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1. RESUMO

A estivacdo é caracterizada como um conjunto de alteracdes fisioldgicas e
comportamentais relacionadas com a reducdo do metabolismo e a permanéncia
em micro-habitats especificos durante a fase de estiagem. Na caatinga brasileira
foram observadas ao menos trés espécies que estivam, sendo duas da familia
Leiuperidae, Pleurodema diplolistris e Physalaemus albifrons e uma da familia
Cycloramphidae, Proceratophrys cristiceps. Ainda que encontradas no mesmo
micro-habitat durante a estivacao, estas trés espécies exibiram padrdes distintos
de alteracdo do desempenho locomotor entre as duas estacées marcantes do ano
(seca e chuvosa). Enquanto P. diplolistris reduziu em cerca de 47% a velocidade
de seu desempenho locomotor durante a fase de estiagem, as outras duas
espécies, P. cristiceps e P. albifrons, reduziram cerca de 87 e 83%,
respectivamente. Contudo, a reducdo da taxa metabdlica aerdbia foi de
aproximadamente 50% para as trés espécies. A comparacdo entre as estacdes
marcantes do ano ainda revelou que as trés espécies estudadas apresentam
diferentes padrdes de alteracdo na concentracdo de substrato energéticos e na
atividade de enzimas representativas do metabolismo energético no figado e
musculatura dos membros posteriores. A manutenc¢ao hidrica também foi diferente
entre as trés espécies, sapos P. diplolistris exibiram mudanca na profundidade em
qgue foram encontrados ao longo da estiagem, migrando verticalmente em direcao
a umidade ao longa da estacdo seca, diferentemente sapos P. cristiceps e P.
albifrons nao exibiram mudangas na profundidade, mas sim, alteracées na
osmolaridade plasmatica durante as fases da de estiagem, indicando a ocorréncia

de mecanismos diversas de regulacao hidrica.



2. ABSTRACT

Estivation is defined as a set of physiological and behavioral changes
associated to decreased metabolism and permanence in specific microhabitats
during the dry season. We observed at least three estivating species in the Brazilian
Caatinga: Pleurodema diplolistris and Physalaemus albifrons (Leiuperidae), and
Proceratophrys cristiceps (Cycloramphidae). Although found in the same micro-
habitat during aestivation, these three species differ in the variation patterns of
locomotor performance when compared between the two seasons (dry and rainy
season). During the dry phase, speed in P. diplolistris was reduced by about 47%
whereas in P. cristiceps e P. albifrons values decreased by 87% and 83%,
respectively. The reduction of aerobic metabolic rate was of approximately 50% for
the three species. The comparison between seasons also revealed that the three
species differ in relation to the variation patterns of the concentration of substrate
energy and activity of representative enzymes of energy metabolism in the liver and
muscles of the hindlimb. P. diplolistris exhibited changes in depth along the dry
season, migrating vertically in the direction of moisture to the long dry season.
Differently, frogs of the species P. cristiceps and P. albifrons exhibited no changes
in depth, but rather changes in the plasma osmolarity during the phases of the dry

season which indicates the occurrence of strategies for water regulation.



3. INTRODUCAO

As Caatingas formam um dominio morfoclimético peculiar que ocupa cerca
de 10% do territorio nacional. E um bioma relativamente recente, formado entre o
final do Terciario e inicio do Quaternario (AB’'SABER, 1974), marcado por estacdes
chuvosas com niveis de precipitacdo imprevisiveis e variaveis, que se concentram
nos meses de janeiro a mar¢co (FERNANDES, 1999). Este ambiente é caracterizado
por varios meses de estiagem, baixo indice pluviométrico, temperatura elevada e
ventos fortes (AB’'SABER, 1974). Apesar destas caracteristicas junto com a baixa
disponibilidade de recursos alimentares dada pela baixa produtividade primaria e
pela maior dependéncia de fontes de agua durante a reproducdo (FERNANDES,
1999; GOMEZ-MESTRE; PYRON; WIENS, 2012; ROMARIZ, 1996; SOUZA REIS,
1976), sdo encontradas na Caatinga pelo menos 48 espécies de anfibios
(RODRIGUES, 2003). Essas espécies exibem uma grande diversidade de
estratégias fisioldgicas e ecoldgicas durante a estiagem (NAVAS et al., 2004), como
a reducdo sazonal da atividade em micro-habitats especificos que permite a
preservacao do balanco hidrico, figurando um dos meios que parece aumentar as
chances de sobrevivéncia ao longo da fase de seca (CARVALHO et al., 2010).

A diminuicdo da exposicdo aos extremos ambientais durante a seca
caracteriza a maior parte dos anuros que ocupam ambientes semiaridos
(BENTLEY, 1966; BOOTH, 2006). Neste contexto estivacdo pode ser entendida
como um conjunto de mecanismos fisiolégicas e comportamentais utilizadas pelos
animais para sobreviverem em condi¢cdes aridas (CARVALHO et al.,, 2010). A
estivacdo envolve uma reducdo coordenada das atividades motora e metabdlica
gque acontecem em paralelo as mudancas no ambiente quando este passa a ter

recursos alimentares e hidricos reduzidos, usualmente acompanhado por um



aumento da temperatura (HOCHACHKA & SOMERO, 2002; PINTER et al., 1992;
WITHERS & THOMPSON, 2000).

Observagbes da histéria natural de anuros e algumas abordagens
experimentais sugerem que a manutencao do balanco hidrico, termal e energético
sdo essenciais para a sobrevivéncia dos individuos em ambientes semiaridos.
Entre as caracteristicas observadas em espécies de anfibios de regides aridas, e
em comparacdo com as caracteristicas de espécies tipicas de ambientes umidos,
ha a diferenciacdo nas estratégias para a manutencdo do balanco hidrico,
influenciado pela captacdo e manutencdo da agua. Esta manutencdo pode ser
sustentada por mecanismos comportamentais como enterrar-se, selecionar o
micro-habitat, manter a postura de conservacdo de agua e limitar o tempo de
exposicao a condi¢cdes desidratantes (SHOEMAKER et al., 1992). Os principais
ajustes individuais envolvem mudancas morfolégicas na regido pélvica como o
aumento da espessura do epitélio e/ou com maior vascularizacdo, aumentando a
captacdo de agua em comparacao a pele lisa (TOLEDO & JARED, 1993); mudanca
no tipo de lipideos cutaneos, como a inser¢cdo de colesterol (HAZEL, 1989);
mudangas na permeabilidade celular devido a agdo de hormdnios como
aldosterona e angiotensiona Il (KONNO et al., 2005). A interacdo hormonal entre
0s trés principais 6rgdos osmorregulatorios — pele, rins e bexiga urinéria — regulam
a concentracdo de 4gua e ions através de ajustes sobre a taxa de absorcao e/ou
perda de agua e de ions através da pele e através da taxa de excrecdo e/ou
reabsorcéo pelos rins e bexiga urinaria (UCHIYAMA & KONNO, 2006).

O balanco hidrico € mantido de diferentes maneiras em anfibios de
ambientes deseérticos durante a estiagem, fase na qual os recursos hidricos sao

escassos. A velocidade na captacdo de agua e a habilidade para extrair agua do



solo, duas caracteristicas com diferente fundamentacao fisiologica, podem diferir
na sua relevancia ecologica em diferentes espécies de anuros no semiarido. Por
exemplo, a absor¢cdo de agua é particularmente rapida pelas rds Neobatrachus
(BENTLEY etal., 1958) e pelo sapo Bufo punctatatus (MCCLANAHAN & BALDWIN,
1969). Contudo, o sapo Scaphiopus couchi, que vive em uma regido desértica da
América do Norte ndo absorve agua tdo rapidamente quanto Rana pipens, um sapo
aguatico (MCCLANAHAN, 1967). Aparentemente, € mais ecologicamente relevante
para Scaphiopus couchi absorver agua do solo no qual se enterra do que absorver
agua rapidamente em corpos de agua que estdo presentes apenas na estacao
chuvosa quando esse recurso nao € limitado (CARTLEDGE et al., 2006a; RUIBAL
et al., 1969). Para manter o balanco hidrico durante a estiagem os sapos do género
Scaphiopus permanecem enterrados durante toda a fase de seca em solos
arenosos nos quais a agua pode ser mais facilmente absorvida pelos animais em
comparacao aos solos argilosos (RUIBAL et al., ROIG, 1969). Mais ainda, esses
sapos sdo capazes de absorver agua pela maior parte da superficie corporea
qguando enterrados a 30 cm de profundidade (CANO, 1969).

Estratégias fundamentadas na fisiologia sensorial, por exemplo na
localizacdo de agua, podem também ser importantes. O sapo Corythomantis
greeningi se refugia em cavidades umidas formadas entre pedras durante a fase
de estiagem, diminuindo assim a perda de 4gua para o ambiente. Esta habilidade
para localizar tais refugios tem sido confirmada experimentalmente e parece
essencial para a sobrevivéncia nas Caatingas (JARED et al., 2005; TOLEDO &
JARED, 1993). Em contraste, o sapo Rhinella jimi parece manter suas atividades
mesmo durante a fase de estiagem associado a pontos em gque o solo retém alguma

umidade, e parecem particularmente capazes de extrair agua desse solo (NAVAS



et al., 2004). Por outro lado, individuos de Pleurodema diplolistris, permanecem
enterrados durante a fase seca nos bancos de areia dos rios intermitentes, com

suas atividades motoras e metabdlicas reduzidas (PEREIRA, 2009).

3.1. Principais mecanismos para a manutencao do balanco hidrico durante a
estivacdo em anuros do semiarido

Anuros geralmente absorvem agua facilmente através da regido pélvica
quando em contato com o substrato imido (SHOEMAKER et al., 1992; THORSON
& SVIHLA, 1943). Contudo, ainda que a regido pélvica seja hipervascularizada,
garantindo certa capacidade para a captacao de agua (JONES, 1980; REYNOLDS
& CHRISTIAN, 2009; ROTH, 1973; WITHERS & GUPPY, 1996) solos com pouca
disponibilidade hidrica ndo séo utilizados como recursos hidricos (REYNOLDS &
CHRISTIAN, 2009). Assim os anfibios presentes em solos com baixa
disponibilidade de agua estariam sujeitos a desidratacdo, uma vez que 0 acesso
aos recursos hidricos estaria dificultado. Alguns anfibios reduzem a desidratacéo
por meio da secrecao de lipidios, diminuindo a permeabilidade cutanea, reduzindo
também as trocas gasosas (LILLYWHITE, 2006).

Na estivacao o balanco hidrico parece ser mantido através de trés grandes
grupos de estratégias: (1) formacao de casulo; (2) aumento da osmolaridade interna
e (3) selecao de micro-habitat mais propicio a evitar a perda de agua. O casulo é
formado durante os periodos de estiagem, quando os animais sd0 expostos ao
estresse hidrico (MCCLANAHAN et al., 1976; WITHERS, 1995). Esta estrutura
protetora formada ao longo da estivacdo é composta por varias camadas de células
epidérmicas depositadas sobre a pele, aderidas umas as outras por muco (RUIBAL

& HILLMAN, 1981; WITHERS & THOMPSON, 2000), reduzindo a evaporacéo



cutdnea em até quinze vezes (ABE, 1995; GUPPY et al., 1994; GUPPY &
WITHERS, 1999; HOCHACHKA & SOMERO, 2002).

O aumento da osmolaridade interna, medida da soma dos solutos
dissolvidos na solucdo, por consequéncia, Gt como um indice de estado de
hidratacdo dos animais, quando comparado com valores conhecidos de animais
totalmente hidratados, uma vez que os fluidos corporais tornar-se mais
concentrados a medida que a agua € perdida (SHOEMAKER, 1964). Outro fator
importante que leva ao aumento da osmolaridade € a concentracdo de ureia
(MCCLANAHAN, 1972), como evidenciado por estudos com sapos dos géneros
Cyclorana, Neobatrachus (WITHERS & GUPPY, 1996) e Scaphiopus, tendo este
altimo também aumento nos niveis de sodio plasmatico (SHOEMAKER et al.,
1992). Para aumentar a concentracdo plasmatica de ureia, que parece ser
estimulada pela indisponibilidade de agua no solo (JARGENSEN, 1997a) ou por
estresse osmotico como exposicao salina (COSTANZO et al., 2008), os anfibios
podem utilizar dois mecanismos conhecidos: (1) o acimulo do excedente de ureia
que seria excretada; e (2) o aumento da atividade do ciclo de ureia elevando sua
producdo (SCHILLER et al., 2008).

Finalmente, a escolha do micro-habitat também €& fundamental para reduzir
0 estresse hidrico na estivacdo, uma vez que espécies encontradas enterradas em
ambientes aridos, como sapos do género Neobatracus, tém maior taxa de captacdo
de agua (WARBURG, 1965). Sapos Scaphiopus couchi (SEYMOUR, 1973a),
Notaden nicollsi (SLATER & MAIN, 1963) e Uperoleia micromeles (PALTRIDGE &
SOUTHGATE, 2001), por exemplo, ndo formam casulo e sao encontrados
enterrados em ambientes arenosos durante a estivagdo. O sapo S. couchi

permanece sob o solo com alta granulosidade, geralmente proximo a arbustos, em



locais que possuem maior umidade (BRAGG, 1965). Além disso, alguns anuros
estivadores podem estocar o equivalente a 50% do seu peso corpéreo em agua na
bexiga, mantendo assim uma reserva importante durante o acirramento da estacao

seca (MAIN & BENTLEY, 1964; SPENCER, 1896).

3.2. Caracteristicas metabdlicas da estivacdo de anuros

A estivacao é um fendbmeno complexo e diverso entre 0s anuros, com grande
variacdo na magnitude e tipo de ajustes fisiologicos, inclusive nos referentes a
depressao dos processos metabdlicos durante os meses de dorméncia (PINTER et
al., 1992). A diversidade na intensidade da depressédo do metabolismo aerébio em
anuros durante a estivacdo é evidenciada em varias espécies, entre elas uma
espécie da Caatinga brasileira, Pleurodema diplolistris. Nesta espécie a estivacédo
envolve uma reducéo de 50% na taxa metabdlica de repouso durante a fase seca
do ano quando comparado a animais encontrados durante a estacdo chuvosa
(PEREIRA, 2009). Pleurodema diplolistris estiva no leito de rios intermitentes, em
locais muito proximos aos de outras espécies de anuros da Caatinga pertencentes
aos géneros Physalaemus e Proceratophrys. Contudo, essas outras espécies
parecem exibir diferentes estados metabdlicos, pois apresentam respostas
diferentes a estimulos exdgenos e, no geral, aparentam maior tempo de
responsividade (CARVALHO et al., 2009). Assim, mesmo espécies da Caatinga
gue ocupam o0 mesmo micro-habitat durante a estacdo seca parecem diferir nas
caracteristicas da estivacao.

A fase hipometabdlica que acompanha a estivacdo € caracterizada pela
diminuicdo dos movimentos, da alimentacdo e dos batimentos cardiacos (BASTOS

& ABE, 1998; STOREY & STOREY, 1990b), assim como de modificacbes nos



processos bioquimicos em diversos tecidos, destacando-se a priorizacdo da
oxidacdo de lipideos, que passa a ser o principal combustivel energético
(SEYMOUR, 1973b; STOREY & STOREY, 1990a) e a reducdo do consumo de
glicogénio (HOCHACHKA & SOMERO, 2002). Adicionalmente, ajustes especificos
sobre as vias de metabolizacdo de substratos energéticos modulam a mobilizacao
dos compostos energéticos em adequacgédo a demanda dos tecidos (GUPPY et al.,
1994). A estivacdo envolve uma teia regulatoria que permite aos organismos
responder a disponibilidade hidrica, nutricional e energética. Esta regulacdo
permite a sobrevivéncia quando estes elementos estdo limitados (STOREY &
STOREY, 2012).

No referente ao escopo da depressao metabdlica ha registros de quase 85%
de depressdo do metabolismo aerdébio para algumas espécies dos géneros
Scaphiopus na América do Norte e Cyclorana, na Australia (GUPPY et al., 1994;
HAND & HARDEWIG, 1996; HOCHACHKA & SOMERO, 2002; STOREY, 2002). O
escopo metabdlico, inicialmente definido como diferenca entre 0 metabolismo de
repouso e de atividade (FRY, 1947), pode ser utilizado para prever a capacidade
competitiva dos animais (SETH et al.,, 2013), uma vez que valores inferem a
capacidade fisiolégica para realizar atividades aerobiamente desafiadoras
(SUAREZ, 1996). Em contraste ao alto grau de reducdo do metabolismo, ha
espécies que apresentam uma menor depressdo, como 0 sapo Pixicephalus
adpersus, da Africa, que reduz o metabolismo em 30% durante a estivacio
(LOVERIDGE, 1976). Essa diversidade na intensidade da depressao metabolica
em anuros parece evidente nos niveis de resposta comportamental a estimulos
exdgenos. Enquanto ha espécies que respondem prontamente a interrupcdo da

estivacdo, como Pleurodema diplolistris (PEREIRA, 2009), individuos de outras



espécies podem demorar até 30 minutos para apresentar reagdo, como Scaphiopus
couchi (MCCLANAHAN, 1967), ou ainda Cyclorana alboguttata que pode ser
encontrado na superficie do solo apos algumas horas do inicio da primeira chuva
forte da estacdo (HUDSON & FRANKLIN, 2002a)

A depressdo metabdlica que acompanha a estivagdo em anuros pode
acontecer concomitantemente ao aumento da degradacdo de reservas lipidicas
(COWAN et al., 2000). Esta degradacao forma, entre outros subprodutos, glicerol e
corpos cetbnicos (FUERY et al., 1998), que suprem a demanda dos tecidos
dependentes de glicose, como cérebro e o0 musculo cardiaco durante o
hipometabolismo, fase na qual os anuros interrompem a alimentacdo (SECOR,
2005). No jejum que acompanha a estivacao, 0os anuros estivadores costumam
aumentar a concentracdo de corpos cetdnicos no plasma (STOREY, 2002), como
relatado para os sapos S. couchi, que parecem ter este aumento associado a
preservacado dos estoques hepaticos de glicogénio durante a fase hipometabdlica
(STOREY& STOREY, 1990a). Em sapos que se enterram em clima frio, juntamente
com o aumento da producdo de corpos cetbnicos ha um aumento na
gliconeogénese a partir de glicerol, o que nao é comumente reportado para anfibios
estivadores (STOREY, 2002).

Os ajustes no uso dos substratos energéticos na estivacdo séo precedidos
por ajustes comportamentais que terminam no acumulo de reservas energéticas
durante a fase de chuvas na qual o alimento € abundante. Esses ajustes, junto com
a reducdo da taxa metabolica, sustentam ndo somente a fase depressiva mas
também a retomada da atividade no inicio da estacdo chuvosa (CARVALHO et al.,

2010; PINTER et al., 1992; STOREY & STOREY, 2004, 2010). Dada a relacao entre

10



atividade e perda de agua, a reducdo do metabolismo aerdbio contribui tanto para

0 balanco energético quanto ao hidrico (ABE, 1995; MCCLANAHAN, 1972).

3.3. Preservacéo da funcionalidade de determinados sistemas

Outro aspecto relevante acerca dos ajustes fisiolégicos em anuros que
estivam é a ampla preservacédo da funcionalidade dos tecidos musculares e de sua
capacidade para entrar em atividade mesmo apds fases prolongadas de
inatividade, algo corroborado pela manutencgéo dos niveis proteicos nestes tecidos,
em sapos do género Cyclorana (HUDSON & FRANKLIN, 2002a; HUDSON et al.,
2006; JAMES, 2010). As evidéncias mais recentes indicam que o controle dos
processos oxidativos nas fibras musculares de anuros envolvem modificacBes na
expressao de genes que minimizam os danos causados pela inatividade durante a
estivacdo (HUDSON et al., 2008). A reducdo do consumo de oxigénio durante a
fase de estivacdo em sapos Cyclorana alboguttata reduz a producéo de espécies
reativas de oxigénio, podendo reduzir a atrofia muscular e preservar a estrutura do
musculo esquelético (HUDSON & FRANKLIN, 2002b).

De modo semelhante, em certas espécies de anuros foi observada uma
preservacao do tecido reprodutivo durante a fase de inatividade, como é o caso de
Rana temporaria, que mantem a espermatogénese durante a estivacao
(JORGENSEN, 1992). Contudo, neste caso também foi constatado um
compromisso entre o tempo de estivacdo e a viabilidade das células reprodutivas,
as quais sdo amplamente afetadas em periodos mais prolongados (JOARGENSEN,
1992). Assim, o emprego de proteinas, como substrato energético, na manutencao
da homeostase energética durante a estivacao pode comprometer o desempenho

reprodutivo em condi¢des normais (GUPPY et al., 1994; IP & CHEW, 2010; PINTER
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et al., 1992). Acrescido a isto, a comportamento reprodutivo explosivo implica na
manutencao dos estoques de glicogénio e lipideo no inicio da reproducéo, pois a
vocalizacdo € energeticamente custosa e em algumas espécies como em Hyla
arbérea por exemplo, é sustentada por aproximadamente 3 horas com os estoques

presentes (GRAFE & THEIN, 2001).

3.4. Comportamento reprodutivo e custo da reproducdo em anuros de
regides aridas e semiaridas

A maioria das espécies de anfibios que estivam em regides semiaridas
possuem um comportamento reprodutivo explosivo, investindo na procura de
parceiros para a reproducao imediatamente apos a saida do estado hipometabdlico
(PEREIRA, 2009; PINTER et al., 1992; SHALAN et al., 2004). Cabe salientar que a
maioria das espécies de anuros que efetivamente exibem fases de inatividade
durante os meses mais secos do ano desempenham atividades energeticamente
muito custosas no inicio da estacdo chuvosa. Como a vocalizagdo por exemplo,
uma atividade altamente custosa, como observado em sapos Physalaemus
pustulosus, da regido do Panama, que durante a vocaliza¢do, exibem um gasto
energético duas vezes maior que durante o repouso (BUCHER et al., 1982).

As fémeas produzem ovdcitos ainda na fase de estivagéo e os armazena até
0 momento da estacao reprodutiva quando estes se tornam maduros e prontos para
serem fecundados, enquanto os machos entram em intensa atividade vocal nos
sitios de encontro com as fémeas (PINTER et al., 1992; WELLS, 2001). Contudo,
a preparacdo para a reproducdo requer um alto investimento energético
(CARVALHO et al., 2010), sendo a sintese proteica inibida durante a estivacao,

porém, amplamente ativada na fase inicial de atividade (HAND & HARDEWIG,
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1996; JAMES, 2010; PAKAY, 2003). Nas Caatingas, além de todo o investimento
energético dos anuros para a reproducao, ha ainda um desafio adicional de atrelar

a reproducao a imprevisibilidade das chuvas.

3.5. A estivacdo em anuros da Caatinga no contexto das mudancas climaticas

A maior parte dos aspectos citados sobre a estivacdo em anuros sao
virtualmente desconhecidos para as espécies brasileiras, em especial para aquelas
das Caatingas. Apenas o estudo realizado com Pleurodema diplolistris (PEREIRA,
2009) procurou abordar alguns desses elementos que compdem o0s ajustes
fisiolégicos durante a estacdo seca neste ambiente. E provavel que justamente esta
imprevisibilidade no regime de chuvas seja um dos principais fatores que
contribuem para a existéncia de diversos padrdes interespecificos de estivacao.

Os individuos de Proceratophrys cristiceps observados na Caatinga exibem
diminuicdo da capacidade de resposta frente a estimulos exdgenos durante a
estacdo seca neste ambiente, 0 que provavelmente indica uma maior intensidade
de depresséo da taxa metabdlica quando comparado a Pleurodema diplolistris, que
ocorre no mesmo local. Ainda h4d ao menos trés espécies de Physalaemus
ocupando o mesmo micro-habitat selecionado por individuos de Pleurodema
diplolistris e Proceratophrys cristiceps, que parecem também evitar as condicbes
adversas da fase de seca na Caatinga enterrando-se em profundidades que variam
de 0,2 a mais de 1,5m da superficie (observacdes pessoais).

As informagbes obtidas em estudos anteriores mostraram uma estivagao
atipica em Pleurodema diplolistris e sugerem que os anuros da Caatinga possuem
caracteristicas peculiares no referente a histéria natural, regulacdo metabdlica e

balanco hidrico. Assim, 0 estudo dessas espécies é extremamente produtivo para
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o entendimento das correlacdes ecologicas e comportamentais da diversidade
fisiolégica em anuros. Além disso, se trata de um processo de colonizacdo de
ambientes extremos mediante estratégias diferentes, que podem incluir diversos
riscos nos diferentes cenarios de aridizagcdo da Caatinga. Por tal razdo a
compreensao das estratégias utilizadas € essencial para prever o impacto global e
especifico sobre anuros. Desde a década de 1970 o indice pluviométrico na
Caatinga tem sido menor em relacdo aos anos anteriores e um aumento dos
eventos extremos passou a ser reportado, como, por exemplo, na enchente de
2004, quando choveu 1000mm contra a média anual de 550mm. A maior parte dos
cenarios para a regido do nordeste brasileiro mostra uma tendéncia ao aumento da
duracédo da estacdo seca (MARENGO, 2006). O impacto dessas mudancas sobre
as populacbes de anuros da Caatinga ndo pode ser avaliado no contexto do
conhecimento atual, e s6 pode ser compreendido mediante o entendimento das
estratégias ecologicas, fisioldgicas e comportamentais que caracterizam, durante

esta estacao, as diferentes linhagens de anuros da Caatinga.

14



4. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi verificar as estratégias utilizadas para
manutencdo do balanco hidrico e energético frente as alteracfes sazonais na
disponibilidade de recursos de agua e alimento que ocorrem na Caatinga com as
espécies Pleurodema diplolistris  (Leiuperidae), Physalaemus albifrons
(Leiuperidae) e Proceratophrys cristiceps (Cycloramphidae). Este projeto esta
fundamentado em quatro perguntas respondidas mediante as hipoteses

ressaltadas em italico ao longo da descricdo dos objetivos.

4.1. Aspectos relevantes e observagfes pessoais

As perguntas a seguir foram postuladas para as trés espécies sintopicas,
sendo uma pertencente a familia Cycloramphidae, Proceratophrys cristiceps e duas
a familia Leiuperidae, Pleurodema diplolistris e Physalaemus albifrons. Estas
espécies ndo parecem exibir as estratégias mais extremas descritas para a
manutencdo do balanco hidrico em anuros que estivam, como a reducdo da
permeabilidade via formacao de casulos. Ja o balanco energético € mantido entre
outras formas, pela reducdo do metabolismo, que apesar de apresentar uma
reducao significativa no consumo de oxigénio nédo exibe uma grande diminui¢cdo na
atividade de enzimas representativas da via oxidativa, como observado em estudos
prévios em umas dessas espécies, Pleurodema diplolistris.

Ademais a preparacdo para a fase de estiagem em ambientes semiaridos é
um dos grandes desafios para a sobrevivéncia neste tipo de ambiente. Assim como
a reproducdo, que € explosiva e oportunista, possuindo um alto custo energeético,
sendo outro grande desafio, pois é preciso que 0s anuros estejam prontos para a

reproducao logo no inicio das chuvas, antes mesmo de se alimentarem. Contudo,
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diferentes espécies que exibem modos de vida distintos podem lidar com este
problema de forma diferenciada, dependendo de diversos aspectos da historia

natural.

1. Quais mecanismos séao utilizados por estas espécies para manter o balanco
hidrico durante os meses de estiagem na Caatinga?

As espécies estudadas podem diferir nas estratégias para a manutencéo do
balanco hidrico, assim foi verificado se migra¢cdes verticais mantém os individuos
em micro-habitats de maior umidade durante a seca. Além disso, pode ocorrer 0
acumulo de solutos, como ureia para a manutencao do potencial osmotico frente
as alteracdes sazonais na disponibilidade de recursos hidricos. Tal estratégia

fisiologica deve ser menos pronunciada em Pleurodema diplolistris, que por

apresentar maior responsividade durante a estiagem (observagdo pessoal) néo

aparenta compensacao comportamental limitada.

2. A depressé@o aerobia se reflete em diferentes modificagbes da atividade
maxima de enzimas representativas das vias glicolitica e oxidativa nas
espécies estudas? Ha diferenca entre estas espécies sintépicas no referente
a preservacdo da atividade enziméatica em oOrgdos como o musculo
esquelético e o figado?

Em diversas espécies de anuros que estivam é conhecido que a diminuicédo
da taxa metabdlica esta correlacionada com alteracdes da atividade enzimatica em
vias do metabolismo energético. Dessa forma, foi verificado se enzimas
representativas das vias oxidativa e glicolitica tém suas atividades modificadas

juntamente com as altera¢cdes sazonais no consumo de oxigénio. Esta analise foi
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importante devido ao fato das espécies serem sintdpicas, sugerindo que podem
ocorrer variagdes interespecificas na relacdo entre o consumo de oxigénio e a
atividade enzimatica nas diferentes espécies, e que tais variagcdes podem guardar
relacdo com a variagdo comportamental entre espécies. Em especial durante a
mudanca de profundidade no solo, que exige a preservacdo do musculo esquelético

para a movimentacao das espécies durante a seca.

3. Qual a contribuicao relativa de diferentes substratos energéticos para a
manutencdo da homeostase energética durante a estacdo chuvosa,
reprodutiva e para a estacdo de seca nas diferentes espécies? O padréo de
utilizacdo € similar entre espécies mesmo no contexto de possivel variacao
comportamental?

A fase de preparacdo para a estacdo seca em ambientes semiaridos é um
dos grandes desafios para a sobrevivéncia neste tipo de ambiente. Dessa forma, é
possivel que diferentes espécies de anuros da Caatinga apresentem diferentes
concentracfes de substratos energéticos na fase que antecede a estacdo seca,
como resultado de diferencas em suas capacidades de deposicao e uso de lipideos
e carboidratos. E mais, por se tratarem de representantes de familias distintas as
espécies podem diferir nos padrbes de utilizacdo de substratos energéticos ao

longo das fases de chuva e estiagem.

4. Qual aimportancia de subprodutos no metabolismo lipidico, como corpos
cetdnicos, para o sustento de tecidos mais dependentes de estoques de
carboidratos em diferentes espécies? Ocorre um aumento na producao e/ou

utilizacdo de corpos cetdnicos durante a estivacao, sinalizando assim uma
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priorizacdo da oxidacado das reservas de lipideos para o sustento de tecidos
glicose dependentes?

Dada a dependéncia energética de alguns tecidos, especialmente do
cérebro, por carboidratos, 0 uso de corpos cetdnicos provenientes do catabolismo
de lipideos pode conferir uma vantagem as espécies que dependem dos estoques
de glicose e glicogénio para sustentar o aumento da atividade que acompanha a
estacdo chuvosa apés a seca nas Caatingas. Mesmo, tratando-se de diferentes
espécies, é possivel que haja uma contribuicdo significativa do uso de corpos
cetdnicos para a manutencao dos tecidos mais dependentes deste tipo de substrato
energético e esta contribuicdo pode ser representada por uma maior atividade
enzimatica durante a estivacdo. Investigar estes aspectos em anuros da Caatinga
permite identificar os diferentes mecanismos que estas espécies usam para
sobreviver durante a estiagem, do ponto de vista dos ajustes em vias bioquimicas

relacionadas ao metabolismo de corpos cetonicos.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Caracterizacao dos Locais de Coleta

As coletas foram realizadas na Fazenda S&o Miguel (5°30'43"S.
36°36°18”W), distrito de Angicos, Rio Grande do Norte, regido de Caatinga (Figura
1), com autorizacdo do ICMbio (02010.003380/04-82 e 14836-1). Para a
caracterizacdo dos locais de estivacao foram utilizados carregadores de dados e
microestacdo climatica HOBO® data loggers (Onset computers, Pocasset, MA,
USA) que detiveram os dados de umidade, temperatura e o indice pluviométrico ao

longo do trabalho.

5.2. Estratégia de amostragem sazonal

Foram utilizados 20 individuos machos adultos em cada fase amostrada, das
espécies Physalaemus albifrons (Leiuperidae), Proceratophrys cristiceps
(Cycloramphidae) e Pleurodema diplolistris (Leiuperidae). Os animais foram
coletados na regido de Angicos/RN (licenca 14836-1 emitida pelo IBAMA) em
quatro fases marcantes do ciclo sazonal, conforme a atividade observada
previamente: 1) Inicio da estacdo chuvosa (IEC), reproducdo maxima; 2) Final da
estacdo chuvosa (FEC), fase nas quais 0s animais permanecem forrageando apos
as chuvas torrenciais; 3) Meio da estacao seca (MES), fase em que os animais
permanecem enterrados e 4) Final da estacdo seca (FES), quando os animais se
preparam para a reproducéo, nesta fase € possivel observar o sistema reprodutor
pronto. A massa (g) e comprimento rostro-cloacal (mm) sdo apresentados na tabela
1 e as espécies na Figura 2. Os espécimes utilizados para medidas de substrato
energético e atividade enzimatica foram capturados e instantaneamente

eutanasiados através da imersao em nitrogénio liquido (protocolo aprovado pelo
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comité de ética do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo
168/2012). Apdés o congelamento, estes permaneceram armazenados em
nitrogénio liquido e foram transportados ao laboratorio para estocagem em freezer
-80°C até o momento de uso.

A imersdo imediata em nitrogénio liquido apos a captura impossibilitou a
identificacdo no nivel de espécie do género Physalaemus. Além disso,
taxonomistas foram consultados e julgaram inviavel identificar as espécies desse
género apos o congelamento. Entretanto, como por definicdo as espécies do
género Physalaemus sdo mais proximas entre si do que em relacdo as outras
espécies estudadas, tal limitacdo ndo oferece problema a interpretacdo dos
resultados. Assim, os espécimes do género que foram imersos imediatamente em
nitrogénio foram identificados ao longo do trabalho apenas pelo género (mesmo se
com alta probabilidade se tratar de Physalaemus albifrons) e os que participaram
do trabalho sem o congelamento imediato foram identificados no nivel de espécie,
Physalaemus albifrons. Isso explica o uso de Physalaemus ou Physalaemus

albifrons ao longo da tese.
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Tabela 1. Massa (g) e comprimento rostro-cloacal (CRC) (mm) de Proceratophrys cristiceps
(Cycloramphidae), Physalaemus albifrons (Leiuperidae) e Pleurodema diplolistris (Leiuperidae)
coletados no inicio da estacéo chuvosa (IEC), final da estacéo chuvosa (FEC), meio da estacao
seca (MES) e final da estacdo seca (FES). Os valores representam a média + desvio padrao
(N=10).

Estacao Variacao
IEC FEC MES FES percentual
Massa CRC Massa CRC Massa CRC Massa CRC Massa CRC
Espécie (9 (mm) (@ (mm) (g) (mm) (g (MM) (%) (%)
Proceratophrys o, 353 99 418 77 357 65 357 374 156
cristiceps
+206 +498 277 +472 217 +432 313 +4,80
Physalaemus . 197 57 195 13 195 11 198 476 18
albifrons
+0,29 +1,20 +0,34 +0,89 +0,27 +1,87 +025 +0,98
Pleurodema 28 309 30 338 29 316 29 310 64 86
diplolistris

+0,90 3,28 +0,43 +256 0,74 4,16 0,87 +2,97
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Figura 1. Rio temporario, durante a fase de chuva e de estiagem, local onde as espécies
Proceratophrys cristiceps (Cycloramphidae), Physalaemus albifrons (Leiuperidae) e
Pleurodema diplolistris (Leiuperidae) s&@o encontrados em atividade e enterrados,
respectivamente.
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Figura 2. Animais coletados na Caatinga durante a fase final de estivacdo. Em A, Proceratophrys
cristiceps (Cycloramphidae), em B, Physalaemus albifrons (Leiuperidae) e em C, Pleurodema
diplolistris (Leiuperidae). Uma seringa de insulina foi utilizada como referéncia escalar para
diferenciar o tamanho das trés espécies.
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5.3. Obtencao de plasma e urina

Foram obtidas amostras de sangue dos animais para determinacdo do
hematdécrito, osmolaridade e concentracdo de ureia no plasma dos espécimes
nas quatro fases de coleta. Também foi realizada a coleta de urina presente na
bexiga para analise da osmolaridade e concentragdo de ureia. A urina foi obtida
atraveés da leve compressdo do abddémen, com uma cénula posicionada na
entrada da cloaca direcionando o liquido obtido para o tubo no qual a urina foi
armazenada. O hematdécrito foi determinado através da porcentagem de
hemécias, adquirida pela centrifugacdo de tubos capilares heparinizados, em
uma centrifuga para micro-hematocrito Q222H2, por 2 minutos a 12000 rpm. O
sangue foi centrifugado por 3 minutos a 6200 rpm, em uma microcentrifuga
Ministar Serius 4000 e o plasma congelado até o momento das medidas de
concentragdo de ureia, obtida atraves de teste Elisa, utilizando-se kit diagndstico
Analisa, e da osmolaridade através de um osmdmetro de pressdo de vapor

Wescor 5500.

5.4. Distribuicéo da profundidade ao longo do tempo

Foram realizadas escavacdes ao longo do leito do Rio Sobradinho
(Angicos/RN) no qual os animais permanecem enterrados durante a seca. Foram
cavados mensalmente (julho a dezembro), seis buracos no decorrer de trés
anos, com cerca de 1,5 metros de largura e espacamento de 3 metros entre as
escavacoes, sendo a profundidade dependente do nivel de agua sob o solo. O
revezamento ao longo do tempo foi realizado para que o mesmo local ndo fosse
escavado em um intervalo menor que um ano, a fim de que os animais nao

migrassem horizontalmente a procura de outros reflgios. Foi verificado o nimero

24



de animais que estavam enterrados a cada 10 cm de profundidade e as medidas

analisadas para verificar possiveis mudancas ao longo dos meses.

5.5. Desempenho locomotor

Os animais foram estimulados a saltar em uma pista de 1,6 metros de
comprimento por 18 cm de largura, o tempo requerido para percorrer 1 metro foi
medido através de um cronémetro digital JS 307 Junsd. Cada animal percorreu
3 vezes o percurso. Foi utilizada a média dos tempos de cada individuo. Os
testes foram realizados entre as 17:00 e 19:00h a 30,0°C+0,2 (média + desvio

padrao).

5.6. Medida de taxa metabdlica

A taxa metabdlica em repouso dos individuos capturados nas quatro fases
foi estimada a partir de medidas de consumo de oxigénio atraves de um sistema
de respirometria de fluxo intermitente com lavagem sequencial de camaras
metabdlicas, sendo essas medidas realizadas a 30°C. Foram utilizadas camaras
de acrilico de 400 mL preenchidas com areia esterilizada e ligadas a valvulas de
controle de fluxo de ar. No inicio da coleta de dados, as camaras foram lavadas
com um fluxo constante de ar (300 mL/min) durante 15 minutos, tempo suficiente
para que todo o ar da camara fosse renovado. Em seguida as camaras foram
fechadas durante 75 minutos e posteriormente abertas para uma nova lavagem
com ar de 15 minutos de duracdo. A mistura de ar era primeiramente conduzida
através de um filtro contendo silica gel para a absor¢édo do vapor de agua e
Ascarite para a absorcéo do gas carbdnico e posteriormente para o analisador

de oxigénio PA-1 (Sable Systems). O analisador de oxigénio esteve conectado
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a uma interface que enviava o sinal digitalizado para um computador, onde a
aquisicdo, armazenamento e analise dos resultados foram executados pelo
programa Datacan V (Sable Systems). O consumo de oxigénio foi calculado a
partir da integral da curva de concentracéo de oxigénio contra o tempo registrado
no computador, multiplicada pelo fluxo de ar utilizado durante a aquisicdo dos
dados e dividida pelo tempo em que as camaras permaneceram fechadas. Os
valores obtidos foram convertidos para condi¢cées normais de temperatura e
pressdo (CNTP) e expressos em mlO2/g/h, sendo utilizadas as seguintes
equacoes:

VO:2 = (&rea) x (fluxo) / (massa x tempo)
Converséao para condi¢cdes normais de temperatura e pressédo (CNTP)

VO2 x (P /760) x ((273,15) / 273,15 + T))
Onde érea é o valor da integral da curva em porcentagem; fluxo € o valor do fluxo
de ar utilizado em mL/min; a massa do animal em gramas e o tempo de
fechamento da cadmara em minutos. Na férmula de converséo para condi¢cdes
normais de temperatura e pressao (CNTP), P é a presséo atmosférica em mmHg
no local de realizacdo da medida e T € a temperatura em °C durante a realizacdo
da medida

A taxa metabdlica durante a locomocéo forcada foi realizada através de
respirometria fechada. As camaras foram lavadas com um fluxo constante de ar
(130 mL/min) durante 5 minutos, tempo suficiente para que todo o ar da camara
fosse renovado. Em seguida as camaras foram fechadas e movimentadas em
sentido horario, estimulando os animais a se movimentarem até nao
responderem mais ao estimulo (foi considerado exaustdo o momento em que o

animal ndo conseguiu voltar a posi¢ao inicial, permanecendo em decubito
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dorsal), de 4 a 7 minutos. Posteriormente as camaras foram abertas para uma
nova lavagem com ar, por 5 minutos e a mistura foi primeiramente conduzida
através de um filtro contendo silica gel para a absor¢do do vapor de agua e
Ascarite para a absorcdo do gas carbonico e posteriormente para o analisador
de oxigénio PA-1 (Sable Systems). O analisador de oxigénio esteve conectado
a uma interface que enviava o sinal digitalizado para um computador, onde a
aquisicdo, armazenamento e analise dos resultados foram executados pelo
programa Datacan V (Sable Systems). O consumo de oxigénio foi calculado

seguindo a descri¢cdo utilizada na taxa metabdlica de repouso.

5.7. Atividade enzimatica

Foram determinadas as atividades maximas das enzimas: piruvato
quinase (PK), representativa da via glicolitica; lactato desidrogenase (LDH),
indicadora da producédo de lactato, metabolismo anaerébio; da B-hidroxibutirato
desidrogenase (HBDH) e da succinil-CoA cetotransferase (SKT) pertencentes a
via de transformacao de corpos cetdnicos; da citrato sintase (CS), indicadora da
capacidade aerdbia, pertencente ao Ciclo de Krebs; B-hidroxiacil-CoA
desidrogenase (HOAD), indicadora da capacidade de utilizacao de lipideos.

Os procedimentos para a medida da atividade enzimatica se baseiam em
analises espectrofotométricas, de acordo com procedimentos padronizados a
partir de BERGMEYER (1983). Para realizacdo destas medidas foi utilizado um
espectrofotometro Beckman DU-800 equipado com um controlador de
temperatura Peltier (Beckman) e cubetas de vidro para um volume final de 700
uL. Foram empregados métodos baseados nas alteracdes de absorbancia de

NADP*ou NADH a 310 e 340 nm e DTNB a 412 nm, em condi¢des de saturacao
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de substrato e nao inibitérias a 25°C, com pH ajustado de acordo com as

caracteristicas funcionais de cada enzima.

PK (E.C. 2.7.1.40) — O meio de reacdo foi constituido de tampao Imidazol-HCI a
100 mM de concentracéo final (pH 7,0); MgCl2 a 10 mM; KCl a 100 mM; ADP a
2,5 mM; F1,6P2 a 0,02 mM; NADH a 0,15 mM; LDH a 12,1 U.mL? e extrato
homogeneizado diluido. Nesta etapa foi realizada uma primeira medida para o
controle de eventuais alteragbes de absorbancia (controle) por 3 minutos,
qguando foi adicionado o substrato fosfo(enol)piruvato a 2,5 mM e a variacao de

absorbancia novamente acompanhada por mais 3 minutos.

LDH (E.C. 1.1.1.27) — O meio de reacdo foi constituido de tamp&o Imidazol-HCI
a 100 mM de concentracéo final (pH 7,0); DTT a 5 mM; NADH a 0,15 mM e
extrato homogeneizado diluido. Nesta etapa foi realizada uma primeira medida
para o controle de eventuais alteragdes de absorbancia (controle) por 3 minutos,
quando foi adicionado o substrato piruvato a 1 mM e a variagdo de absorbancia

novamente acompanhada por mais 3 minutos.

HBDH (E.C. 1.1.1.30) — O meio de reacdo foi constituido de tampé&o Tris-HCI a
50 mM de concentracdo final (pH 8,0); NADH a 0,15 mM e extrato
homogeneizado diluido. Nesta etapa foi realizada uma primeira medida para o
controle de eventuais alteracbes de absorbancia (controle) por 3 minutos,
quando foi adicionado o substrato acetoacetato a 40 mM e a variagcdo de

absorbancia novamente acompanhada por mais 3 minutos.
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SKT (E.C. 2.8.3.5) — O meio de reacéo foi constituido de tampé&o Imidazol-HCl a
50 mM de concentracao final (pH 7,0); MgCl2 a 100 mM; acetoacetil-CoA a 35
mM e extrato homogeneizado diluido. Nesta etapa foi realizada uma primeira
medida para o controle de eventuais alteracdes de absorbéancia (controle) por 3
minutos, quando foi adicionado o substrato succinato a 20 mM e a variacao de

absorbancia novamente acompanhada por mais 3 minutos.

CS (E.C. 4.1.3.7) — O meio de reacdao foi constituido de tampéo Tris-HCl a 50
mM de concentracao final (pH 8,0); DTNB a 0,1 mM; acetil-CoA a 0,2 mM, extrato
homogeneizado diluido. Nesta etapa foi realizada uma primeira medida para o
controle de eventuais alteragcbes de absorbéancia (controle) por 3 minutos,
quando foi adicionado o substrato oxaloacetato a 0,9 mM e a variagcdo de

absorbancia novamente acompanhada por mais 3 minutos.

HOAD (E.C. 1.1.1.35) — O meio de reacdo foi constituido de tampao Imidazol-
HCl a 100 mM de concentracao final (pH 7,0); NADH a 0,15 mM e extrato
homogeneizado diluido. Nesta etapa foi realizada uma primeira medida para o
controle de eventuais alteracbes de absorbancia (controle) por 3 minutos,
quando foi adicionado o substrato acetoacetil-CoA a 0,1 mM e a variagédo de
absorbéancia novamente acompanhada por mais 3 minutos. Todos 0s ensaios
foram realizados no minimo em duplicata e a atividade enzimatica foi calculada
a partir da equacao:
Atividade Enzimatica = [ ( AAbs.min) . diluicdo total ]/ (¢ .d)

onde “AAbs.minY” é a variacdo de absorbancia por minuto apds a adicdo de

substrato menos a variacdo de absorbancia do controle; “diluicao total” é a
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diluicido total da amostra de tecido; “¢” é o coeficiente de absorgdo molar para o
NADH (6,22.10%> L.molt.mm™?) ou DTNB (13,6.102 L.molt.mm?); e “d” é a
distancia percorrida pelo feixe de luz na solugéao (igual a 10mm em todos os
ensaios).

Os resultados de atividade enzimética foram expressos em pmol de
substrato convertido a produto por minuto por grama de tecido Umido,

equivalente a unidade U.g tecido™ (SI).

5.8. Concentracdo de proteinas soluveis

A concentracdo de proteinas soluveis foi determinada com base no
meétodo descrito por LOWRY et al. (1951) segundo a reacéo de Folin Ciocalteau.
Os ensaios foram preparados com o extrato bruto diluido 1:10 em agua destilada,
misturado com uma solucédo contendo tartarato de sédio a 4%, CuSOas a 2% e
NaCOasanidro + NaOH. Decorridos 10 minutos sera acrescentado o reativo de Folin
e apos 30 minutos foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotébmetro a 660
nm. A concentracdo de proteinas nas amostras de tecido foi calculada a partir
da reta obtida com o padrao de solugdes de albumina bovina, de grande pureza
e os valores foram expressos em miligramas de proteina sollvel por grama de

tecido umido.

5.9. Concentracéo de glicogénio

O extracao foi realizada através do método descrito por BIDINOTTO et al.
(1997) com algumas modificagbes. As amostras foram fragmentadas em
almofariz contendo nitrogénio liquido e transferidas para tubos de ensaio, onde

foi adicionado 1 mL de KOH a 6N. Os tubos com as amostras foram colocados
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em banho maria por 4 minutos e a homogeneizados em agitador tipo vortex para
completa dissolugéo do tecido. Uma aliquota de 250 pL foi retirada, acrescido 3
mL de &lcool 95% e homogeneizada. Apdés, foi adicionado 100 pL de K2SO4 10%
e homogeneizado novamente. A mistura foi centrifugada por 3 minutos a 3000
rpm, o sobrenadante foi descartado e acrescido 2.5 mL de agua destilada a
solugdo. Para a determinagcdo de glicogénio foi retirado 100 puL da solugéo
anterior e colocado em um tubo de ensaio, adicionado 700 pL de fenol 3% e 2
mL de &cido sulfurico, apés 10 minutos foi realizada a leitura a 480 nm de
absorbancia (DUBOIS et al., 1956). Para testar a eficiéncia dos ensaios para
determinacdo das concentracdes glicogénio, foi preparada a curva padréao
empregando-se D-Glucose (Sigma-Aldrich Co.), possibilitando assim a validac&o
dos protocolos empregados dentro de uma faixa de concentracdo do metabdlito.

Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados expressos

glicosil-glicose por grama de tecido.

5.10. Concentracdao de lipideos totais

O teor de lipideos totais foi determinado usando com pequenas
modificagdes dos métodos descritos sobre a reagdo com fosfovanilina medida a
540 nm (FRINGS & DUNN, 1970; FRINGS et al., 1972; KNIGHT et al., 1972). As
amostras de tecido foram previamente submetidas ao processo de extracdo com
o emprego de uma mistura de cloroférmio e metanol (FOLCH et al., 1957;
PARRISH, 1999).

As amostras foram homogeneizadas em 50 volumes de uma solucéo
cloroférmio:metanol (2:1; v/iv), e 7 volumes de agua destilada, em um

homogeneizador Ultra-Turrax (IKA LaborTechnik) por cerca de 3 minutos. O
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extrato foi centrifugado por 3 minutos a 8000 g, quando foi formado um sistema
de duas fases. A fase inferior foi totalmente recolhida por uma pipeta Paster,
tomando-se cuidado para ndo misturar as duas fases. A fase recolhida foi
colocada em outro frasco com tampa onde foi adicionado 5 volumes (em relacéo
a solucéo de cloroférmio:metanol:cloreto de magnésio — 0,034% (3:50:50; v/v).
Em seguida foi adicionado ao liquido remanescente cerca de 1/3 de seu volume
de metanol puro (ou quantidade suficiente para a formagdo de um sistema de
fase Unica). O frasco foi colocado aberto em estufa a 60°C durante 24 horas para
a evaporacao completa dos solventes. Apés esse tempo, foi adicionado 1 mL de
cloroférmio puro ao frasco, que foi mantido fechado em freezer -20°C até o
momento dos ensaios para a determinacao da concentracao de lipideos totais.
Para a determinacdo da concentracdo de lipideos totais foi colocado 20
pL da solucdo proveniente da extragdo em um tubo de ensaio. O tubo foi
colocado em estufa a 60°C para evaporacéo total do solvente, posteriormente
foi acrescido 200 pL de acido sulftrico puro e a mistura foi fervida em banho-
maria por 10 minutos. Apds esse intervalo, foi adicionado 5 mL de fosfovanilina
e a mistura foi incubada por 15 minutos a 37°C. A absorbéncia da solugao foi
lida a 540nm. O célculo da concentracdo de lipideos totais foi realizado através
da equacao linear de uma curva construida utilizando-se a massa de lipideos
totais contidas em uma solucéo padréo de 6leo de figado de bacalhau (Sigma,
C5650), submetida aos mesmos procedimentos de dosagem. Os resultados

foram expressos em miligrama de lipideo por grama de tecido umido.

32



6. ANALISE DOS DADOS

Os dados referentes a concentragdo de metabdlitos e a atividade
enzimatica dos periodos sazonais foram analisados através de uma ANOVA
para amostras independentes no nivel de significancia de 0.05. Nos casos em
gue os dados ndo seguiram as exigéncias de homogeneidade de variancias e
normalidade, foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Waliis para a
comparacao da tendéncia central dos grupos. Para a comparacdo a posteriori
entre grupos foi utilizado o teste Tukey. Para os dados de consumo de oxigénio
e desempenho locomotor foi usado o Test t para amostras independentes no
nivel de significancia de 0.05 ou o teste Mann-Whitney para as amostras que
nao seguiram as exigéncias de homogeneidade das variancias e normalidade.
Todas as analises estatisticas foram aplicadas segundo ZAR (2010), com o

auxilio do programa SPSS (SPSS Software).
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7. RESULTADOS
7.1. Caracterizacao dos Locais de Coleta

Os dados médios da quantidade de chuva (mm) sdo apresentados na
Figura 2, onde € possivel visualizar a precipitacdo entre os meses de fevereiro
de 2009 e julho de 2013. O indice pluviométrico variou anualmente, com
diferentes concentracdes mensais ao longo dos anos. A umidade relativa do
solo, mensurada de maio a novembro de 2012 foi medida a 90 cm de
profundidade e permaneceu acima de 50% durante os primeiros quatro meses
apos o final da estacdo chuvosa, atingindo o minimo de 26% ap0s sete meses
de estiagem. Ainda a 90 cm de profundidade, a temperatura variou de 31,7 a
32,7°C ao longo da estiagem.

As chuvas foram reduzidas nos anos de 2012 e 2013, quando
comparadas aos anos anteriores e concentradas em diferentes meses ao longo
dos anos, corroborando o descrito para o dominio morfoclimatico estudado, que
apresenta indice pluviométrico variando de 300 a 700 mm por ano, com chuvas
imprevisiveis (AB’'SABER, 1974). E mais, tendem a corroborar a descricdo dos
cenarios, nos quais ocorre a reducao da quantidade de chuvas desde a década
de 1970. Momento no qual, passou a ser reportado um indice pluviométrico
menor em relagdo aos anos anteriores e um aumento de eventos extremos,
como por exemplo, a enchente de 2004, quando choveu 1000 mm contra a
média anual de 550 mm (MARENGO, 2006). Porém, isto pode resultar em um
clima mais quente e ligeiramente iumido, com isso é de se esperar que as altas
temperaturas possam gerar aumento da evaporacédo, reduzindo o volume de
agua armazenada no solo e produzindo uma deficiéncia no balanco hidrolégico

(MARENGO, 2008). O que pode interferir na quantidade de agua disponivel no
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solo no qual os animais encontram-se enterrados, que aparentemente ja possui
uma baixa umidade relativa em profundidades de 90 cm no local observado,
exibindo aproximadamente 25% de umidade relativa no meio da estagédo de

estiagem.
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Figura 2. Precipitagdo (mm) ao longo do tempo (fevereiro de 2009 a agosto de 2013) no habitat de estivagcao (Angicos/RN) das trés espécies estudada. Em
tamanho menor a umidade relativa (%) e a temperatura (°C) medidas a 90 cm de profundidade, de maio a novembro de 2012, no micro-habitat dos espécimes
coletados.



7.2. Distribuicdo da profundidade ao longo do tempo

A profundidade em que os animais foram encontrados (Figura 3) nos quatro
primeiros meses apos o final da estacédo chuvosa (julho, agosto, setembro e outubro
de 2012) foi crescente ao longo do tempo apenas para a espécie Pleurodema
diplolistris (Kruskal-Wallis X?=16,2 p<0,009). Em agosto, primeiro més apds o final
das chuvas, os animais foram encontrados na menor profundidade observada,
3446 cm (média £ dp) e em novembro os espécimes foram coletados a 116£17 cm
(média = dp). Os sapos P. cristiceps e Physalaemus exibiram profundidades

constantes ao longo da estacao seca.
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Figura 3. Profundidade (cm) em que os espécimes de Pleurodema diplolistris (Leiuperidae)
Physalaemus (Leiuperidae) e Proceratophrys cristiceps (Cycloramphidae) foram encontrados
enterrados ao longo de quatro meses (julho a setembro de 2012) apos as ultimas chuvas.
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7.3. Desempenho locomotor

Nos testes de desempenho locomotor (Figura 4), os animais coletados
durante a estacdo chuvosa, apresentaram velocidades diferentes dos animais
coletados durante a estiagem. Por conseguinte, P. cristiceps (Mann Whitney
W=55,0 p<0,001) apresentou velocidade 83,2% maior durante a locomocao forcada
na fase de reproducédo; P. albifrons (t-Test T=6,1 p<0,001) velocidade 82,2%
superior durante a fase de reproducdo e P. diplolistris (Mann Whitney W=71,0
p<0,009) velocidade 46,7% maior durante a fase reprodutiva quando comparada a

fase de estivacao.
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Figura 4. Velocidade média das trés espécies, Pleurodema diplolistris, Physalaemus albifrons e
Proceratophrys cristiceps, em duas esta¢cdes amostradas, chuva (fase de atividade) e estiagem
(fase de estivagdo). A velocidade foi medida durante a fase de reproduc¢éo sob temperaturas de
29,2 a 32,0°C e durante a fase de estivacdo sob temperaturas de 29,4 a 32,5°C. Os asteriscos
representam valores significativamente diferentes entre a mesma espécie nas duas estacdes
amostradas. Estdo apresentadas a média e o desvio padrdo de medidas realizadas com 10
animais de cada espécie.
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7.4. Medida de taxa metabolica

O consumo de O:2 (Figura 5) durante o repouso na fase de estiagem foi
menor para P. diplolistris (t-Test T=6,13 p<0,001), P. albifrons (t-Test T=5,46
p<0,001) e P. cristiceps (t-Test T=5,60 p<0,001) quando comparado a fase de
chuva. Durante a atividade forcada, o consumo de oxigénio foi menor apenas para
P. cristiceps durante a estiagem (t-Test T=7,28 p<0,001) em comparac¢do a fase
chuvosa. A reducdo no consumo de oxigénio em repouso durante a fase de
estiagem foi de 49,1% em P. diplolistris, 51,0% em P. albifrons e 49,9% em P.
cristiceps quando comparada ao consumo durante a fase de chuva. O escopo
metabdlico fatorial foi de aproximadamente 8,5 durante a estacédo de chuva e de
aproximadamente 13,7 durante a estiagem em P. diplolistris e P. albifrons. Em P.
cristiceps foi de 15,2 durante a estacéo de chuva e de 8,8 durante a estiagem.

A diferenca da taxa metabdlica entre as espécies foi marcante e deve ser
ressaltada neste estudo comparativo. Por exemplo, em P. diplolistris 0 consumo de
oxigénio durante o repouso na fase de estiagem foi maior que o consumo
observado em P. cristiceps durante a fase de chuvosa. O consumo de oxigénio em
P. diplolistris durante a atividade forcada na fase estiagem foi aproximadamente
duas vezes o consumo observado em P. cristiceps e P. albifrons durante a fase de

chuva.
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Figura 5. Consumo de oxigénio durante o repouso e a atividade forcada (mL/g/h) em Pleurodema
diplolistris, Physalaemus albifrons e Proceratophrys cristiceps durante as fases de chuva e
estiagem. Estdo apresentadas a média e o desvio padrdo de medidas realizadas com 10 animais
de cada espécie. Os asteriscos representam valores significativamente diferentes entre a mesma
espécie nas duas estacdes amostradas.
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7.5. Hematocrito

A medida do hematdcrito (%) apresentou mudancas nas trés espécies
estudadas (Figura 6), sendo reportado um valor maior em Proceratophrys cristiceps
(ANOVA F=20,1 p<0,001 Tukey P=0,001), P. albifrons (ANOVA F=26,2 P<0,001
Tukey P<0,001) e P. diplolistris (ANOVA F=97,6 p<0,001 Tukey p<0,001) durante
a fase chuvosa, na qual as trés espécies sdo encontradas em atividade. Nao foram
observadas mudancas nas fases de estiagem, na qual as espécies sao

encontradas enterradas.

7.6. Concentracao de ureia

A concentragcdo plasmatica de ureia (mg/dL) foi menor durante a estacéo
chuvosa em P. diplolistris (Kruskal-Wallis X?=19,6 p<0,001 Tukey p<0,001), P.
cristiceps (Kruskal-Wallis X?=6,1 p<0,001 Tukey p<0,008) e P. albifrons (Kruskal-
Wallis X?=21,9 p<0,001 Tukey p<0,01). Contudo, sdo semelhantes entre o meio e
o final da estacdo seca em P. diplolistris e entre a estacdo chuvosa e 0 meio da
estacdo seca em P. cristiceps. Em Physalaemus albifrons houve diferenca entre
trés estacOes observadas (Figura 7).

A concentracao de ureia na urina de P. diplolistris, P. cristiceps e P. albifrons
foi mensurada apenas no final da estacéo seca, em razéo dos espécimes utilizados
serem encontrados sem urina na bexiga durante a estacdo chuvosa e inicio da

estiagem.
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Figura 6. Hematdcrito (%) de Pleurodema diplolistris, Physalaemus albifrons e Proceratophrys
cristiceps em animais coletados no final da estacéo chuvosa (FEC), meio da estacéo seca (MES)
e final da estacdo seca (FES). Estdo apresentadas a média e o desvio padrdo de medidas
realizadas com 10 animais de cada espécie. Os asteriscos representam valores
significativamente diferentes entre a mesma espécie nas estagfes amostradas.
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Figura 7. Concentracdo de ureia plasméatica (mg/dL) em Pleurodema diplolistris, Physalaemus
albifrons e Proceratophrys cristiceps, em animais coletados no final da estacdo chuvosa (FEC),
meio da estacdo seca (MES) e final da estacdo seca (FES). Estdo apresentadas a média e o
desvio padrdo de medidas realizadas com 10 animais de cada espécie. Os asteriscos
representam valores significativamente diferentes entre a mesma espécie nas estacdes
amostradas.
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7.7. Osmolaridade

A osmolaridade plasmatica (mmol/Kg) em Pleurodema diplolistris foi menor
durante a estacao chuvosa (Figura 8), em comparacao as estacfes de estiagem
(ANOVA F=39,5 p<0,001 Tukey p=<0,027). Em Physalaemus ocorreu um aumento
desse parametro (Kruskal-Wallis X?=22,2 p<0,001 Tukey p<0,010) ao longo das
estacdes, sendo menor na estacado chuvosa e maior no final da estacdo seca. Ja
em P. cristiceps durante a fase chuvosa e o inicio da estagdo seca foram
observados valores menores do que no final da estiagem (Kruskal-Wallis X?=12,4

p=0,002 Tukey p<0,041).
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Figura 8. Osmolaridade plasmatica (mMol/Kg) e da urina (mMol/Kg) de Pleurodema diplolistris,
Physalaemus albifrons e Proceratophrys cristiceps, em animais coletados no final da estacdo
chuvosa (FEC), meio da estacao seca (MES) e final da estacdo seca (FES). Estdo apresentadas
a média e o desvio padrao de medidas realizadas com 10 animais de cada espécie. Os asteriscos
representam valores significativamente diferentes entre a mesma espécie nas estacdes
amostradas.
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7.8. Atividade Enzimatica

Pleurodema diplolistris

Em Pleurodema diplolistris (Tabela 3, para tendéncias observar Tabela 4) a
atividade maxima (U/g de tecido umido) da citrato sintase (CS) nos musculos dos
membros posteriores foi maior no inicio da estacdo chuvosa (Kruskal-Wallis
X?=20,542 P<0,001 Tukey P<0,050), assim como a atividade maxima da pB-
hidroxiacil-CoA desidrogenase (Anova F=19,493 P<0,001 Tukey P<0,001). A
atividade maxima da piruvato quinase (PK) nos musculos dos membros posteriores
nao variou ao longo das estacdes (Anova F=3,091 P=0,079). A atividade maxima
da lactado desidrogenase (LDH) foi menor no final da estacdo de estiagem
(Kruskal-Wallis X2=15,839 P=0,001 Tukey P<0,034). A atividade maxima da
succinil-CoA cetotransferase (SKT) foi maior em no final da estacdo de estiagem e
inicio da estacdo chuvosa (Kruskal-Wallis X?=27,115 P=0,001 Tukey P<0,034).
Ocorreu um aumento da atividade maxima da [B-hidroxibutirato desidrogenase
(HBDH) no final da estacdo de estiagem (Anova F=36,026 P<0,001 Tukey
P<0,015).

No tecido hepatico de P. diplolistris a atividade maxima da CS se manteve
constante ao logo das estacdes (Kruskal-Wallis=4,491 P=0,213) e a atividade da
HOAD foi similar durante as quatro fases (Anova F=0,6018 P=0,608). A atividade
da PK foi maior no final da esta¢do chuvosa quando comparada ao inicio desta
estacdo (IEC) e as fases da estacdo seca (Kruskal-Wallis X?=17,603 P<0,001
Tukey<0,018). A atividade maxima da LDH foi maior no final da estagéo chuvosa
(Anova F=7,785 P<0,001 Tukey=0,001). A atividade maxima da SKT foi maior no

meio da estiagem em (Anova F=33,612 P<0,001 Tukey P=0,001) e a atividade
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maxima da HBDH foi maior no final da estiagem (Anova F=13,946 P<0,001 Tukey
P<0,001).

No tecido cardiaco de Pleurodema diplolistris a atividade méaxima da CS foi
maior no inicio e final da estacdo chuvosa (Kruskal-Wallis X?=20,349 P<0,001
Tukey<0,017), a atividade maxima da HOAD néao variou ao longo das estacfes
(Anova F=2,034 P=0,126) e a atividade maxima da PK foi maior no final da estacao
seca em comparacao ao meio da estacdo de estiagem (Anova F=4,437 P=0,009
Tukey P=0,006). A atividade maxima da LDH n&o apresentou mudancas no
musculo cardiaco ao longo das esta¢des (Anova F=2,173 P=0,108), assim como a
atividade maxima da SKT (Anova F=1,215 P=0,318). A atividade maxima da HBDH

foi menor no meio da estiagem (Kruskal-Wallis X?=19,791 P<0,001 Tukey<0,041).
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Tabela 3. Atividade maxima (U/g de tecido umido) das enzimas citrato sintase (CS), B-hidroxiacil-
CoA desidrogenase (HOAD), piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), succinil-CoA
cetotransferase (SKT) e B-hidroxibutirato desidrogenase (HBDH) na musculatura dos membros
posteriores, tecido hepatico e musculo cardiaco de Pleurodema diplolistris coletados no inicio
da estacéo chuvosa (IEC), final da esta¢édo chuvosa (FEC), meio da estacéo seca (MES) e final
da estagédo seca (FES). Os valores representam a média + desvio padrao para um grupo de 10

espécimes.
Pleurodema
R Fase anual
diplolistris
Estac&o chuvosa Estacé&o seca
Enzima Tecido IEC FEC MES FES
Musculo 7,74 £2,772 5,48 £ 1,24b 3,27 £ 1,51¢ 3,00 £ 1,42¢
Cs Figado 1,73+1,182 1,57 + 0,662 1,00 + 0,422 1,51 + 0,602
Coracéao 2,39+ 1,272 3,30 + 1,762P 1,72 £ 0,502¢ 1,10 £ 0,34ac¢
Musculo 10,75 +1,762 5,88 + 2,34 5,39+ 1,220 6,72 + 1,47
HOAD Figado 7,79 £1,612 8,21 + 2,042 7,24 + 1,562 7,31 + 2,042
Coracéao 4,60 + 2,252 3,91 + 1,682 3,97 £ 1,692 2,71+ 1,202
Musculo 66,52 +20,532 55,24 + 9,502 73,15+ 12,712 55,17 + 18,582
PK Figado 13,31 £ 5,892 18,79 + 3042° 9,58 + 1,862¢ 9,52 + 3,502¢
Coracéao 25,15 + 6,802¢ 17,95+ 7,722 15,30 £ 3,772b 19,88 + 6,052
Masculo 420,05 + 159,132 421,77 +65,092 401,74 + 85,272 271,90 £ 65,48
LHD Figado 26,35 * 6,220 30,58 + 3,52 22,57 £2,78° 22,74 + 3,82°
Coracéao 46,05 + 21,912 31,42 £ 13,592 46,88 + 19,282 34,00+ 12,102
Musculo 0,92 + 0,202 0,23 +0,11° 0,20 + 0,08 0,60 + 0,27¢
SKT Figado 0,38 + 0,112 0,25 £ 0,10° 0,58 + 0,11°¢ 0,18 + 0,05
Coracéao 0,73 £ 0,442 1,02 £ 0,522 0,88 + 0,342 0,72 £ 0,302
Musculo 1,38 £ 0,842 1,80 + 0,682 1,71+ 0,882 3,05 + 1,06
HBDH Figado 0,42 £ 0,152 0,40 £ 0,192 0,32 + 0,142 0,82 + 0,25°
Coracéao 1,66 + 0,402 1,89 + 0,692 1,02 £ 0,230 2,27 £ 0,612
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Tabela 4. Tendéncias significativas da atividade maxima (U/g de tecido umido) das enzimas citrato
sintase (CS) e pB-hidroxiacil-CoA desidrogenase (HOAD) na musculatura dos membros
posteriores, tecido hepatico e musculo cardiaco de Pleurodema diplolistris, Proceratophrys
cristiceps e Physalaemus coletados no inicio da estacdo chuvosa (IEC), final da estacao
chuvosa (FEC), meio da estacdo seca (MES) e final da estacéo seca (FES). As setas voltadas
para cima indicam aumento da atividade méxima da enzima, as setas para baixo indicam a
reducdo da atividade maxima, as setas mais escuras indicam aumento superior ao observado

na mesma estacao.

Metabolismo aerébio

Fase anual

Estacdo chuvosa

Estacao seca

Tecido Enzima Animal IEC FEC MES FES
P. diplolistris T
Musculo CSs Physalaemus
P. cristiceps T
Figado CSs Physalaemus
P. diplolistris
Coracéo CSs Physalaemus
P. cristiceps
P. diplolistris
Musculo HOAD Physalaemus
P. cristiceps
Figado HOAD  Physalaemus 1t
P. cristiceps
Coracao HOAD P. cristiceps

50



Physalaemus albifrons

Em Physalaemus (Tabela 5, para tendéncias observar Tabela 6) a atividade
maxima (U/g de tecido umido) da citrato sintase (CS) foi maior no inicio e final da
estacdo de chuvas (Kruskal-Wallis X?=29,298 P<0,001 Tukey P<0,001), assim
como a atividade maxima da HOAD (Anova F=15,719 P<0,001 Tukey P<0,007). A
atividade maxima da piruvato quinase (PK) nos musculos dos membros posteriores
nao variou ao longo das estacdes (Anova F=0,551 P=0,651) e a atividade maxima
da lactado desidrogenase (LDH) reduziu no inicio e final da estacdo chuvosa
(Anova F=9,638 P<0,001 Tukey P<0,022). Ocorreu um aumento da atividade
maxima da succinil-CoA cetotransferase (SKT) no inicio da estacdo de chuvas e
meio da estiagem (Kruskal-Wallis X?=29,097 P=0,001 Tukey P<0,001) e nédo foram
observadas mudancas ao longo das estacfes na atividade maxima da [-
hidroxibutirato desidrogenase (HBDH) na musculatura dos membros posteriores de
Physalaemus (Kruskal-Wallis X?=3,789 P=0,285).

No tecido hepatico de Physalaemus a atividade maxima da CS foi maior no
final da estagcdo chuvosa (ANOVA F=7,982 P<0,001 Tukey P<0,016) quando
comparado as estacdes de estiagem e a atividade da HOAD foi menor no inicio da
estacdo chuvosa quando comparada ao final da estacado seca (ANOVA F=23,345
P<0,001 Tukey P<0,017). A atividade da PK foi maior nas estacdes de chuva
guando comparada as estacdes de seca (Anova F=13,85 P<0,001 Tukey<0,001) e
a atividade maxima da LDH foi maior no final da estacao chuvosa (Anova F=15,446
P>0,001 Tukey P=0,006). A atividade maxima da SKT foi maior no inicio da estacéo
de chuvas (Kruskal-Wallis X?=30,145 P<0,001 Tukey<0,015) e a atividade maxima
da HBDH foi maior no final da estiagem (Kruskal-Wallis X?=21,744 P<0,001

Tukey=0,018).
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No coracéo de Physalaemus a atividade méxima da CS foi maior no inicio e
final as estacdo chuvosa (Kruskal-Wallis X?=16,696 P<0,001 Tukey<0,009). A
atividade maxima da HOAD nao variou ao longo das estacbes (Anova F=0,166
P=0,919), assim como a atividade maxima da PK (Kruskal-Wallis X?=3,990
P=0,263) e da LDH (Anova F=1,961 P=0,137). A atividade maxima da SKT foi maior
no inicio da estacdo chuvosa quando comparada ao final da estacdo de chuvas
(Anova F=3,542 P=0,024 Tukey P=0,027) e a atividade maxima da HBDH foi menor

no meio da estiagem (Kruskal-Wallis X?=10,747 P=0,013 Tukey<0,002).
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Tabela 5. Atividade maxima (U/g de tecido umido) das enzimas citrato sintase (CS), B-hidroxiacil-
CoA desidrogenase (HOAD), piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), succinil-CoA
cetotransferase (SKT) e B-hidroxibutirato desidrogenase (HBDH) na musculatura dos membros
posteriores, tecido hepatico e musculo cardiaco de Physalaemus coletados no inicio da estacéo
chuvosa (IEC), final da esta¢éo chuvosa (FEC), meio da estacéo seca (MES) e final da estacdo
seca (FES). Os valores representam a média + desvio padrao para um grupo de 10 espécimes.

Physalaemus Fase anual
Estacao chuvosa Estacdo seca
Enzima  Tecido IEC FEC MES FES
Musculo 9,25 + 4,142 9,61 + 2,442 1,51 + 0,46° 1,44 + 0,25
CS Figado 3,14 + 1,532 3,49 + 1,032 1,95 + 1,022 1,44 £ 0,51k
Coracéao 3,58 £ 2,012 3,59 + 2,162 1,27 £ 0,57° 1,88 + 0,44ab
Musculo 9,67 £ 2,672 9,31 + 1,502 4,80 + 1,66° 6,37 + 1,38
HOAD  Figado 6,48 + 2,592 6,09 + 1,562 9,67 + 2,25 13,58 + 2,55¢
Coracéao 4,20 + 1,672 3,74 £ 1,272 3,95+1,182 4,00 + 1,652
Musculo 63,23 + 8,482 67,03 £9,772 68,76 £ 12,282 66,48 + 8,282
PK Figado 15,53 + 2,822 15,46 + 4,642 8,29 +1,83° 9,22 + 3,37
Coracéao 18,00 + 4,322 16,49 + 3,882 23,24 + 8,582 19,71 + 5,632
Masculo 340,79 + 86,112 355,25 + 46,682 535,45+ 132,71> 489,74 + 108,86
LHD Figado 21,86 £ 4,532 30,15 + 3,75 24,26 £ 3,292 31,57 +3,23b
Coracéao 51,20 + 18,262 60,04 + 18,732 43,34 £ 21,202 62,29 + 20,162
Musculo 1,11 + 0,232 0,28 + 0,14° 0,68 + 0,67 0,24 +0,10°
SKT Figado 0,62 + 0,182 0,25 + 0,10° 0,43 +0,13¢ 0,14 + 0,07°
Coracao 1,10+ 0,512 0,65 + 0,29 1,02 £ 0,232b 0,82 + 0,282
Musculo 2,64+1,172 1,74 + 0,552 1,89 £ 0,742 1,92 + 0,542
HBDH Figado 0,25 £ 0,102 0,21 + 0,072 0,62 + 0,34 0,92 + 0,39
Coracéao 1,52 + 0,552 1,63+ 0,472 1,10 + 0,302P 2,07 £ 0,78ac
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Tabela 6. Tendéncias significativas da atividade maxima (U/g de tecido imido) das enzimas piruvato
quinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH) na musculatura dos membros posteriores, tecido

hepatico e musculo cardiaco de Pleurodema diplolistris,

Proceratophrys cristiceps e

Physalaemus coletados no inicio da estagdo chuvosa (IEC), final da estacdo chuvosa (FEC),
meio da estacdo seca (MES) e final da estacdo seca (FES). As setas voltadas para cima
indicam aumento da atividade maxima da enzima, as setas para baixo indicam a reducéo da
atividade maxima, as setas mais escuras indicam aumento superior ao observado na mesma

estacao.

Metabolismo glicolitico

Fase anual

Estacdo chuvosa

Estacdo seca

Tecido Enzima Animal IEC FEC MES FES
Mdusculo PK P. cristiceps
Figado PK P. diplolistris T
Physalaemus
Coracéo PK P. diplolistris
P. cristiceps
Musculo LHD P. diplolistris
Physalaemus
Figado LDH P. diplolistris
Physalaemus
Coracao LHD P. cristiceps
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Proceratophrys cristiceps

Em P. cristiceps (Tabela 7, para tendéncias observar Tabela 8) a
musculatura dos membros posteriores apresentou um aumento da atividade
maxima da citrato sintase (CS) no inicio da estacdo chuvosa (Anova F=21,664
P<0,001 Tukey P<0,023), assim como a atividade maxima da HOAD (Anova
F=24,404 P<0,001 Tukey P<0,0,046). Houve uma reducé&o na atividade maxima da
piruvato quinase (PK) no inicio da estacdo chuvosa (Kruskal-Wallis X?=17,223
P=0,001 Tukey P<0,010) e ndo houve mudanga na atividade maxima da lactado
desidrogenase (Anova F=0,465 P=0,709) e da B-hidroxibutirato desidrogenase
(HBDH) na musculatura dos membros posteriores (Kruskal-Wallis X?=5,147
P=0,161). A atividade maxima da succinil-CoA cetotransferase (SKT) foi maior no
final da estiagem e inicio da estacdo chuvosa, ocorrendo também um aumento no
meio da estiagem (Anova F=15,582 P<0,001 Tukey P<0,040).

No tecido hepético de P. cristiceps a atividade maxima da CS se manteve
constante ao logo das estacdes (Kruskal-Wallis X?=3,701 P=0,296) e a atividade
da HOAD foi menor no inicio da estacao chuvosa quando comparada ao final da
estacdo seca (ANOVA F=4,864 P<0,006 Tukey P=0,003). Nao ocorreram
mudancas nas atividades méaximas da PK (Anova F=1,501 P=0,231) e LDH (Anova
F=0,577 P=0,634) ao longo das estacdes. A atividade maxima da SKT foi maior no
final da estacéo chuvosa (Anova F=18,492 P<0,001 Tukey P<0,001) e a atividade
méaxima da HBDH foi maior no meio e final da estacdo seca (Anova F=6,064
P=0,002 Tukey P<0,045).

Na musculatura cardiaca de P. cristiceps a atividade maxima da CS foi maior
no inicio e final as estacdo chuvosa (Kruskal-Wallis X?=19,704 P<0,001

Tukey<0,016). A atividade maxima da HOAD foi maior no inicio da estagéo chuvosa
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(Anova F=4,007 P=0,015 Tukey P<0,014). A atividade maxima da PK aumentou no
inicio da estacdo chuvosa e meio da estacao seca (Anova F=8,180 P<0,001 Tukey
P<0,002), assim como a atividade maxima da SKT (Kruskal-Wallis X?=19,622
P<0,001 Tukey=<0,005). A atividade maxima da LDH apresentou um aumento no
inicio da estagdo chuvosa (Kruskal-Wallis X?=13,128 P=0,004 Tukey<0,005) e a
atividade maxima da HBDH néo foi alterada ao longo das estac¢des (Anova F=1,507

P=0,229).
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Tabela 7. Atividade maxima (U/g de tecido umido) das enzimas citrato sintase (CS), B-hidroxiacil-
CoA desidrogenase (HOAD), piruvato quinase (PK), lactato desidrogenase (LDH), succinil-CoA
cetotransferase (SKT) e B-hidroxibutirato desidrogenase (HBDH) na musculatura dos membros
posteriores, tecido hepatico e misculo cardiaco de Proceratophrys cristiceps coletados no
inicio da estacao chuvosa (IEC), final da estagao chuvosa (FEC), meio da estacdo seca (MES)
e final da estacao seca (FES). Os valores representam a média + desvio padrédo para um grupo
de 10 espécimes.

Proceratophrys

cristiceps Fase anual
Estac&o chuvosa Estacé&o seca
Enzima  Tecido IEC FEC MES FES
Musculo 5,29 + 1,252 3,66 + 1,04° 2,38 £ 0,84¢ 2,33+0,48¢
Cs Figado 1,29 + 0,492 1,23 +0,872 0,92 + 0,272 1,06 + 0,372
Coracéo 2,95 + 1,352 3,48 £ 1,872¢ 1,23+ 0,33 1,68 + 0,632P
Musculo 9,97 + 1,142 5,93 £1,83° 5,27 £ 0,94b 6,89 + 1,25b¢
HOAD Figado 5,48 + 2,372 7,94 + 1,552 7,54 £ 1,842 9,12 + 2,74°
Coracéo 7,22 £2,432 4,17 + 2,08 4,71+ 1,38 5,76 £ 2,423b
Mdasculo 40,47 + 10,502 73,85 + 21,50° 63,71 + 6,52° 62,60 + 15,95°P
PK Figado 8,79 + 6,342 11,47 + 3,012 9,65+ 3,862 8,61 + 2,892
Coracéo 31,19 + 9,302 16,85 + 4,87 32,49 + 9,992 24,29 + 6,592b
Masculo 317,71 +61,722 346,31 +79,682 353,12 +43,152 342,30 + 91,972
LHD Figado 22,62 + 2,562 20,93 £ 4,202 22,50 + 3,762 22,34 £ 2,102
Coracdo 52,31 +21,68?2 25,74 + 7,92° 28,69 + 13,04 26,49 + 12,54b
Musculo 0,69 £ 0,232 0,26 £ 0,13° 0,48 £ 0,193¢ 0,75 £+ 0,152¢
SKT Figado 0,24 + 0,062 0,50 £ 0,15° 0,29 + 0,082 0,20 + 0,072
Coracéo 0,41 £+ 0,242 0,89 + 0,37° 0,36 £ 0,132 0,82 £ 0,23°
Musculo 3,69 + 1,852 2,13+1,10? 2,55 + 1,692 2,11 + 0,602
HBDH  Figado 0,53 +0,182 0,42 + 0,202 0,81 £ 0,26°¢ 0,71 + 0,25a¢
Coracéo 2,01 £ 0,942 1,98 + 0,762 2,68 £ 0,742 2,16 £ 0,902
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Tabela 8. Tendéncias significativas da atividade maxima (U/g de tecido umido) das enzimas -
hidroxibutirato desidrogenase (HBDH) e succinil-CoA-cetotranferase (SKT) na musculatura dos
membros posteriores, tecido hepatico e musculo cardiaco de Pleurodema diplolistris,
Proceratophrys cristiceps e Physalaemus coletados no inicio da estagéo chuvosa (IEC), final
da estacdo chuvosa (FEC), meio da estagcdo seca (MES) e final da estacdo seca (FES). As
setas voltadas para cima indicam aumento da atividade méaxima da enzima, as setas para baixo
indicam a reducéo da atividade méxima, as setas mais escuras indicam aumento superior ao
observado na mesma estacéo.

Metabolismo cetbnico

Fase anual

Estacao chuvosa

Estacdo seca

Tecido Enzima Animal IEC FEC MES FES
P. diplolistris T
Musculo SKT Physalaemus
P. cristiceps
P. diplolistris T
Figado SKT Physalaemus T
P. cristiceps
Coracédo SKT Physalaemus
P. cristiceps
Musculo HBDH P. diplolistris
P. diplolistris
Figado HBDH Physalaemus
P. cristiceps
Coracéo HBDH P. diplolistris
Physalaemus
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7.9. Concentracédo de Proteinas Solaveis

A concentracao de proteina soluvel (Figura 9) na musculatura dos membros
posteriores de P. diplolistris foi menor no inicio e final da estacao chuvosa (Kruskal
Wallis X?=13,428 p=0,004 Tukey P<0,019). Em Physalaemus nédo houve variagdo
ao longo das estacdes (Anova F=0,545 P=0,655) e em P. cristiceps (Kruskal Wallis
X?=32,719 P>0,001 Tukey P<0,001) foi maior no final da estacéo seca quando
comparada as outras estacdes observadas. No tecido hepético de P. diplolistris a
concentracdo de proteina soluvel foi menor no final da estacdo seca em
comparacdo ao final da estacdo chuvosa (Kruskal Wallis X?=11,975 P=0,007 Tukey
P=0,023). Nos espécimes de Physalaemus a concentracdo foi menor no meio e
final da estagcédo seca (Anova F=4,671 P=0,007 Tukey<0,028). Ja em P. cristiceps
a concentracao foi menor no final da estacdo chuvosa (Anova F=6,916 P=0,001

Tukey P<0,027).
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Figura 9. Concentracao de proteina soltvel (mg/g) no musculo dos membros posteriores e no figado
de Pleurodema diplolistris (Leiuperidae), Physalaemus (Leiuperidae) e Proceratophrys cristiceps
(Cycloramphidae). Em quatro esta¢des do ano: inicio da estacao chuvosa (IEC), final da estagéo
chuvosa (FEC), meio da estacdo seca (MES) e final da estagéo seca (FES). As letras diferentes
representam valores significativamente diferentes entre a mesma espécie nas estacdes
amostradas, as figuras representam a média e desvio padrdo de medidas realizadas com 10
animais de cada espécie.
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7.10. Concentracéo de Glicogénio

A concentracao de glicogénio (Figura 10) foi reduzida na musculatura dos
membros posteriores de P. diplolistris no final da estacéo seca e no final da estacao
chuvosa (Kruskal Wallis X?=10,887 P=0,012 Tukey P<0,05). Contudo, no figado
nao foram observadas mudancas ao longo das estacdes (Anova F=0,677 P=0,572)
e 0o mesmo foi observado no tecido hepatico de Physalaemus (Anova=0,165
P=0,919) e P. cristiceps (Anova F=0,133 P=0,940). Na musculatura dos membros
posteriores de P. albifrons a concentracao foi maior no inicio da estagdo chuvosa,
guando comparada ao final da estacédo (Anova F=3,632 P=0,022 Tukey P=0,029).
Na musculatura dos membros posteriores de P. cristiceps foi observada uma
reducdo durante o inicio da estacdo chuvosa quando comparado as outras

estacdes (Anova F=5,430 P=0,003 Tukey P=0,002).
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Figura 10. Concentragdo de glicogénio (nmoles/g) no musculo dos membros posteriores e figado
de Pleurodema diplolistris (Leiuperidae), Physalaemus (Leiuperidae) e Proceratophrys cristiceps
(Cycloramphidae). Em quatro esta¢des do ano: inicio da estacao chuvosa (IEC), final da estacéo
chuvosa (FEC), meio da estacao seca (MES) e final da estacéo seca (FES). As letras diferentes
representam valores significativamente diferentes entre a mesma espécie nas estacdes
amostradas (N=10), média e desvio padréo de medidas realizadas com 10 animais de cada
espécie.
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7.11. Concentracédo de Lipideos Solaveis

A concentracéo de lipideos soluveis (Figura 11) nos musculos dos membros
posteriores foi menor no final da estacdo chuvosa em P. diplolistris (Kruskal Wallis
X?=16,623 P=0,001 Tukey P<0,005) e P. cristiceps (Kruskal Wallis X?=10,847
P=0,013 Tukey P=0,050). Em Physalaemus a musculatura apresentou uma
concentracdo de lipideos menor no inicio da estacdo chuvosa (Anova F=2,893
P=0,049 Tukey P=0,041).

No tecido hepético a concentracdo de lipideos totais foi maior no final da
estacdo chuvosa em P. diplolistris (Anova F=3,168 P 0,036 Tukey P=0,030) e P.
cristiceps (Kruskal Wallis X?=26,383 P<0,001 Tukey P<0,001). Em Physalaemus a
concentracéo de lipideos foi maior no meio de final da estacéo de estiagem (Kruskal

Wallis X2=15,139 P=0,002 Tukey P<0,038).
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Figura 11. Concentragéo de lipideos totais (mg/g) no musculo dos membros posteriores e figado de
Pleurodema diplolistris (Leiuperidae), Physalaemus (Leiuperidae) e Proceratophrys cristiceps
(Cycloramphidae). Em quatro esta¢des do ano: inicio da estacao chuvosa (IEC), final da estacao
chuvosa (FEC), meio da estacao seca (MES) e final da estacéo seca (FES). As letras diferentes
representam valores significativamente diferentes entre a mesma espécie nas estacdes
amostradas (N=10), média e desvio padréo de medidas realizadas com 10 animais de cada
espécie.
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8. DISCUSSAO
8.1. Rela¢bes hidricas comportamentais

8.1.1. Durante a estiagem

A crescente profundidade em que Pleurodema diplolistris é encontrado ao
longo dos meses apods o final da estacdo chuvosa sugere uma movimentacao
vertical da espécie no solo ao longo da estiagem, juntamente com a reducédo da
umidade presente no solo. Os sapos P. diplolistris, P. albifrons e P. cristiceps sao
encontrados enterrados no mesmo micro-habitat com temperatura média de 32°C
e umidade relativa acima de 50% durante a estiagem.

A alta umidade encontrada no local pode facilitar a captacdo de agua através
da pele (SHOEMAKER, 1965), sendo relatado que a umidade do substrato &
fundamental para o sucesso da hidratacdo realizada através da regiao pélvica dos
animais (BALDWIN, 1974; DOLE, 1967). O que poderia inferir sobre a permanéncia
dos animais em locais umidos, como observado em P. diplolistris encontrados na
Bahia, sob as dunas, que permanecem inativos durante toda a estacédo de seca,
ndo sendo avistados em atividade na superficie (SOUSA; AVILA, 2015),
permanecendo durante toda a estiagem em abrigados de elevadas temperaturas e
baixa disponibilidade hidrica (SANTOS et al., 2003).

A temperatura no substrato observado é constante, permanecendo em
aproximadamente 32°C ao longo dos meses, diferentemente dos micro-habitats de
Scaphiopus hammondii, nos quais a temperatura varia de 5 a 25°C ao longo da
estiagem (RUIBAL et al., 1969). Contudo, ndo é surpresa P. diplolistris, P. albifrons
e P. cristiceps estarem enterrados em grandes profundidades, pois ha relatos como
para Arenophyrne rotunda, que chegam a 80 cm, ou até mesmo de sapos que foram

encontrados constantemente a mais de 1 m de profundidade, como por exemplo,

65



sapos do género Breviceps, encontrados de 100 a 200 cm (POYNTON, 1964;
ROSE, 1962).

E possivel observar que algumas espécies que estivam so encontradas em
diferentes profundidades quando as observacdes séo realizadas em diferentes
momentos, como Arenophys (TYLER et al., 1980), Breveceps (MAYHEW, 1968), e
Scaphiopus (MCCLANAHAN, 1967; RUIBAL et al., 1969; SEYMOUR, 1973b), o
gue pode inferir sobre uma possivel migracéo vertical, uma vez que estas espécies
nao formam casulos, o que poderia limitar a movimentacao (RUIBAL & HILLMAN,
1981). Parece recorrente que anuros estivadores ocupam micro-habitats diferentes
ao longo das estacdes. Por exemplo, no sapo Scaphiopus couchii, € observado
uma mudanca de micro-habitat ao longo das estacbes (MAYHEW, 1965). Ja
Scaphiopus hammondii, apesar de ser encontrado enterrado em solo arenoso em
grandes profundidades durante a estivacao, é encontrado em solo argiloso proximo
a corpos de agua na fase chuvosa (SEYMOUR, 1973b).

A caracterizagdo do micro-habitat ao longo dos meses auxilia no
entendimento da migracéo vertical que os animais exibem, sendo encontrados em
profundidades maiores com o0 avangco dos meses de estiagem e atingindo
profundidades proximas a 120 cm no 4pice da estacdo seca na Caatinga, 0 que
proporciona o contato das espécies com a umidade presente no solo. A hidratacao
alcancada por algumas espécies que permanecem em contato com o solo Umido é
resultado do equilibrio entre a perda e a absorcdo de agua , uma vez que a perda
hidrica ira variar em funcéo de diversos fatores, entre eles a umidade relativa e a
temperatura do substrato (TRACY, 1976). E possivel especular ainda que o formato
do corpo e a posi¢cdo que sdo encontrados durante a estivacdo, contribua para a

manutencdo do balanco hidrico, proporcionando uma maior area de absorcao
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pélvica, pois esta regido € mais vascularizada no corpo dos anuros (ROTH, 1973)
e sapos de zonas aridas parecem absorver agua mais rapidamente através de suas
superficies ventrais (TINGLEY et al., 2012). Mais ainda, P. diplolistris possui o
formato corporeo globular, como os encontrados no deserto australiano, descritos
como animais de forma arredondada e membros curtos (DAVIES & WITHERS,
1993). Agregando a isso, aparentemente espécies de ambientes aridos perdem
menos agua em comparacdo a espécies de ambientes Umidos (CANZIANI &

CANNATA, 1980).

8.1.2. Durante a chuva

As espécies estudadas sdo encontradas em diferentes locais durante a fase
de chuvas, apesar de serem encontrados no mesmo micro-habitat durante a
estiagem. No decorrer da fase reprodutiva € possivel encontrar P. cristiceps em
regides alagadas com vegetacao rasteira e P. diplolistris e P. albifrons em corpos
d"agua formados entre rochas ou em pequenas cavidades no solo, muitas vezes
distanciados. Entretanto, durante o forrageamento 0s sapos observados na
Caatinga sé@o encontrados no mesmo micro-habitat ao longo da esta¢éo chuvosa.
Os espécimes de P. cristiceps sdo encontrados distanciados a cerca de 2 metros e
coaxando em intervalos que ndo permitem que dois ou mais individuos
sobreponham seu canto, sempre em meio a ramos vegetais totalmente cercados
de agua. Diferentemente, a espécie P. diplolistris € encontrada coaxando em
corpos de agua que variaram muito de tamanho, desde pequenas pocas formadas
por pegadas de equinos até grandes corpos de agua permanentes, como agudes,
por exemplo. Nesta espécie, os machos séo encontrados agrupados em coros de

2 a 12 individuos com coaxos sobrepostos na maioria dos grupos observados. Os
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individuos da espécie Physalaemus coaxam proximo a vegetacdo, em corpos
d"agua de diferentes tamanhos e alguns individuos sdo encontrados em grupos,
porém menores que 0s da espécie P. diplolistris, diferente de estivadores tipicos
como os sapos do género Scaphiopus que ocupam o mesmo corpo de dgua, mas
em profundidades diferentes (BRAGG, 1950).

Na maioria dos espécimes de P. diplolistris, P. albifrons e P. cristiceps
coletados no inicio da estacdo chuvosa néo foi encontrado alimento no estomago
e intestino, apenas animais coletados no final da estacdo chuvosa apresentam
alimento no sistema digestorio. E provavel que Physalaemus tenha uma busca ativa
por alimento, diferentemente de P. diplolistris e P. cristiceps que sdo encontrados
aguardando a aproximacao dos insetos durante a fase de forrageamento. Os sapos
Scaphiopus hammondii alimentam-se imediatamente ap0s a primeira chuva da
estacdo (RUIBAL et al., 1969). Distinto do encontrado para as espécies observadas
neste trabalho, que sdo encontradas forrageando apenas ap0s a reproducdo, 0s
sapos S. hammondii emergem com baixo indice pluviométrico e se alimentam,
mesmo ha auséncia de pocas para a reproducéo (RUIBAL et al., 1969).

Os espécimes de P. diplolistris e Physalaemus apresentaram um
comportamento reprodutivo explosivo no inicio da estacdo chuvosa, assim como
sapos Ceratophrys cornuta que emergem imediatamente ap0s a primeira chuva
(DUELLMAN & LIZANA, 1994), diferentemente sapos P. cristiceps exibem
comportamento reprodutivo ap6s aproximadamente o nivel pluviométrico atingir 40
mm de chuvas, proximo ao observado em sapos Cyclorana australis que emergem
dos seus abrigos apenas quando o indice pluviométrico atinge 50 mm, (TRACY et

al., 2007).
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8.2. Relacg®es hidricas fisiolégicas

8.2.1. Hematdcrito

As espécies observadas no semiéarido brasileiro, P. cristiceps, P. albifrons e
P. diplolistris apresentam uma mudanca peculiar no hematdcrito, o que inclui uma
reducdo durante fase de estiagem. Esta reducéo ndo € observada com frequéncia
em outras espécies, tornando incomum o padrdo exibido pelas trés espécies
observadas na Caatinga. Os tipicos estivadores, sapos Scaphiopus que
permanecem em locais proOxXimos as raizes, onde provavelmente a umidade do solo
€ maior, ndo apresentam mudancas no hematocrito (SEYMOUR, 1973a).

Em alguns animais parece ocorrer uma relacédo entre o estado hidrico e o
hematdcrito, sendo frequentemente observado um aumento significativo no
hematécrito quando expostos a mudancas hidricas (KONNO et al., 2005), o que é
observado tanto em espécies aquaticas quanto terrestres, e essas costumam exibir
valores maiores de hematdcrito (GUL et al., 2011). Em Hyla arborea, por exemplo,
a média de 30% durante a fase de hidratacdo sobe para 65% durante a fase de
desidratacdo (DEGANI & WARBURG, 1984) e em espécies de ambientes xéricos
como Pyxicephalus adspersus também ocorre um aumento significativo do
hematécrito durante a estivacdo (LOVERIDGE & WITHERS, 1981).
Diferentemente, em Ceratophrys ornata, que também ocupa regides aridas, ndo ha
mudanca ao longo das estacfes (GROOM et al., 2013), assim como Rhinella
marina, uma espeécie invasora, que mesmo vivendo sob a rigida sazonalidade do
deserto australiano ndo apresenta mudancas no hematécrito (BROWN et al., 2011).
Ha ainda espécies do mesmo género que submetidas as mesmas condi¢des

apresentam respostas diferentes, como Lithobates catesbeianus que mantem o
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hematdécrito durante a fase de hibernacdo e Rana pipiens, que apresenta um
aumento significativo (STEWART et al., 2012).

Uma possivel inferéncia ao padrdo observado nestes animais pode ser o
grau de hidratacdo exibida durante a fase de estiagem, uma vez que a bexiga foi
sempre encontrada com grande quantidade de agua durante a estivacdo, em média
0 equivalente a 30% da massa corpoérea. Assim, o padrdo observado nos anuros
da Caatinga pode inferir sobre um possivel estado adequado de hidratacado, visto

gue animais hidratados tendem a exibir reducédo do hemataocrito.

8.2.2. Osmolaridade

A osmolaridade plasmatica aumenta no final da estivacéo nas trés espécies
estudadas, o que € observado em varias espécies estivadoras, inclusive em
estivadores tipicos, como Neobatrachus aquilonius que apresenta um aumento
significativo na osmolaridade plasmatica durante a fase de estivacdo (CARTLEDGE
et al., 2006b), mas nao tdo alto como o aumento apresentado por Ceratophrys
ornata quase trés vezes maior durante a fase de estivacdo (GROOM et al., 2013),
e Pyxicephalus adspersus, que vive no deserto africano e apresenta um aumento
de aproximadamente 50% da osmolaridade plasmatica durante a estivacao
(LOVERIDGE & WITHERS, 1981). Nas trés espécies da Caatinga € exibido algo
similar ao que ocorre em Scaphiopus couchii e Cyclorana australis que apresentam
aumento da osmolaridade plasmética durante a estiagem (REYNOLDS et al., 2011;
RUIBAL et al., 1969). E possivel observar que mesmo com estratégias diferentes,
como a formacgéo de casulo, que reduz a perda de agua, Cyclorana australis, exibe

um aumento da osmolaridade plasmatica durante a estivacgao.
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O aumento na osmolaridade plasmatica observado nas espécies do
semiarido brasileiro é significativo, mas ndo tao expressivos quanto o observado no
plasma de Scaphiopus couchii que exibe 810 mOsm/l apés dois meses enterrado
em solos com baixa umidade (MCCLANAHAN, 1972). Os valores observados no
meio e final da estacdo seca estdo mais proximos ao exibido por Cyclorana
australis, com osmolalidade que atinge 314 mOms/kg apdés 5 meses de estivacdo
(REYNOLDS et al., 2011). Em sapos Physalaemus, o aumento gradativo da
osmolaridade ao longo das estacdes foi visto em Cyclorana platycephala
(CARTLEDGE et al.,, 2008). Outro padrdo encontrado € a manutencdo da
osmolaridade plasmatica durante a estivacao, que foi observado durante o segundo
e terceiro ano de estiagem em Notaden nichollsi e Neobatrachus aquilonius, que
nao apresentaram diferencas nos valores de atividade e estivacdo (CARTLEDGE
et al., 2006Db).

Outra espécie, tipica do deserto norte americano, Scaphiopus hammondii,
apresenta um aumento ao longo das esta¢cfes, sendo o maior valor observado no
final da estacdo seca (RUIBAL et al., 1969). Em sapos Scaphiopus couchi ocorre
uma variagao na concentragao de solutos ao longo da estiagem, ndo sendo exibido
um aumento quando a disponibilidade de agua no substrato € alta (RUIBAL et al.,
1969) e utilizam a &gua presente na bexiga urinaria, ndo exibindo alteracdes
plasmaticas até que a A&gua presente na bexiga tenha sido utilizada
(MCCLANAHAN, 1967).

Os sapos P. cristiceps exibem um aumento da osmolaridade apenas no auge
da estagcdo seca, diferentemente de Physalaemus que apresenta um aumento

progressivo ao longo das estagbes ou de P. diplolistris que exprime o aumento a
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partir do meio da estacédo de estiagem. As trés espécies, mesmo sob as mesmas

condi¢cBes microclimaticas mostram estratégicas diferentes ao longo das estacoes.

8.2.3. Ureia

Os valores na concentracao plasmatica de ureia exibidos pelas trés espécies
observadas no semiarido brasileiro € um pouco menor do que o observado em
sapos Pelobates syriacus que se enterram e aumentam a concentragdo plasmatica
de ureia em valores préximos a 500 mOms/Kg durante a fase de estiagem (DEGANI
et al., 1983; DEGANI, 2015). Nos espécimes de Physalaemus albifrons o aumento
na concentracao de ureia plasmatica € crescente em ao longo das estacdes, sendo
o valor registrado no inicio da fase de hipometabolismo aproximadamente duas
vezes maior e apds seis meses, 5 vezes maior que os valores observados na fase
de atividade. Assim, como os valores observados em outras espécies, como por
exemplo, Cyclorana platycephala que mostra valores crescentes em medidas
realizadas ao longo de 15 meses de estivacdo (CARTLEDGE et al., WITHERS &
BRADSHAW, 2008). Ja P. cristiceps exibiu um aumento 6 vezes maior, porém,
apenas seis meses apos o inicio da estivagao.

As espécies de ambientes aridos apresentam incrementos variando de 1.6
vezes, como em Notaden nichollsi, até 9 vezes, como Neobatrachus aquilonius
(CARTLEDGE et al.,, 2006b). O aumento na concentracdo de osmolitos
contribuintes como Na*, ClI e ureia é observado em Hyla arborea durante a
desidratacdo (DEGANI & WARBURG, 1984) e também na maioria das espécies de
ambientes desérticos que mantém o equilibrio com o micro-habitat através do
acumulo de ureia e da mudanca na osmolaridade plasmatica (MCCLANAHAN,

1967, 1972; RUIBAL et al., 1969; SHOEMAKER et al., 1969). A perda de agua
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corpOrea por evaporacdo pode aumentar a osmolaridade se o animal ndo exibir
meios de alterar o seu conteudo de solutos (SHOEMAKER, 1964).

O incremento de ureia pode aumentar o potencial hidrico do plasma e com
isso um gradiente osmotico favoravel € mantido com o solo, sendo possivel assim
manter a hidratacéo dos animais (JONES, 1980; MCCLANAHAN, 1972). E provavel
que em solos com maior quantidade de &agua disponivel o aumento na
concentracdo de ureia plasmatica seja menor quando comparado ao aumento
encontrado em animais presentes em solos com mais agua disponivel. Isto é o que
podemos observar P. albifrons, pois com o passar dos meses durante a estivagao
a concentracdo plasmatica de ureia aumenta gradativamente, acompanhando a
reducdo na umidade do solo ao longo dos meses apoés o final da estacéo chuvosa.
Possivelmente, P albifrons migre verticalmente no substrato imido mais ativamente
que P. diplolistris, que aumenta a concentracao no inicio da estiagem e permanece

com valores altos até o final da estivagéao.

8.2.4. Papel da bexiga urinaria

A concentragédo de ureia na urina, assim como a osmolaridade possui valores
diferentes para cada uma das espécies observadas no semiarido brasileiro, com a
ressalva de tratar-se de dados de uma Unica estacao, o final da estagéo seca. Em
tipicos estivadores € esperado um valor menor durante a fase de atividade dos
animais, assim como o padrdo observado em Cyclorana australis e Scaphiopus
couchii (MCCLANAHAN, 1972; REYNOLDS et al., 2011). Contudo, como a
Caatinga é um ambiente peculiar podemos encontrar um padrao diferente, como

foi observado em outro sapo estivador, Notaden nichollsi (CARTLEDGE et al.,
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2006b) que apresentou uma reducdo na concentracdo de ureia na urina no final da
estivacao, diferente do observado em outras espécies.

Durante a estiagem os sapos P. cristiceps, chegam a perder 30% da massa
corpOrea apos ter a bexiga esvaziada, o que néo € insdlito, pois 0 armazenamento
de &gua na bexiga por sapos Scaphiopus couchii pode chegar a 60% da massa
corpérea (SHOEMAKER et al., 1969), sendo documentada a absor¢édo desta agua
durante a fase de estivacdo (MCCLANAHAN, 1967). Entretendo, durante o inicio
da estacdo chuvosa, fase na qual as espécies estudadas estdo em atividade, ndo
ha urina suficiente na bexiga para ser extraida. Possivelmente devido ao contato
direto das espécies com a dgua, uma vez que durante esta fase as espécies sao
encontradas em areas alagadas ou com muita umidade. A bexiga urinaria tem um
papel importante na osmorregulacéo plasmatica, enquanto a osmolaridade da urina
varia consideravelmente a osmolaridade plasmatica costuma exibir uma baixa
variacdo (KATZ et al., 1986). A agua presente na bexiga funciona como reservatorio
de agua durante fases de seca e tolerancia a alta concentrac¢éo de ureia nos fluidos
corpéreos (JORGENSEN, 1997b) podendo ser utilizada durante a desidratacdo
para a manutencao da concentracao de solutos no plasma, como sodio e ureia por
exemplo (REYNOLDS & CHRISTIAN, 2009; SHOEMAKER, 1964).

Finalmente, diferentes mecanismos para a manuten¢do do balanco hidrico
sdo encontrados durante a estivacdo em anfibios do semiarido, e tais mecanismos
diversos sdo evidentes mesmo em anfibios sintopicos da Caatinga. Entre as
espécies estudadas € possivel notar diferencas sutis no tegumento das espécies,
como por exemplo, P. diplolistris com responsividade maior e tegumento ventral
menos espesso e mais vascularizado, exibe maior osmolaridade plasmatica no

meio da estiagem, diferente de P. albifrons e P. cristiceps que mostram este
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aumento da osmolaridade apenas no final da estacdo seca. Mais ainda,
Physalaemus que n&o apresenta um grau de resposividade tdo alto quanto P.
diplolistris, porém maior que P. cristiceps, exibe um aumento gradual da
osmolaridade ao longo das estacfes, exibindo medidas osmaéticas medianas. Ja o
tegumento dos sapos P. cristiceps aparentam uma espessura maior, em
comparacdes preliminares com as outras espécies estudadas. Possivelmente,
caracteristicas deste tegumento permitem a perda minima de agua pela espécie e
assim sendo, podem manter o balanco hidrico sem aumentar drasticamente a
osmolaridade plasmaética.

Para enfrentar o estresse hidrico os anfibios usualmente alteram a
permeabilidade do tegumento, alterando a permeabilidades e permitindo uma
perda minima através da evaporacdo ou alterando as concentra¢cdes osmoticas
(KATZ, 1989), como observado em Physalaemus e P. diplolistris, que exibem
concentracbes maiores de solutos, como ureia, no meio da estiagem. Neste
momento € possivel apenas especular sobre o padrdo deste soluto na urina, que
geralmente € hipo ou isosmaético em relacdo ao plasma (WELLS, 2001), como visto
em P. cristiceps, com a urina hiposmético em relacdo ao plasma e isosmoético em

Physalaemus e P. diplolistris.

8.3. Desempenho locomotor

Em sapos P. diplolistris, que se locomoveram mesmo quando retirados dos
abrigos no auge da estacao seca e abrirem os olhos imediatamente, contrastando
com P. cristiceps, que se mostram menos responsivos, levando alguns minutos
para a abertura completa dos olhos. Mais ainda, este contraste também é

observado na velocidade, que € reduzida diferentemente nas duas espécies
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durante a estivagao, sendo a reducdo em P. diplolistris de aproximadamente 50%
e em P. cristiceps de 87%. Outra observacdo interessante, € que mesmo se
mostrando mais responsivo que P. cristiceps, Physalaemus albifrons exibe uma
reducdo de 83% na velocidade durante a estivacdo. As trés espécies mesmo
ocupando o mesmo micro-habitat durante a estivacdo apresentaram diferentes
graus de reponsividade, e isto é refletido na velocidade durante a estivacao que &
reduzida diferentemente para cada uma das espécies estudadas.

E sabido que o prolongado periodo de inatividade pode comprometer o
tecido muscular, causando atrofia (BOOTH, 1982; HUDSON et al., 2007; JAMES,
2010). Contudo, em sapos que formam casulos, permanecendo aparentemente
imoéveis dentro da cobertura formada por varias camadas de pele depositadas
gradativamente ao longo do tempo de inatividade (LEE & MERCER, 1967), a
musculatura esquelética € preservada, ao menos durante os trés primeiros meses
de estivagcdo, como € observado em Cyclorana alboguttata (HUDSON &
FRANKLIN, 2002a). Mais ainda, a velocidade de locomocé&o dessa espécie durante
a fase de estivacdo ndo é alterada, comparada a locomocdo em atividade
(HUDSON & FRANKLIN, 2002a). Entretanto, muitas espécies estivadoras
apresentam uma responsividade menor quando estimuladas durante a fase de
estiagem, como por exemplo, sapos Scaphiopus couchii que respondem a
estimulos, mas a abertura dos olhos ocorre somente apés 15 a 30 minutos da saida
do estado de torpor, quando finalmente os animais se tornam completamente
alertas (MCCLANAHAN, 1967).

O tempo de responsividade nas espécies observadas no semiarido € menor
do que o reportado para espécies estivadoras, como S. couchii. Contudo, entre as

espécies estudadas na Caatinga ha uma variabilidade, na qual é possivel notar que
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a espécie mais responsiva, P. diplilistris, apresenta uma diferenca menor na
velocidade medida durante a estacao de chuva e de seca e P. cristiceps exibe a

maior diferenca de velocidade entre as espécies.

8.4. Consumo de oxigénio

As trés espécies apresentam diferentes graus de responsividade, porém a
reducdo na taxa metabolica durante o repouso € similar para as trés espécies, que
aparentemente reduzem o metabolismo em aproximadamente 50% durante a fase
de estiagem. Essas reducfes sao relativamente inferiores a da maioria dos reportes
para outros anuros estivadores tipicos que tém sido estudados, que chegam a
quase 85% de depressdo do metabolismo (GUPPY et al.,, 1994; GUPPY &
WITHERS, 1999; HAND & HARDEWIG, 1996; STOREY, 2002). Ainda assim, a
depressado do metabolismo aerdbio apresenta grande elasticidade entre os anuros
estivadores podendo variar de 16% em Pyxicephalus adspersus (SECOR, 2005) a
85% em Neobatrachus (WITHERS, 1993). Em P. diplolistris, a reducdo do
metabolismo é de aproximadamente 50% durante a estiagem.

Em P. diplolistris o0 alto escopo metabdlico tanto durante a atividade quanto
a estacdo de estiagem pode indicar que esta espécie se mantém sempre apta a
realizar tarefas suportadas aerobicamente, uma vez que esta medida muitas vezes
€ utilizada para inferir a habilidade de desempenhar atividades suportadas
aerobicamente (SEYMOUR, 1973c) e tal como acontece com forrageamento ativo,
cavar é uma atividade que envolve um amplo recurso do metabolismo aerdbio
(TAIGEN & POUGH, 1983). Diferentemente em P. cristiceps 0 escopo metabdlico
¢ alto durante as chuvas e baixo na estiagem, o que infere sobre a baixa capacidade

aerObia durante a estivacdo nesta espécie, pois animais que exibem longos

77



periodos de atividade sustentada tendem a ter escopos mais altos do que aqueles
gue sdo mais letargicos ou apresentam rajadas curtas de atividade (HARLOW,
1978).

Os espécimes de Physalaemus albifrons exibem escopo metabdlico
mediano, em relacdo as espécies P. diplolistris e P. cristiceps. Assim, € possivel
inferir diretamente sobre a responsividade dos animais, visto que, 0 escopo
metabdlico acompanha as observacfes realizadas, nas quais P. cristiceps € a
espécie mais letargica durante a estivacdo, tanto no desempenho locomotor,
gquanto no tempo de responsividade quando estimulado durante a coletada,
demorando alguns minutos para a abertura dos olhos. J& os sapos Physalaemus
exibem um tempo de responsividade intermediario, quando comparado a P.
diplolistris e P. cristiceps, ndo mostrando uma velocidade alta como P. diplolistris
durante o desempenho locomotor e apresentando um tempo menor para abertura
dos olhos em comparacéo a P. cristiceps. Finalmente, o alto escopo metabdlico de
P. diplolistris infere diretamente ao comportamento que esta espécie apresentou,
abrindo os olhos imediatamente ao ser incomodada em seu micro-habitat e

exibindo a maior velocidade entre as trés espécies.

8.5. Atividade enzimética

As alteragbes no consumo de oxigénio no ciclo anual de atividade das
espécies gque estivam na Caatinga, Physalaemus, P. diplolistris e P. cristiceps, sédo
corroboradas pela reducao da atividade da citrato sintase (CS), uma das principais
enzimas representativas do metabolismo aerdbio, e da B-hidroxiacil-CoA
desidrogenase (HOAD), pertencente a via da B-oxidacéao lipidica. Esta reducéo é

observada nos musculos dos membros inferiores, assim como resultados
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semelhantes foram vistos no tecido esquelético de sapos Scaphiopus couchii,
durante a estivacéo, fase em que a capacidade aerdbia esta reduzida (COWAN &
STOREY, 2002; ST-PIERRE & BOUTILIER, 2001).

Durante a estacdo chuvosa, P. diplolistris e P. cristiceps exibem uma
reducdo da atividade da CS no final das chuvas, possivelmente em razéo da fase
de forrageando, na qual estes individuos permanecem refazendo seus estoques de
substratos energéticos. Diferentemente, nesta fase o gasto energético € menor do
gue o observado durante o inicio da estacao chuvosa, na qual ocorre a reproducao,
gue envolve vocaliza¢do, uma atividade energeticamente custosa para os anfibios
(CARVALHO et al., 2008; NAVAS et al., 2008). Contudo, a atividade da CS no
tecido hepatico de P. diplolistris ndo apresenta variacao significativa, mantendo a
capacidade aerobia durante todas as fases observadas. O que nao foi observado
no sapo Ceratophrys ornata, que apés aproximadamente dois meses de estivacao
induzida, n&o apresentou reducdo no consumo de oxigénio e exibiu um aumento
significativo da atividade da CS hepatica (GROOM et al., 2013). O incremento ha
atividade da HOAD é observado no tecido hepatico de Physalaemus e P. cristiceps
no final da estacdo seca, corroborando o aumento da (B-oxidacao lipidica exibida
por muitos animais durante a fase de jejum (RUI, 2014). Este aumento também
infere ao uso das reservas lipidicas no comeco do processo reprodutivo, que tem
inicio antes da estacdo chuvosa, uma vez que 0Ss animais apresentam
comportamento reprodutivo oportunista. Mais ainda, anfibios estivadores
costumam exibir ovogénese e espermatogénese durante a estiagem (RYSER,
1989). Porém, o prolongamento desta fase, mesmo com a redug&o do metabolismo
que implica na economia das reservas de substratos energéticos, pode

comprometer a formagéo de gametas (JORGENSEN, 1992).
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A capacidade da via glicolitica no tecido hepatico de P. cristiceps
aparentemente € mantida, posto que a atividade da piruvato quinase (PK) e da
lactato desidrogenase (LDH), ndo exibem mudancas ao longo das estacfes. Na
musculatura dos membros posteriores de P. diplolistris e Physalaemus a atividade
da PK também se mantem constante, mas em P. cristiceps € menor no inicio da
estacdo chuvosa, fase reprodutiva, o que também foi observado na fase de
atividade dos sapos Scaphiopus couchii (COWAN et al., 2000). Possivelmente, P.
cristiceps tem ajustes ndo s6 nas vias aerdbias, mas também na via glicolitica, que
neste caso pode estar contribuindo para a manutencdo da via dependente de
oxigénio, uma vez que nao ocorrem ajustes na atividade da LDH e que o piruvato
resultante da reacéo catalisada pela PK pode ter ser utilizado pelas vias aerobias,
pois apesar do consumo de oxigénio ser reduzido em 50%, o ambiente ndo exibe
hipoxia para o animal (PEREIRA, 2009). Assim como salamandras Notophthalmus
viridescens ndo ha variacédo sazonal na atividade da LDH na musculatura (BERNER
& BESSAY, 2006).

A depressao metabdlica parece interagir diferentemente em cada tecido
(FLANIGAN et al., 1990; YOUNG et al., 2011). Assim, é possivel especular que o
incremento da LDH na musculatura dos membros posteriores de Physalaemus
pode inferir a uma atividade de migragao vertical, visto que muitos anfibios usam
vias nédo dependentes de oxigénio para a locomocao (BENNETT, 1974). Contudo
P. cristiceps e P. diplolistris parecem nao sofrer ajustes nas vias independentes de
oxigénio na musculatura dos membros posteriores durante a migracao vertical
observada durante a fase de estivagdo. Esta migracdo néo tem sido relatada para
sapos como Neobatrachus pelabatoides que durante a estivagdo exibem uma

reducdo de enzimas representantes da via glicolitica (FLANIGAN et al., 1991) ou
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Rana ridibunda que durante a hibernagédo também exibe uma reduc¢éo na atividade
da LDH (MICHAELIDIS et al., 2008). No tecido hepético de P. diplolisitris a atividade
da PK é maior no final da estacdo chuvosa e diferentemente, em Physalaemus a
atividade é maior nas duas fases da estacdo chuvosa, possivelmente devido a
atividade reprodutiva e forrageadora, visto que, em muitos anuros as vias
independentes de oxigénio sdo usadas para a manutencao da producédo de ATP
durante a locomocdo (BENNETT, 1974) ou fase de atividade (SCAPIN &

GIUSEPPE, 1994).

8.6. Contribuicdo de substratos energéticos

8.6.1. Glicogénio

A contribuicdo do glicogénio para a transicdo entre as estacdes é diferente
para cada espécie observada. Ainda que concentracdo de glicogénio muscular
apresente uma reducdo no final da estacdo de chuva em P. diplolistris e
Physalaemus, e no inicio desta estacdo em P. cristiceps, a transicdo para o inicio
da estacdo seca é diferenciada para as trés espécies. Os sapos P. diplolistris
exibem um aumento da concentracdo de glicogénio no inicio da estagéo seca, 0
gue é observado no final da estacdo em Physalaemus. Aparentemente P. diplolistris
inicia a fase de estivagdo com o uso muito reduzido das reservas de glicogénio que
voltam a diminuir no final da estivacdo, fase na qual os espécimes estdo se
preparando para a reproducao e possivelmente podem usar este substrato para os
tecidos dependentes de glicose, como a musculatura cardiaca, por exemplo.

Os sapos P. cristiceps terminam a fase de estiagem com estoques altos de
glicogénio no tecido muscular dos membros posteriores, apresentam um

comportamento letargico e aparentemente precisam de um maior indice
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pluviométrico para iniciar a reproducao, pois nas primeiras noites sédo encontrados
apenas espécimes de P. diplolistris e Physalaemus coaxando. Os espécimes de P.
cristiceps parecem manter os estoques de glicogénio até o inicio da reproducao,
guando tem inicio suas atividades, o que foi relatado para algumas espécies, como
Rana esculente, por exemplo, que usam a maior parte de seus estoques de
glicogénio durante a fase de atividade (SCAPIN & GIUSEPPE, 1994). Assim, estes
dados podem indicar que P. diplolistris inicia suas atividades antes de P. cristiceps,
apontando uma diferenciacdo metabdlica interespecifica.

Os dados sugerem ainda que, as trés espécies ndo apresentam alteracao
na concentracdo de glicogénio hepatico ao longo das estacdes, assim como
descrito em sapos S. couchii (Scaphiopodidae), que mantém os estoques hepaticos
de glicogénio preservados durante a fase hipometabdlica, inferindo a uma baixa
utilizacao de carboidratos durante esta fase (STOREY & STOREY, 1990a). Outra
espécie, Rana ridibunda tem reducéo de glicogénio durante a fase de dorméncia e
um incremento na concentracao de lipideo no tecido hepético (LOUMBOURDIS &
KYRIAKOPOULOU-SKLAVOUNOU, 1991). Este aumento também ¢é observado
em Physalaemus que mantem o estoque hepatico de lipideo alto durante a

estivacao.

8.6.2. Lipideos totais

As espécies P. diplolistris e P. cristiceps possuem concentracdes de lipideos
totais musculares maiores no inicio da chuvosa quando comparada ao final da
estacao, inferindo uma intensa atividade reprodutiva, porém, pela grande variedade
interespecifica ndo € possivel observar o aumento destes estoques no meio da

estacdo seca. Entretanto, ha uma tendéncia a reposicéo deste substrato energético
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para sustentacdo metabdlica durante as fases de estiagem, que é evidenciada no
figado de P. diplolistris e P. cristiceps que apresentam aumento significativo no final
da estacao chuvosa. As reservas de lipidio aumentam no tecido hepatico apos a
reproducdao, final da estacdo de chuvas em P. diplolistris e P. cristiceps, 0 que pode
representar uma preparacdo para a fase de dorméncia, como visto em Rana
catesbeiana que teve seus estoques de lipideos incrementados do final da
reproducéo até o inicio da dorméncia (BYRNE & WHITE, 1975). Em Physalaemus,
apesar desta reposicdo ndo ser observada no musculo, aparece claramente nas
concentracfes de lipideos totais do figado, no meio da estacdo seca, que possui
valor maior que o inicio da estacdo chuvosa. Essa espécie mostra uma tendéncia
a reposicao tardia dos estoques lipidicos, o que pode indicar que apesar das
espécies ocuparem o mesmo ambiente, o forrageamento ocorre em diferentes
momentos.

Nas trés espécies estudas sdo encontrados corpos gordurosos que podem
corresponder em média a 3% da massa total dos animais durante a estivacdo. O
gue nao é insolito, uma vez que em Scaphiopus couchii, por exemplo, o orcamento
energético durante a estivacao é proveniente em sua maior parte pela oxidacao de
lipideos (SEYMOUR, 1973b), que pode ser observado, entre outras medidas,
através da composicdo da massa corporea. No inicio da fase de dorméncia 4,5%
da massa corporea dos sapos em Scaphiopus couchii é composta por lipideos, mas
na retomada da atividade hd menos de 1% do contetdo anterior. Uma importante
reserva energeética nos vertebrados é o estoque de lipideos na forma de corpos
gordurosos abdominais, subepiteliais e associados aos tecidos hepatico e muscular
(DUELLMAN & TRUEB, 1986). Contudo, poucas espécies de anuros apresentam

corpos de gordura abdominal durante a fase adulta, com algumas excec¢des, como
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espécies que exibem depressdo metabolica sazonal (MCCLANAHAN, 1967) ou
gue sao particularmente ativas vocalizando (CARVALHO et al., 2008).

O estoque de corpos gordurosos representa uma fonte de substrato
energético muito importante, contribuindo juntamente com o lipideo presente no
tecido muscular e hepatico destes animais durante a estiagem, principalmente para
P. diplolistris e P. cristiceps, que exibem uma concentracdo hepético reduzida de
lipideo no figado ao final da estiagem. E sabido que sapos estivadores possuem o
figado proporcionalmente maior quando comparado com outras espécies
(WITHERS & HILLMAN, 2001), isto pode auxiliar no estoque de reservas
energéticas durante a estivacdo, pois além de preservar os substratos durante a
estivacdo € necessario para iniciar a reproducédo, que nas espécies deste trabalho

€ explosiva.

8.6.3. Proteinas soluveis

Os estoques proteicos na musculatura dos membros posteriores parecem
ser preservados ao longo das estac6es nas espécies observadas no semiarido
brasileiro, apesar de serem significativamente maiores no final da estacéo seca.
Isso pode indicar um preparo para a atividade reprodutiva, o que ndo € observado
frequentemente em espécies descritas com o comportamento de estivacao, como,
Neobratrachus pelobatoides (Limnodynastidae), que reduz a sintese proteica em
67% durante a estivacdo, (FLANIGAN et al., 1991) ou sapos Cyclorana alboguttata
que nao exibem mudancas na concentracdo de proteina na musculatura
esquelética (REILLY et al., 2014). Por ser um dos processos mais custosos
energeticamente, em muitos animais € observada uma redugdo acentuada neste

processo durante a fase hipometabdlica (HAND & HARDEWIG, 1996). Em Bufo
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marinus a sintese proteica responde por 12% do consumo de oxigénio no tecido
hepético (FUERY et al., 1998).

A concentracdo de proteina no tecido hepatico é diferenciada, pois P.
diplolistris e Physalaemus apresentam um aumento no final da esta¢ao de chuva,
momento no qual teoricamente ja obtiveram éxito na reproducéo e estao repondo
0s estoques para a manutencédo da homeostase durante a estivacdo. Contudo, em
P. cristiceps ocorre uma reducdo nesta fase, o que pode indicar uma reposi¢ao
tardia, dos estoques de substrato, uma vez que parece iniciar a reproducao
tardiamente, quando grandes pocas estdo formadas e o0s rios intermitentes estao
com agua. Os sapos P. cristiceps exibem reducéo significativa na concentracéo de
proteina solivel na musculatura dos membros posteriores no final da estacéo
chuvosa, fase de forrageamento. Concomitante com a reducéo da concentracéo de
proteina soluvel exibida pela musculatura dos membros posteriores, ocorre uma
reducdo no tecido hepético que pode estar contribuindo para a sintese de ureia,
assim como observado em sapos Scaphiopus couchi que aumentam o catabolismo
de proteinas e a sintese de ureia durante a estivacdo (JONES, 1980).

Os anfibios estivadores sdo descritos com comportamento reprodutivo
oportunista e explosivo, que ocorre imediatamente apds o inicio das chuvas
(PINTER et al., 1992). Assim, em muitas espécies 0s estoques energéticos sao
responsaveis também pelo sucesso reprodutivo, nos sapos S. couchii, por exemplo,
0os estoques lipidicos sdo importantes ndo sé para a preparacdo de gametas
(RYSER, 1989), mas também sustentam a atividade vocal dos machos na nesta
fase (COWAN et al., 2000). Em Rana temporaria, o prolongamento da fase de
estivacdo diminui a producdo de gametas (JORGENSEN, 1992), tornando o

sucesso reprodutivo depende da manutencéo dos niveis proteicos durante a fase
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reprodutiva (GUPPY et al., 1994; PINTER et al., 1992). Em algumas espécies é
observado uma producdo de gametas mesmo apdés o término da estacdo
reprodutiva (HARVEY et al., 1997; SHALAN et al., 2004). Em sapos do género
Scaphiopus os ovos produzidos pelas fémeas podem ser reabsorvidos durante a
estiagem quando a precipitacdo de chuva ndo é suficiente para a reproducdo
(SEYMOUR, 1973c). O que pode estar mantendo o nivel proteico ao longo das
estacBes nas espécies observadas na Caatinga, como por exemplo, Physalaemus,

gue exibe manutencédo da concentracao de proteina ao longo das estacdes.

8.7. Contribuicdo de corpos cetbnicos

A atividade de algumas das enzimas representativas da via cetogénica,
como a B-hidroxibutirato desidrogenase (HBDH) por exemplo, exibe um aumento
da sua atividade na musculatura dos membros posteriores de P. diplolistris no final
da estacédo seca, ja no tecido hepatico ha um aumento da atividade dessa enzima
e da succinil-CoA-cetotranferase (SKT) no inicio da estiagem. Os sapos P.
cristiceps, também exibem um aumento da SKT na musculatura dos membros
inferiores no final da estacdo seca e um aumento da atividade no musculo cardiaco
no final da estacdo chuvosa. No tecido hepético de Physalaemus ocorre um
aumento na atividade da HBDH durante a fase de estiagem e no tecido cardiaco o
aumento ocorre no final da estacao seca, possivelmente inferindo uma exportacao
para a manutencao do coracao.

As trés espécies aparentam usar mais corpos cetonicos durante a estivacao,
contudo em Physalaemus parece exibir uma dependéncia deste substrato
energético no inicio da reproducéo, possivelmente por estes espécimes nao terem

se alimentado ainda, se reproduzindo imediatamente apds a primeira chuva. Ja os
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anfibios P. cristiceps, que por apresentar uma responsividade menor durante a
estivacdo e serem encontrados exibindo um comportamento reprodutivo apenas
apos algumas horas de chuva, podem ter se alimentado, mesmo que em pequena
qguantidade no inicio da estacdo chuvosa. Mais ainda, podem estar oxidando os
estoques lipidicos que estdo altos no inicio da estacdo chuvosa, pois além da
grande quantidade de corpos gorduroso, ha uma grande concentracdo de lipideo
no musculo dos membros posteriores.

E possivel que ocorra uma exportacdo dos corpos cetdnicos produzidos no
figado para o sistema nervoso central, concomitantemente com a oxidacdo das
reservas de lipideos, uma vez que a B-oxidacao lipidica resulta na producédo de
acetil-CoA que pode ser utilizado na formacédo de corpos cetdnicos (ZAMMIT &
NEWSHOLME, 1979). Assim, durante a fase hipometabdlica muitas espécies
costumam apresentar um aumento no metabolismo de corpos cetdnicos
juntamente com o0 aumento da oxidacao lipidica (STOREY, 2002), como no caracol
Archachatina ventricosa em que corpos cetbnicos representam um importante
substrato energético (STUART& BALLANTYNE, 1997) e em rd Rana sylvatica que
exibe um aumento na concentracdo de corpos cetbnicos durante a hibernacao
(HEMMINGS & STOREY, 1996). Ou ainda em peixes pulmonados, em que 0s
corpos cetdnicos contribuem para a manutengao do organismo durante a estivacao
(FRICK et al., 2008).

Nas fases de estiagem € possivel observar uma reducdo na atividade das
enzimas representativas da producao de corpos cetbnicos em alguns tecidos, o que
sugere que estao preferencialmente sendo oxidados por outros tecidos (COWAN
et al., 2000). E possivel observar ainda o aumento na atividade de enzimas

relacionadas a formacao de corpos cetdnicos no tecido hepatico destas espeécies,
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0 gque néo é insdlito uma vez que a cetogénese ocorre primeiramente no figado.
Ainda assim, é importante ressaltar que a auséncia de alteracdo na atividade
enzimatica ndo significa que o fluxo metabdlico ndo foi alterado, as alteracGes
podem ocorrer em vivo, alostericamente.

Por fim, calculos metabdlicos sugerem que nas condi¢des atuais a reserva
de corpos gordurosos é suficiente para manter os animais por pouco mais de 15
meses, pois ha um consumo de energia de aproximadamente 50% durante a fase
de estivacdo quando comparado ao consumo de oxigénio em repouso durante a
fase chuvosa e um acumulo de corpos gordurosos equivalente a 1,2% da massa
corpérea em P. cristiceps, 3,6% em P. albifrons e 2,5% em P. diplolistris. Algumas
estimativas feitas a partir da taxa metabdlica durante a estivacdo em outros
modelos, como no caso de sapos Scaphiopus couchii, Scaphiopus multiplicatus e
Pyxicephalus adpersus indicam que os animais podem permanecer por alguns
anos sobrevivendo as custas de suas reservas internas de lipideos e carboidratos
(GEHLBACH et al., 1973; JONES, 1980; SMITH, 1950). Em sapos Scaphiopus
couchii o estoque de lipideos contribui em grande parte para a preservacado do
organismo durante a estivacdo (MCCLANAHAN, 1967), porém a oxidacao lipidica
colabora em diferentes fragcfes, juntamente com outros substratos energéticos na
manutencdo da estivacdo em anuros (JONES, 1980). Algumas estimativas
mostram que os estoques lipidicos juntamente com a reducdo do metabolismo
podem manter os anfibios em estivacéo por alguns anos (GEHLBACH et al., 1973;
SMITH, 1950).

As reservas de lipideos e carboidratos sdo os mais importantes substratos
energeéticos em anuros, sendo comumente as proteinas relativamente conservadas

durante a estivagdo (COWAN et al., 2000; PAKAY, 2003). O uso de proteinas como

88



substrato energético é reduzido durante a fase de estivagdo em Cyclorana
platycephalus (VANBEURDEN, 1980), mas em condi¢des de estresse hidrico pode
aumentar consideravelmente, como relatado em S.couchii (MCCLANAHAN, 1972).
Ainda assim, a sintese de proteinas pode ser retomada no inicio da fase de
atividade (DUELLMAN & TRUEB, 1986), o que pode estar sendo observados nas
espécies brasileiras, porém antecipadamente, uma vez que antes do inicio das
chuvas é possivel observar 0 aumento na concentracdo de proteina total na

musculatura dos membros posteriores.

8.8. Principais consideracdes sobre as diferentes estratégicas utilizadas

Os ajustes observados sugerem que ha diferentes estratégias de estivacao
entre anuros sintépicos da Caatinga, que diferem principalmente: (1) uso de
substratos energéticos; (2) consumo de oxigénio e (3) estado hidrico.

A utilizac&o da reserva lipidica parece ocorrer em diferentes momentos, em
sapos P. diplolistris e P. cristiceps o estoque hepatico de lipidios esta reduzido no
final da estacéo seca, possivelmente estes animais continuam forrageando ap6és o
término das chuvas até o inicio da estiagem, construindo seus estoques lipidicos.
J4 em Physalaemus esses estoques estdo maiores no meio da estacdo seca,
inferindo sobre um possivel forrageamento tardio dessa espécie. E, ainda que os
lipideos sejam responsaveis por até 62% do suprimento de energia durante a fase
hipometabdlica em estivadores tipicos, do género Scaphiopus (JONES, 1980),
ocorre uma reducédo da reserva de glicogénio muscular em P. diplolistris, no final
da estacao seca, inferindo que este tipo de substrato energético contribui mais para
a manutencao da estivacdo nessa espécie, quando comparado com P. cristiceps e

Physalaemus. Uma vez que, o estoque de glicogénio costuma ser preservado
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durante a fase hipometabodlica em estivadores classicos (STOREY & STOREY,
1990a), o uso desse substrato energético pode inferir sobre a estivacao
diferenciada observada em P. diplolistris, posto que esta espécie exibe valores
maiores de consumo de oxigénio e velocidade de locomocédo, além de migrar
verticalmente no solo ao logo da estiagem.

O consumo de oxigénio, é reduzido em aproximadamente 50% nas trés
espécies, ainda que, sapos P. diplolistris apresentem um consumo durante a
estiagem menor que o de P. cristiceps durante a estacdo de chuva. Além do valor
reduzido no consumo de oxigénio, P. cristiceps é a Unica espécie que difere entre
as duas estacdes no consumo de oxigénio durante a atividade forcada e exibe a
maior queda na velocidade de locomocao durante a estiagem. Estes fatos podem
inferir sobre uma tendéncia a estivacdo mais profunda, como reportado
tradicionalmente para anfibios estivadores, sem exibir migracao vertical.

O desempenho locomotor das trés espécies € algo surpreendente e infere
que diferentes sistemas semiaridos podem favorecer distintos tipos de estivacdo. A
literatura publicada tende a sugerir que 0s anuros estivadores apresentam tempo
minimo de resposta a um estimulo de aproximadamente 20 minutos
(MCCLANAHAN, 1967), muito mais do que o observado nas espécies neste estudo,
e muito particularmente em P. diplolistris. Nesta espécie a moderada depressao
metabdlica pode estar relacionada a atividade de migracao vertical ao longo dos
meses de estiagem, uma vez que P. diplolistris apresentou a maior velocidade de
locomocéao e o menor tempo de responsividade, durante a estacao seca, 0 que néo
€ observado em P. cristiceps e Physalaemus albifrons, espécies que mantém o
balanco hidrico aumentando a osmolaridade plasmatica. Apesar de exibirem

estratégias diferentes, o hematdcrito das trés espécies se mantém constante ao
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longo das estacdes de estiagem, inferindo sobre um estado adequado de
hidratacdo durante as fases de seca, 0 que ndo € observado em estivadores

comuns.
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9. CONCLUSOES

A depressao metabdlica é de aproximadamente 50% para as trés espécies,
porém com ajustes enzimaticos diferenciados entre as espécies e entre 0s
tecidos. A oxidacdo de lipidios no tecido hepatico € diferente nas trés
espécies, sendo visualizada uma dependéncia maior em Physalaemus no
final da estivacdo. J4 o metabolismo oxidativo da musculatura dos membros
posteriores comeca a ser reduzido final da estacdo chuvosa em P. cristiceps
e Physalaemus, e no meio da estivacdo em P. diplolistris. Mais ainda, a via
glicolitica apresenta poucos ajustes em P. cristiceps, porém a musculatura
dos membros posteriores de Physalaemus aparenta usar mais vias
independentes de oxigénio para a manutencao durante a fase de estivacao.
Entretanto, todas as espécies estudas apresentam preservacdo da
capacidade locomotora durante a fase de estiagem, sugerindo a
conservacao da capacidade funcional do tecido muscular durante toda a fase

de estivacao.

A reducgéo de aproximadamente 50% no consumo de oxigénio apresentada
por Proceratophrys cristiceps, Pleurodema diplolistris e Physalaemus
durante a estivacdo certamente leva a uma reducado na taxa de utilizagéo
dos estoques energéticos além de uma diminuicdo na taxa de desidratacéo,
como consequéncia da diminuicdo da respiracdo cutanea e da perda

evaporativa de agua.

A utilizagdo de lipideos e glicogénio é diferenciada entre as espécies e
tecidos ao longo das estacdes, sendo a oxidacdo de lipideos maior nos

musculos dos membros posteriores de P. cristiceps durante toda fase de
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estiagem e reduzida no final da estivacdo em P. diplolistris e Physalaemus.
Aparentemente a migracao vertical no final da estivacdo € mantida pelo uso
de glicogénio e pela oxidacédo de lipidios em P. diplolistris. E mais, 0 acumulo
de reservas energéticas nas trés espécies é realizado em tempos diferentes,
sendo mais tardio em P. cristiceps, que tem o aumento das suas reservas
lipidicas no meio da estacéo seca, o que possivelmente indica uma atividade

de forrageamento prolongada antes do prolongamento da estacao seca.

A utilizacdo de corpos cetdnicos parece ser realizada de forma diferente
entre as espécies estudas. Os sapos Physalaemus aparentam maior
dependéncia deste substrato energético no inicio da reproducéo,
possivelmente por estes espécimes nao terem se alimentado ainda,
reproduzindo-se imediatamente apds a primeira chuva, diferente de P.
cristiceps, que por ser encontrado exibindo um comportamento reprodutivo
apenas apods algumas chuvas, pode ter se alimentado, mesmo que em
peguena guantidade no inicio da estacéo chuvosa e néo ser tdo dependente

deste substrato.

As trés espécies ocupam 0 mesmo micro-habitat durante e estivacao, mas
apresentaram padrfes diferentes tanto no escopo metabdlico quanto em
caracteristicas plasmaticas observadas. Aparentemente Proceratophrys
cristiceps possui uma estratégia diferenciada durante a estivacao, o que €
evidenciado pela menor responsividade, maior reducdo na velocidade
durante o desempenho locomotor e pela reducdo da osmolaridade

plasmatica no meio da estagéo de seca.
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e As estratégias observadas nos anuros estivadores da Caatinga sao
diferentes das descritas para anuros estivadores de outras comunidades em
ambiente semiarido. Mais ainda, o conjunto de estratégias observadas
nestas espécies sugere tipos diferenciados de estivacédo dentro da Caatinga,
e na comparacao da Caatinga com outros ambientes nos que ocorre a
estivacao de anuros. Ou seja, diferentes estratégias tém sido favorecidas na
preservacdo do balanco energético e hidrico nas radiacdes evolutivas de

anuros no semiarido.
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