilizamos
testes ndo paramétricos com os valores originais das variaveis. Quando houve diferenga
significativa, andlises a posteriori de comparagdo multiplas foram feitas utilizando os testes
Holm-Sidak ou Student-Newman-Keuls. Além disso, utilizamos correlacdo linear para testar a
relagdo entre as variaveis PEA, Re, Osm, Htc ¢ [Hb] e o nivel de desidratagdo.Utilizamos
correlagdo de Spearman para a comparagdo entre as varidveis Osm x TD e Osm x Re. Todos
os testes estatisticos foram baseados em Zar (1999) e as diferengas foram consideradas

significativas quando P < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Perda Evaporativa de 4gua e resisténcia da pele a desidratacéo

As taxas de PEA variaram entre os diferentes grupos experimentais (F;33=9,655, P
<0,001), sendo que diferencas significativas apenas ndo foram encontradas entre 90% e 80% e
entre 80% e 70% (Student-Newman-Keuls: P=0,81 ¢ P=0,304, respectivamente; Figura 1).
Ademais, a PEA foi linearmente correlacionada com o nivel de desidratacao (R = 0.691; P

<0,001; n=40), i.e., quando maior o nivel de desidratagdo menor a PEA.

A RP também variou entre os diferentes grupos experimentais (Hs = 30,051,
P<0,001), ndo apresentando diferencgas significativas apenas entre 99% e 90% (Student-

Newman-Keuls, P>0,05; Figura 2).
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Figura 1. Box Plot da Perda evaporativa de agua (PEA) em diferentes niveis de desidratagao
(% da massa corpdrea inicial) em Rhinella schneideri. Quatro diferentes tratamentos
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empregados: 99%, 90%, 80% e 70% da massa inicial. Letras indicam os grupos que diferiram
entre si. Diferencgas significativas consideradas entre os grupos quando P < 0,05.
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Figura 2. Box Plot da Resisténcia da pele a perda de agua evaporativa (RP) em diferentes
niveis de desidratacdo (% da massa corporea inicial) em Rhinella schneideri. Quatro
diferentes tratamentos empregados: 99%, 90%, 80% e 70% da massa inicial. . Letras indicam
os grupos que diferiram entre si. Diferengas significativas consideradas entre os grupos
quando P < 0,05.

4.2. Taxa de reidratacdo e osmolalidade plasmatica

A taxa de reidratacdo diferiu entre os diferentes tratamentos (Fs36=29,63, P <0,001),
ndo apresentando diferencas significativas apenas entre 80% e 70% (Holm-Sidak: P=0,14;
Figura 3). A Re apresentou correlagdo com o nivel de desidratagao (R=0,784; P<0,001;n=40),

sendo maior a medida que ha o aumento do nivel de desidratacao.

A osmolalidade plasmatica também diferiu entre os diferentes tratamentos (F329=
124,493; P< 0,001), apresentando diferencas significativas entre todos os grupos (Holm-
Sidak: P<0,05; Figura 4) e, houve relagdo positiva com o nivel de desidratagdo (R=0,965;
P<0,001; n=30), ou seja, conforme maior o nivel de desidratagdo maior a osmolalidade

plasmatica.
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4.2.1. Osmolalidade plasmatica, perda evaporativa de agua e taxa de reidratacéo

O par de variaveis Osm e PEA foram significativamente correlacionadas e
inversamente proporcionais entre si (Coeficiente de correlagdo = -0,786; P<0,001), i.e,
quando had o aumento da Osm havera a diminui¢do da PEA. Na outra correlacdo, a Osm foi
significativa e diretamente correlacionada a Re (Coeficiente de correlagdo: 0,764; P<0,001),

1.e, quando maior o valor da Osm maior sera a Re.
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Figura 3. Box Plot da taxa de reidratacao a partir de agua livre (Re) em diferentes niveis de
desidratacdo (% da massa corporea inicial) em Rhinella schneideri. Quatro diferentes
tratamentos empregados: 99%, 90%, 80% e 70% da massa inicial. . Letras indicam os grupos
que diferiram entre si. Diferencas significativas consideradas entre os grupos quando P <

0,05.
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Figura 4. Box Plot da osmolalidade plasmatica em diferentes niveis de desidrata¢dao (% da
massa corporea inicial) em Rhinella schneideri. Quatro diferentes tratamentos empregados:
99%, 90%, 80% e 70% da massa inicial. . Letras indicam os grupos que diferiram entre si.
Diferencas significativas consideradas entre os grupos quando P < 0,05.

4.3. Hematdcrito e concentracdo de hemoglobina

O Htc variou entre os diferentes niveis de desidratagdo (F33,= 59,359; P<0,001),
apresentando diferencas significativas entre todos os grupos (Holm-Sidak: P< 0,001; Figura
5). A [Hb] também variou entre os niveis de desidrata¢dao (F;33 = 9,954, P<0,001; Tabelal,
Figura 6), apresentando diferencas significativas apenas entres o grupo 99% dos demais e
entre 90% e os grupos 80% e 70% (Holm-Sidak P<0,05; Figura 6). Quando testado a relagao
entre o Htc e o nivel de desidratacdo obtemos um resultado significativo, com o Htc sendo
positivamente correlacionado ao nivel de desidratagdo (R=0,924; P<0,001; n=33). A [Hb]
também apresentou resultados significativos e foi positivamente relacionada ao nivel de

desidratacao (R=692; P<0,001; n=34).
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Figura 5. Box Plot do hematocrito em diferentes niveis de desidratagao (% da massa corpdrea
inicial) em Rhinella schneideri. Quatro diferentes tratamentos empregados: 99%, 90%, 80% e
70% da massa inicial. Letras indicam os grupos que diferiram entre si. Diferencas
significativas consideradas entre os grupos quando P < 0,05.
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Figura 6. Box Plot da concentragdo de hemoglobina ([Hb]) em diferentes niveis de
desidratacdo (% da massa corporea inicial) em Rhinella schneideri. Quatro diferentes
tratamentos empregados: 99%, 90%, 80% e 70% da massa inicial. Diferencas significativas
consideradas entre os grupos quando P < 0,05.
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4.4. Massa percentual dos 6rgaos

A massa percentual dos oOrgdos ventriculo, baco, estomago e intestino nao
apresentaram diferencas significativas entre os diferentes niveis de desidratacdo (P > 0,05 em
todos os casos; Figura 7). A massa relativa do figado variou entre os tratamentos (F3 3=
21.456; P<0,001), ndo apresentando diferencgas significativas apenas entre 99% x 90% e 90%
x 80% (Student-Newman-Keuls: P>0,05; Figura 7). Finalmente, a massa relativa do rim
também variou entre os diferentes tratamentos (F337=5,877; P=0,002) e apresentou diferenca

significativa apenas entre 99% e os demais (Student-Newman-Keuls: P<0,05; Figura 7).
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Figura 7. Massa percentual dos orgaos em diferentes niveis de desidratagdo (% da massa
corporea inicial) em Rhinella schneideri. Quatro diferentes tratamentos empregados: 99%,

90%, 80% e 70% da massa inicial. >~ Orgaos que apresentam diferengas significativa entre
os tratamentos (P<0,05; ver detalhes das diferencas significativas nas figuras 8 e 9).
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5. Discussao

Como ja ¢ bem estabelecido, o balango hidrico é crucial para a manutengdo da
homeostase em anfibios, envolvendo uma série de especializagdes fisioldgicas, morfoldgicas
e comportamentais (DUELMAN & TRUEB, 1996; WELLS, 2007). No caso de espécies
terrestres, algumas sao conhecidas por tolerar altos niveis de desidratagdo (THORSON, 1955;
MCNAB, 2002). Ademais, em um contexto possivelmente até mais ecologicamente relevante,
varias espécies de anuros terrestres engajam-se em atividades de rotina na natureza sob graus
variados de desidratagdo (TRACY et al., 2014). Por outro lado, como as consequéncias
associadas a desidratagdo tém o potencial para afetar os diversos fatores envolvidos na préopria
regulacdo do balango hidrico, entender como esta dindmica ocorre torna-se fundamental para
avaliar os compromissos envolvidos no balango de agua dos anuros, especialmente face a
eventuais eventos de desidratacdo. Nosso estudo identificou como alguns destes aspectos

atuam no terrestre Rhinella schneideri.

Enquanto diferentes estudos tém demonstrando que a perda evaporativa de agua
(PEA) e, consequentemente, a resisténcia da pele a perda evaporativa de dgua (RP) estdo
ligadas a caracteristicas do tegumento (TOLEDO & JARED, 1993; LILLYWHITE, 2006) e
diferencas ecoldgicas (YOUNG et al., 2005), o efeito da desidratacdo sobre esses parametros
do balango hidrico dos anuros tem sido pouco investigado. Em relagdo a RP, nossos
resultados mostraram que os valores da RP sdo maiores nos grupos mais desidratados, o que ¢
ocasionado pela diminuicdo da PEA: relacdo ja era esperada devido ao fato de a PEA ser
inversamente proporcional a RP (deduzido a partir da formula de célculo da perda de agua,
secdo 3.4). Como PEA de R. schneideri foi altamente correlacionada as variagdes em Osm,
podemos inferir que tal variacdo na PEA de R. schneideri em fungdo do nivel de desidratacao
pode ser explicada pelo aumento da concentragdo dos fluidos corporeos. De fato, o aumento
na concentracdo dos fluidos corpdreos proporciona um maior poder osmodtico de retengdo
hidrica, auxiliando na diminui¢ao da perda de dgua através da pele do animal (DEGANI et al.,
1983; HOFFMAN, 2014). Este efeito parece ser especialmente decorrente do acumulo de ions
cloreto e sddio e ureia nos fluidos corpdreos durante a desidratagdo, espécies quimicas com
forte poder osmotico (SHOEMAKER, 1964; DEGANI et al., 1983; DEGANI et al., 1984;
HOFFMAN, 2014). Condicdes semelhantes s3o encontradas em situacdes de privacao de agua
em solos com baixo potencial hidrico e em ambientes aquaticos hiperosmoticos (e.g.

condi¢des salinas), nos quais o acumulo de ureia impede o fluxo de 4gua do animal para o
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meio externo (DEGANI et al., 1984; KATZ; GABBAY, 1986; JORGENSEN, 1997,
HOFFMAN, 2014).

A Re foi positivamente correlacionada com o nivel de desidratagdo e também com a
Osm, evidenciando que a absor¢ao de dgua ¢ mais alta quando o animal estd mais desidratado
e maior a concentracdo dos fluidos corpdreos. Este resultado, j& documentado em outros
anuros (BOUTILIER et al., 1992; WARBURG, 1972), reflete o fato de que a absorcio de
agua através da pele €, todos os outros fatores fixados, ditada pelo diferencial osmotico entre
os fluidos corpoéreos € o meio externo, no caso a agua. Além do mais, em um estado de
desidratacdo, h4 o aumento do fluxo sanguineo no tegumento em contato com a agua em
animais desidratados (VIBORG; HILLYARD, 2005; HILLYARD; WILLUMSEN, 2011), o
que pode facilitar a captacdo e distribui¢do de agua sendo absorvida. Finalmente, ¢ preciso
considerar que, pelo menos parcialmente, as alteragdes em Re associadas a desidratacdo
podem também envolver uma alteracdo na permeabilidade do tegumento especialmente na
area denominada mancha pélvica, a qual tem uma resposta muito expressiva a desidratagao
(MCCLANAHAN; BALDWIN, 1969). Essa resposta parece, ainda, ser mediada via
hormonal, através do vasodilatador arginina vasotocina (AVT) (BOUTILIER et al.,1992;
BENTLEY; MAIN, 1972), o qual aumenta a permeabilidade da pele (MCCLANAHAN;
BALDWIN, 1969). De fato, Cree (1988) demonstrou que a agua flui de trés a quatro vezes
mais rapidamente em tecidos isolados da regido ventral de anuros quando tratados com AVT.
Durante a desidratacdo, além da via hormonal (AVT, entre outros) (DESOUSA; GROSSO,
1982; UCHIYAMA et al., 1998; KONNO et al.,2005) a permeabilidade da pele da mancha
pélvica também parece ser influenciada pela circulagdo (CHRISTENSEN, 1974), ambas as
quais podendo alterar a distribuicdo das aquaporinas (canais de agua) na mancha pélvica e
bexiga urinaria (SUZUKI et al., 2007). As aquaporinas sdo inseridas nas membranas apicais
das células mais periféricas do tecido da mancha pélvica e, em conjunto a maior densidade e
fluxo sanguineo de capilares na regido, a absor¢do de 4dgua se torna mais efetiva
(HILLYARD; WILLUMSEN, 2011). Uma vez ultrapassada a pele, a adgua flui para os
capilares cutaneos (WORD; HILLMAN, 2005), sustentada pela presenga das aquaporinas
(WILLUMSEN et al.,, 2003). Simultaneamente, o aumento da osmolalidade plasmatica
causado pela desidratag@o eleva a pressdo oncotica dos fluidos corporeos, o que promove a
melhora do fluxo de 4gua do ambiente para dentro dos capilares da mancha pélvica (CREE,

1988).
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Durante a desidratacdo, a perda de dgua de alguns 6rgdos internos pode ndo ser
proporcional a perda total de dgua do anfibio (HILLMAN, 1980; CHURCHILL; STOREY,
1996). Neste sentido, uma perda de dgua por um 6rgao especifico proporcionalmente menor
do que a perda de agua total do individuo pode ser interpretada como indicativa de que o
volume celular deste orgdo foi preservado até certo ponto, o que pode contribuir para a
preservacdo funcional deste 6rgdo (CHURCHILL; STOREY, 1996; HILLMAN, 2009). No
caso de R. schneideri, a massa do ventriculo foi preservada e ndo apresentou diferengas
significativas entre os tratamentos, ¢ possivelque isto seja especialmente importante em
condi¢des de desidratacdo quando hd o aumento da viscosidade do sangue e do trabalho
exigido para manter a circulacdo, especialmente sobre o ventriculo (HILLMAN, 1980; 1987).
O que, muito provavelmente, também ocorreu em R. schneideri conforme indicado pelo
aumento do hematdcrito e da [Hb] em funcdo do aumento do nivel de desidratagdo. Outros
orgdos em R. schneideri também tiveram sua massa preservada, como o estomago ¢ intestino.
Embora especulativo, a manutencdo da massa desses oOrgdos pode ser decorrente da
necessidade de extracdo de dgua de uma possivel alimentacdo, mesmo em condigdes de

desidratacdo, e pela extragdo de ions do contetido fecal (SHOEMAKER; NAGY, 1977).

Por outro lado, alguns 6rgaos, como rim e do figado, tiveram suas massas relativas
afetadas pela desidratagdo. No figado de animais desidratados ha o aumento de vias
metabolicas para sintese de ureia e glucose (CHURCHILL; STOREY, 1994; CHURCHILL;
STOREY, 1995), porém suspeitamos que a diminui¢do da massa deste 6rgdo reflita uma
perda, de fato, de volume de 4gua. Talvez pela necessidade de manuten¢do de um fluxo
sanguineo mesmo durante e, talvez especialmente, durante a desidratagdo, o sangue com
osmolalidade aumentada nessas condicdes, fagca com que este Orgdo perca volume
significativo de agua. Nos rins, esta mesma explicagdo nos parece plausivel, porém, quando
privados de agua, a filtragdo glomerular e a consequente produg¢do de urina dos anfibios
parece ser interrompida (SHOEMAKER; NAGY, 1977). Desta forma, ¢ possivel que os
efeitos da desidratacdo sobre a perda de agua dos diferentes 6rgaos internos e suas causas seja

mais complexa do que possamos elucidar no momento.

A desidratacdo exerce uma série de efeitos significativos sobre parametros
fisiologicos ligados ao balanco hidrico do anuro terrestre R. schneideri. A perda de dgua por
evaporagdo acarreta um aumento na concentragdo dos fluidos corpdreos e aumento da
viscosidade do sangue, aspectos que geralmente interpretados como negativos e

potencialmente causadores de compromissos funcionais. Porém, estas mesmas alteracdes
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foram aqui identificadas como potencialmente positivas (ou, pelo menos convenientes) para o
desempenho de alguns parametros envolvidos no proprio balango hidrico. Quando
desidratados, a maior concentracao dos fluidos corpéreos diminuiu a perda evaporativa de
agua e aumentou as taxas de reabsor¢ao de agua livre, o que esteve associado ao aumento da
osmolalidade plasmatica e, possivelmente, as alteragdes na circulagdo e ag¢do hormonal.
Durante a desidratagdo, alguns orgdos mantiveram sua massa relativa enquanto outros
diminuiram. Os fatores causais e implicagdes deste efeito da desidratagdao sobre a massa dos
orgdos internos, porém, permanece bastante incerto e claramente merece investigagdes

posteriores.
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