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Esta dissertação está composta por um resumo inicial, seguido de uma contextualização 

teórica do estudo realizado e referências da mesma. Em seguida, encontra-se um artigo 

científico contendo todos os resultados da dissertação, composto por introdução, material e 

método, resultados, discussão e referências. O resumo do artigo não foi apresentado por ser 

equivalente ao já apresentado no início da dissertação. Para encerrar a parte textual, estão 

descritas as conclusões gerais. 
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Resumo 

 

De acordo com o modelo de seleção intersexual mediado por parasitas, variações nas 

condições de ornamentos ou taxa de displays sexuais refletem diferentes graus de resistência 

ao parasitismo. Em coros naturais de anfíbios, vocalizações mais altas, longas e complexas 

e/ou emitidas a maiores taxas são, provavelmente, mais facilmente detectadas e atraem mais 

fêmeas. Entretanto, o esforço vocal está positivamente relacionado aos níveis plasmáticos de 

esteróides potencialmente imunossupressores, tais como testosterona e corticosterona. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar as relações entre taxa de vocalização, imunocompetência e 

níveis plasmáticos de corticosterona em Hypsiboas albopunctatus, um anuro de médio porte 

que ocorre na América do Sul. Tais relações foram estudadas a partir de observação focal do 

comportamento vocal em coro natural, seguido de coleta de sangue para dosagem de 

corticosterona e avaliação de alguns parâmetros imunitários. O presente estudo demonstrou 

uma relação positiva entre a taxa de vocalização com níveis plasmáticos de corticosterona e 

negativa entre estes dois parâmetros com a imunocompetência mediada por células. Estes 

resultados apontam para a corticosterona como possível hormônio mediador do compromisso 

entre esforço vocal e imunidade mediada por células em anuros. 

 

 

 

Palavras chave: anfíbio, vocalização, corticosterona, imunocompetência, seleção sexual. 
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Abstract 

 

According to the model of intersexual selection mediated by parasites, changes in conditions 

of sexual ornaments or display rates reflect different degrees of resistance to parasitism. In 

natural choruses of amphibians, calls that are higher, longer, more complex and / or issued at 

higher rates are probably more easily detected and attract more females. However, the vocal 

effort is positively related to plasma levels of potentially immunosuppressive steroids, such as 

testosterone and corticosterone. The aim of this study was to evaluate the relationship 

between calling rates, immunocompetence and plasma levels of corticosterone in Hypsiboas 

albopunctatus, a midsize anuran occurring in South America. Such relationships were studied 

from focal observations of calling behavior, followed by blood collection for measurements of 

corticosterone plasma levels and evaluation of some immune parameters. The present study 

showed a positive relationship between the calling rate with plasma levels of corticosterone, 

and a negative correlation between these two parameters with cell-mediated 

immunocompetence. These results highlight the importance of the hormone corticosterone as 

a possible mediator of trade-off between vocal effort and cell-mediated immunity in anurans. 

 

 

 

Keywords: amphibian, vocalization, corticosterone, immunocompetence, sexual selection. 
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Seleção sexual 

De acordo com Darwin (1871), a seleção sexual representa uma forma de seleção 

natural decorrente das diferenças em habilidade de competir com outros do mesmo sexo pela 

obtenção de acasalamentos ou de atrair parceiros do sexo oposto. A competição pela obtenção 

de acasalamentos geralmente ocorre entre os machos (seleção intra-sexual), enquanto a 

escolha dos parceiros do sexo oposto é exercida pelas fêmeas (seleção intersexual), fato que 

deve estar associado à assimetria entre os sexos em investimento parental: fêmeas são 

caracterizadas pela produção de um número limitado de gametas com alto custo energético e, 

em muitos casos, maior comprometimento com o cuidado parental em relação aos machos, 

que produzem muitos gametas com baixo custo energético (Trivers, 1972; Anderson, 1994; 

Danchin & Cézilly, 2008). Esta diferença em investimento reprodutivo entre sexos implica 

também na existência de uma proporção muito maior de machos sexualmente receptivos em 

relação às fêmeas em um determinado período (Alcock, 2009). 

A evolução dos caracteres sexuais secundários por escolha das fêmeas representa um 

dos paradoxos evolutivos mais fascinantes, especialmente quando os machos não provêm 

benefícios diretos às fêmeas e sua descendência (Anderson 1994). Uma das propostas para 

solucionar este paradoxo envolve a seleção intersexual baseada na expressão dos caracteres 

sexuais secundários dependentes da condição dos machos, funcionando como uma sinalização 

honesta das qualidades genéticas destes (Fisher, 1915; Zahavi, 1975). Segundo Zahavi (1975), 

as fêmeas tendem a escolher machos com ornamentos e displays sexuais exuberantes por estes 

serem indicativos de bons genes, que ao serem herdados pela sua descendência aumentam o 

valor adaptativo das fêmeas (Zahavi, 1975). Este raciocínio é baseado no princípio da 

desvantagem, o qual diz que as fêmeas preferem os machos com ornamentos hereditários 

mais elaborados por estes apresentarem um alto custo de desenvolvimento e manutenção. 
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Desta forma, o grau de elaboração destes ornamentos revelaria, sem trapaças, a qualidade 

genética dos machos (Zahavi, 1975; Alcock, 2009). 

Entretanto, um impasse teórico para este modelo evolutivo conhecido como a hipótese 

dos “bons genes”, é que a seleção direcional persistente deveria resultar em perda da variância 

genética aditiva para o valor adaptativo (fitness) (Roff 1997). Em 1982, Hamilton & Zuk 

propuseram que mudanças contínuas na composição genética das populações de parasitas 

poderiam manter a variância genética aditiva da resistência à infecção parasitária e, 

consequentemente, do valor adaptativo das populações de seus hospedeiros. Desta forma, a 

hipótese de Hamilton & Zuk (1982) pressupõe a seleção de machos com caracteres sexuais 

secundários muito desenvolvidos, refletindo um alto nível de resistência ao parasitismo. Uma 

das condições necessárias para que o modelo de seleção sexual mediada por parasitas seja 

corroborado é a de que a condição ornamental ou taxa de sinalização sexual (display) 

diminuam com o aumento da intensidade parasitária, condição esta que tem sido parcialmente 

corroborada por estudos realizados com diferentes grupos filogenéticos (Anderson 1994). 

Considerando que um determinado animal seja mais resistente aos parasitas e o sistema 

imune destes é responsável pelo combate e destruição destes parasitas, é plausível extrapolar 

que os indivíduos mais resistentes apresentem uma melhor imunocompetência. A existência 

de um compromisso entre a expressão de caracteres sexuais secundários e a 

imunocompetência, modulada pela testosterona, foi inicialmente sugerida por Folstad e Carter 

(1992). Eles propuseram que a testosterona, hormônio androgênico primário, tem um efeito 

dualístico sobre componentes do valor adaptativo, uma vez que estimula o desenvolvimento 

de caracteres sexuais, que são selecionados pelas fêmeas, mas reduz a imunocompetência. 

Desta forma, esta relação cria um compromisso que influencia a intensidade parasitária 

(Folstad e Carter, 1992). 
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Relações entre comportamento sexual, fisiologia da reprodução, andrógenos e 

glicocorticóides 

Em diferentes grupos de vertebrados de reprodução sazonal, ocorre não somente um 

aumento dos níveis plasmáticos de andrógenos, mas também de glicocorticoides (Moore e 

Jessop, 2003). Os andrógenos estão particularmente associados à formação e manutenção de 

caracteres sexuais secundários e dos displays sexuais, além da produção dos gametas (Randall 

et. al., 2002), enquanto que os glicocorticóides tem um importante papel na mobilização de 

recursos energéticos para sustentar processos fisiológicos e comportamentais associados à 

reprodução (Sapolsky, 1993; Moore e Jassop, 2003). Em vertebrados, os glicocorticóides 

apresentam um papel fundamental na mobilização de aminoácidos e lipídeos, assim como no 

estímulo da neoglicogênese e oxidação de lipídeos em situações de aumento da demanda 

energética, incluindo exercício aeróbio prolongado (Tharp, 1975; Pough et al., 1992; Weber, 

1992; Landys et. al., 2006; Malisch et al., 2007; Hau et. al., 2010). Em anfíbios, variações 

sazonais nos níveis plasmáticos de glicocorticóides estão associados à duração da temporada 

reprodutiva, defesa de território, agressividade e manutenção do esforço vocal (Mendonça et. 

al., 1985; Carr, 2011; Assis et. al., 2012). A vocalização em anuros é uma atividade de alto 

custo energético, podendo aumentar a taxa metabólica mais de 20 vezes em relação aos 

valores basais (Pough et al., 1992; Emerson, 2001; Wells, 2001). Diversas espécies de anuros 

apresentam uma correlação positiva entre o esforço vocal ou a taxa de vocalização com níveis 

plasmáticos de corticosterona (CORT, entendido como níveis plasmáticos de corticosterona) 

(Emerson e Hess, 2001; Leary et. al., 2006; Assis et. al., 2012). A preparação para a atividade 

vocal e sua manutenção ao longo da temporada reprodutiva são também dependentes de 

andrógenos na corrente sanguínea (Tsai, 2011). 

Além de estarem diretamente associados à reprodução, níveis elevados de testosterona 

também estão associados à regulação da resposta imunitária através de diversos mecanismos, 
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como o aumento da resposta celular através do influxo de cálcio, promovendo liberação e/ou 

inibição da liberação de citocinas e redução de órgãos linfoides (Nava-Castro et. al., 2012). 

De acordo com a hipótese da desvantagem da imunocompetência, a testosterona – principal 

andrógeno em muitos vertebrados, normalmente está associada a uma redução da eficiência 

da resposta imune (Folstad e Carter, 1992). De forma associada, os glicocorticóides, além de 

atuar como importantes reguladores do metabolismo, exercem um papel fundamental na 

modulação e direcionamento da resposta imunitária e inflamatória (Lehninger et. al., 2002; 

Sapolsky, 1993).  

 

Glicocorticóides possuem papel imunomodulador em vertebrados 

Assim como os demais vertebrados, os anfíbios possuem um sistema imunológico 

constituído pelas respostas inata e adquirida, ambas compostas de elementos humorais 

(proteínas de adesão, citocinas, fatores de crescimento, componentes do sistema 

complemento, anticorpos naturais e específicos) e celulares (macrófagos, granulócitos, 

linfócitos) (Robert e Ohta, 2009). Embora uma resposta imunológica seja desencadeada diante 

de uma infecção, é importante ressaltar que a eficácia desta resposta depende da síntese e 

proliferação dos componentes humorais e celulares das respostas inata e adquirida, o que pode 

ser influenciado direta e indiretamente por moduladores endógenos (Sapolsky, 1993; Matson 

et al, 2006). 

Dado que os níveis plasmáticos de andrógenos e glicocorticóides estão elevados durante 

a época reprodutiva, estes esteroides devem atuar como importantes moduladores da resposta 

imunológica humoral e celular durante esta fase. Os glicocorticóides possuem um papel 

bidirecional na resposta imunológica. Inicialmente, níveis de glicocorticoides elevados 

promovem a liberação de moléculas constituintes da resposta humoral que podem, por sua 

vez, ativar os mediadores celulares da resposta imune e direcionar os neutrófilos e linfócitos 
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circulantes para tecidos específicos (Wiegers & Reul, 1998; Riccardi, et al, 2002; Cavalcanti 

et. al., 2006). Além disto, a redistribuição de neutrófilos e linfócitos entre a circulação e os 

tecidos causada pelo aumento dos níveis plasmáticos de glicorticóides acarreta em aumento 

da relação neutrófilo/linfócito (N/L) no sangue (Bishop et. al., 1968; Dabhar, 2002; 

Cavalcanti et. al., 2006; Davis et. al., 2008). Entretanto, é importante ressaltar que, em níveis 

cronicamente elevados, os glicorticóides podem bloquear e inibir a maturação e 

desenvolvimento dos linfócitos, além de atuarem na diminuição da massa e função dos órgãos 

linfoides (Ahmed et. al., 1985; Wiegers & Reul, 1998; Riccardi, et al, 2002; Cavalcanti et. al., 

2006). 

No início do evento reprodutivo dos anfíbios ocorre um aumento da concentração de 

glicocorticóides no plasma, e estes níveis se mantém elevados por boa parte da temporada 

reprodutiva (Mendonça et al, 1985; Emerson, 2001). Embora os níveis de andrógenos estejam 

altos durante a época reprodutiva, uma correlação positiva fina em nível interindividual ocorre 

principalmente entre taxa de vocalização e CORT (Emerson & Heiss, 2001; Assis et al, 

2012), o que aponta para este hormônio como potencial mediador do compromisso entre 

esforço vocal e imunocompetência em anuros. Segundo o modelo da energética-vocalização-

hormônios proposto por Emerson (2001), existe uma relação positiva entre esforço vocal e 

níveis plasmáticos de glicocorticóides e andrógenos em anuros. Precedendo a atividade vocal 

os níveis plasmáticos de testosterona se elevam, promovendo o início da vocalização. Os 

níveis plasmáticos de glicocorticóides também se elevam de acordo com o aumento da 

demanda metabólica associada ao exercício vocal. Com o passar das horas e/ou dos dias no 

coro, os níveis de glicocorticóides se elevam de tal modo que promovem a inibição da função 

do eixo hipotálamo-hipófise-gônadas, de forma que o animal cessa o comportamento vocal e 

inicia o forrageamento, indicando assim que a interação entre glicocorticóides e andrógenos 

regularia o ciclo reprodutivo em anfíbios anuros (Emerson, 2001). Com a alta concentração 
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destes hormônios no sangue por um determinado período, é possível que a resposta 

imunológica apresente uma tendência a diminuir atingindo níveis abaixo dos limites basais, 

caracterizando um efeito imunossupressor (Sapolsky et al, 2000). Embora uma correlação 

direta entre taxa de vocalização e CORT esteja documentada para algumas espécies de 

anuros, incluindo para anuros brasileiros (Assis et al., 2012), as relações a médio e longo 

prazo entre estes, bem como suas implicações imunológicas permanecem inexploradas. De 

acordo com o que foi discutido, resolvemos estudar as relações entre CORT, comportamento 

vocal e diferentes aspectos da imunocompetência em machos de uma espécie de Hilídeo 

brasileiro. 
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Introdução 

De acordo com o modelo de seleção intersexual mediado por parasitas, variações nas 

condições de ornamentos ou taxa de displays sexuais refletem diferentes graus de resistência 

ao parasitismo (Hamilton e Zuk, 1982). Este modelo pressupõe que indivíduos com melhores 

displays sexuais apresentem uma menor carga parasitária e, uma vez que o sistema 

imunológico é responsável por identificar e destruir patógenos, é plausível inferir que estes 

animais possuam também um sistema imunológico melhor desenvolvido (Abbas e & 

Lichtman, 2003; Alcock, 2009). Adicionalmente, Folstad e Carter (1992) propuseram que os 

níveis elevados de andrógenos no plasma dos machos durante o período reprodutivo 

estimulam o desenvolvimento dos caracteres sexuais secundários, os quais são selecionados 

pelas fêmeas. Entretanto, andrógenos apresentam um efeito imunossupressor, podendo assim 

ser moduladores do compromisso entre expressão de caracteres sexuais secundários e 

imunocompetência (Folstad e Carter, 1992). 

Sabe-se que não apenas os níveis plasmáticos de andrógenos estão elevados durante a 

época reprodutiva em machos de diferentes vertebrados, mas também os de glicocorticóides 

(Norris, 2007). Os glicocorticóides atuam como moduladores da resposta imunológica 

humoral e celular e, em níveis cronicamente elevados, podem bloquear e inibir a maturação e 

desenvolvimento dos linfócitos, inibir a produção de proteínas responsáveis pela adesão dos 

leucócitos no endotélio, e consequentemente, inibir o processo inflamatório, além de atuarem 
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na diminuição da massa e função dos órgãos linfoides (Ahmed et. al., 1985; Folstad & Carter, 

1992; Wiegers & Reul, 1998; Riccardi, et al, 2002; Cavalcanti et. al., 2006). 

Em anfíbios, o coaxo de anúncio é produzido unicamente pelos machos na maior parte 

das espécies de anuros durante a estação reprodutiva, com função de atrair as fêmeas e manter 

outros machos à distância (Wells, 2007). Em coros naturais, machos que emitem vocalizações 

mais intensas, longas, complexas e/ou emitidas a maiores taxas são, provavelmente, mais 

facilmente detectados, atraindo uma maior quantidade de fêmeas (Wells, 2007). Embora a 

manutenção da atividade vocal em anuros seja essencial para a reprodução, a vocalização é 

uma atividade de alto custo metabólico (Pough et al., 1992; Emerson, 2001; Wells, 2001). Os 

glicocorticóides apresentam um papel fundamental na mobilização de aminoácidos e lipídeos, 

assim como no estímulo da neoglicogênese e oxidação de lipídeos em situações de aumento 

da demanda energética, incluindo exercício aeróbio prolongado, como, por exemplo, a 

vocalização de anuros (Tharp, 1975; Pough et al., 1992; Weber, 1992; Malisch et al., 2007).   

Embora Emerson e Hess (2001) tenham encontrado para Hilídeos uma relação interespecífica 

positiva do esforço vocal com os níveis plasmáticos de andrógenos e níveis plasmáticos de 

corticosterona (CORT, entendido como níveis plasmáticos de corticosterona), em nível 

intraespecífico, as taxas de vocalização guardam relação linear positiva com CORT (Leary et 

al, 2004; Leary et al, 2006, Assis et al, 2012). Desta forma, é possível que a variação em 

desempenho vocal de machos em um coro e suas possíveis implicações em imunocopetência 

sejam mediados por CORT. 

Embora outros estudos tenham procurado por uma relação entre a intensidade 

parasitária e aspectos do investimento reprodutivo em anuros (Hausfater et. al., 1990; Moretti, 

2011); uma relação negativa entre taxa de vocalização e intensidade parasitária foi encontrada 

em Hypsiboas prasinus, indicando um possível compromisso entre taxa de vocalização e 

imunocompetência (Madelaire et al, in press). Embora as inter-relações entre vocalização, 
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imunocompetência e CORT tenham clara importância comportamental e evolutiva para os 

anuros, estas permanecem inexploradas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as relações entre 

a taxa de vocalização, a imunocompetência e CORT em uma espécie de anfíbio anuro: 

Hypsiboas albopunctatus (Spix, 1824). As hipóteses testadas foram: 1) Machos adultos 

apresentam variação interindividual em relação à taxa de vocalização, imunocompetência e 

níveis plasmáticos de CORT; 2) Altas taxas de vocalização estão positivamente 

correlacionadas com CORT e negativamente relacionadas à imunocompetência. 

 
 
Metodologia 

Sítio de estudo e espécie estudada 

Hypsiboas albopunctatus (Figura 1) é uma espécie de Hilídeo de médio porte, 

pertencente ao grupo Hypsiboas albopunctatus (Frost, 2007), de hábito arborícola com ampla 

distribuição na América do Sul, especialmente em áreas com vegetação aberta nas regiões 

Central, Sudeste e Sul do Brasil, apresentando reprodução contínua com pico reprodutivo de 

outubro a março (Guimarães et al., 2011; Maffei et al., 2011). 

Foram realizadas observações do comportamento vocal e coleta de indivíduos machos 

adultos nos meses de Fevereiro (N = 11) e Março (N= 27) de 2012, no município de São Luiz 

do Paraitinga (23°13'23" S, 45°18'38" WO) – São Paulo/Brasil. Os animais foram coletados 

sob a licença de captura e transporte do IBAMA (processo número 29896-1) e os 

procedimentos de coleta e utilização do material biológico foram realizados com a 

autorização do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA – n° 135/2011) do 

Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo. 
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Observações de comportamento 

Foram observados 35 indivíduos da espécie H. albopunctatus de uma mesma 

população. Outros 3 indivíduos foram coletados para padronização de algumas metodologias. 

Cada animal observado foi localizado por inspeção visual com uma luz branca e observado 

durante 40 minutos com filtros de luz vermelha. O início dos registros comportamentais se 

iniciou após 10 minutos da localização e aproximação do indivíduo, para minimizar a 

interferência do observador sobre o comportamento apresentado pelo animal. Todas as 

observações foram exclusivamente noturnas, durante o horário de atividade vocal dos 

animais. Também foram registrados os horários de observação, os substratos utilizados pelo 

indivíduo, distância da água, número de machos no coro, bem como a distância entre o 

indivíduo focal e o macho mais próximo vocalmente ativo. Para cada indivíduo, a taxa de 

vocalização foi calculada a partir do número total de vocalizações dividido pelo período de 

observação. 

Figura 1: Foto de Hypsiboas albunctatus. Imagem capturada por Stefanny 
Monteiro no dia 06 de março de 2012, em São Luis do Paraitinga (local de 
coleta dos espécimes). 
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Dado que a temperatura pode afetar diversos parâmetros do comportamento vocal em 

anuros (Navas & Bevier, 2001), nos dois meses de coleta foram utilizados carregadores de 

dados (HOBO) programados para registrar dados de temperatura do ar a intervalos de 5 

minutos, os quais estavam localizados próximos dos animais observados. Para cada indivíduo 

observado, foi calculada a média das temperaturas registradas pelos carregadores de dados 

durante a observação, sendo estes dados posteriormente incorporados nas análises. 

 

Amostras de sangue 

Após o período de observação, os indivíduos foram capturados manualmente e uma 

amostra de sangue foi coletada em campo (cerca de 60 µL), através de punção cardíaca com 

seringas de 1 mL e agulhas 26Gx1/2’’ previamente heparinizadas [41,2 µL de heparina (5000 

U.I./mL) em 958,8 µL de água destilada]. Somente foram consideradas as amostras de sangue 

cuja coleta foi realizada dentro de 3 minutos após a captura do animal. Tal restrição deve-se 

ao fato de que após 3 minutos da captura, os níveis de corticosterona podem ser influenciados 

pelo estresse da captura e manipulação, não existindo a confiabilidade desta representar uma 

situação de nível plasmático basal (Romero & Reed, 2005). 

Todas as amostras de sangue foram identificadas e mantidas em gelo até serem, na 

mesma noite, processadas. As amostras foram transferidas para um microtubo, a partir do qual 

foi separada uma alíquota para a montagem da lâmina de esfregaço sanguíneo. O restante do 

sangue foi centrifugado (4 minutos a 3000 rpm) para a separação do plasma. As amostras de 

plasma foram divididas em tubos criogênicos, sendo mantidas em nitrogênio líquido até que 

puderam ser transferidas para um freezer -80°C. Estas amostras foram utilizadas 

posteriormente para a realização de testes de capacidade bactericida plasmática (CBP) e 

dosagem de CORT. 
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Perfil leucocitário 

Uma gota de sangue foi pipetada em uma lâmina para microscopia, sendo o esfregaço 

realizado com uma segunda lâmina. O esfregaço secou por 30 minutos, sendo em seguida 

fixado com álcool metílico durante 2 minutos. As lâminas foram montadas em duplicata para 

cada indivíduo. Posteriormente uma delas foi corada com solução de eosina azul de metileno 

– solução de Giemsa (10%) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) por 15 minutos e 

observada através de microscopia óptica a um aumento de 1000X (Nikon E200, 104c) com 

auxílio de óleo de imersão próprio do fabricante. Cem leucócitos foram contados e 

identificados com base na morfologia celular de anfíbios segundo Terry (2006). 

Foi calculada a relação entre neutrófilos e linfócitos (N/L) a partir da proporção destes 

tipos celulares em um total de 100 leucócitos contados. Dado que a relação N/L encontra-se 

positivamente relacionada à CORT e a porcentagem de eosinófilos encontram-se 

negativamente relacionada à CORT em situações de estresse, (Davis et al., 2008), e, além 

disto, a porcentagem de eosinófilos também encontra-se positivamente relacionada com a 

carga parasitária durante um combate de verminoses (Abbas & Lichtman, 2003), estas duas 

variáveis derivadas do perfil leucocitário foram incluídas na análise. 

 

Desafio imunológico com Fitohemaglutinina (PHA) e morfometria  

Após a coleta de sangue, os animais foram mantidos em potes de plástico 

individualizados e transportados para o laboratório para realização de um teste de resposta 

inflamatória à injeção subcutânea de PHA. O procedimento foi realizado 24 horas após a 

coleta do indivíduo. A espessura da palma da pata traseira direita do animal foi medida com 

um espessímetro (Digimess, precisão de 0,01 mm) antes de injetarmos 10 µL de uma solução 

de PHA (20mg de PHA / mL de solução salina) com seringas de vidro de 10 µL e agulhas 

30Gx1/2’’, enquanto a espessura da palma da pata traseira esquerda do animal foi medida 
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antes de injetarmos 10 µL de solução salina (Brown et al., 2011). A espessura da palma das 

patas foi medida novamente após 12h e 24h. O edema em resposta à solução salina e PHA foi 

calculado a partir do aumento proporcional da espessura da pata antes e após a injeção, no 

intervalo de 12 e 24h. Cada pata foi medida três vezes em cada tempo, sendo a média destes 

valores utilizada para os cálculos. Ao final deste procedimento os animais foram anestesiados 

com gelo, espinhalados, medidos (comprimento rostro-cloacal – CRC, 0,01mm) e pesados 

(massa total e massa dos testículos, 0,0001g). 

 

Capacidade Bactericida Plasmática (CBP) 

A CBP de H. albopunctatus contra Escherichia coli in vitro foi avaliada a partir de 

modificações de Liebl & Martin (2009). Brevemente, pellets de E. coli não patogênica 

(Microbiologics, #24311 - ATCC 8739) foram ressuspendidos em 1 mL de Solução tampão 

fosfatada (PBS) estéril. A seguir, 100 µL desta solução foi adicionado a 5 mL de caldo 

tripticaseína de soja esterilizado (caldo TSB), e essa mistura foi mantida overnight à 

temperatura constante de 37ºC. No dia seguinte, a concentração das bactérias foi estimada 

através da leitura da densidade óptica em aparelho de espectrofotometria de placa 

(Espectrofotômetro ELISA, Spectra Max 250) com comprimento de onda de 600 nanômetros 

e diluições em série, em uma solução estéril de Ringer para anfíbios [para 1 litro desta solução 

temos: 6,5g de NaCl; 2g de C6H12O6; 100µL de NaH2PO4(10%); 400µL de KCL(25%); 

450µL de CaCl2(25%) e 0,2g de NaHCO3] foram realizadas para obtenção da concentração de 

trabalho (1x106 micro-organismos mL-1). As amostras de plasma foram diluídas em solução 

estéril de Ringer (10 µL de plasma em 190 µL de Ringer) sendo então adicionados 10 µL da 

diluição de E. coli (1x106 micro-organismos mL-1). A mistura foi agitada e incubada a 37ºC 

por 1 hora. O controle positivo do ensaio foi determinado pela adição de 10 µL da solução de 

trabalho de E. coli a 200µL de Ringer estéril, e o controle negativo foi determinado com 210 



Artigo - 24 - 
 

Dissertação de Mestrado – Stefanny Christie Gomes Monteiro 

µL de Ringer estéril, sendo ambos incubados nas mesmas condições das amostras com 

plasma. Após a incubação, 500 µL de caldo TSB foram adicionados a cada amostra. A seguir, 

as amostras foram agitadas e transferidas em duplicata (300 µL por poço) para a placa de 

cultura de 96 poços, a qual foi incubada a 37°C. Após 2 horas de incubação, teve início uma 

sequência de quatro leituras da densidade óptica das amostras em espectrofotômetro com 

intervalos de 1 hora. A capacidade bactericida do plasma foi calculada como: 1 - (densidade 

óptica da amostra / densidade óptica do controle positivo), ou a proporção de micro-

organismos mortos nas amostras em relação ao controle positivo. Para a realização dos 

cálculos utilizamos os dados de densidade óptica no momento inicial da fase de crescimento 

exponencial da E. coli no controle positivo, uma vez que neste momento evidenciamos o 

crescimento máximo da bactéria e, consequentemente, o maior índice de capacidade 

bactericida plasmática das amostras. 

 

Dosagem dos níveis de corticosterona plasmática 

Inicialmente, as amostras foram extraídas com éter segundo Mendonça et al (1996). 

Resumidamente, foram adicionados 3 mL de éter etílico às amostras de plasma, agitadas por 

30 segundos e centrifugadas a 4ºC por 9 minutos a 1800 rpm, sendo  os tubos de ensaio 

contendo as amostras mantidos a -80ºC por 7 min. A fase líquida foi então transferida para 

novos tubos de ensaio, os quais foram mantidos em capela de exaustão de gases para 

evaporação do éter, por aproximadamente 24 horas. 

CORT foi dosado através de kits de ELISA (Cayman Chemicals). Todos os regentes 

utilizados foram fornecidos pelo fabricante. Antes da realização do ensaio, as amostras foram 

ressuspensas em EIA buffer. Brevemente, foram pipetados 50 µL de calibradores e amostras 

(em duplicata) em cada poço da respectiva placa de 96 poços. A seguir, foram adicionados 50 

µL de traçador para corticosterona e 50 µL de antissoro para corticosterona, sendo a placa 
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então incubada à temperatura ambiente em um shaker orbital por 2h. As placas foram lavadas 

por 5 vezes com uma solução wash buffer e logo após foram pipetados 200 µL de reagente 

Ellman, seguindo-se de incubação em um shaker orbital por 50 min. A leitura da placa foi 

realizada em espectrofotômetro (comprimento de onda 412nm). A média do coeficiente de 

variação intra e inter-ensaios foi de 5,1 e 12,9%, respectivamente. 

 

Análise estatística 

A estatística descritiva completa foi realizada para todas as variáveis contínuas, os 

dados subsequentes foram transformados em log10 para as análises seguintes. Um teste-t para 

amostras repetidas foi usado para avaliar as medidas do inchaço em resposta à injeção de 

solução salina 0h, 12h e 24h e as medidas do inchaço em resposta à PHA 0h, 12h e 24h e um 

teste-t para amostras independentes foi utilizado para avaliar as diferenças entre o inchaço em 

resposta à PHA e o inchaço em resposta à solução salina 12h e 24h.  

Uma análise de componentes principais (PCA) com rotação (Varimax, com 

normalização Kaiser) foi realizada para as seguintes variáveis: 1) Dia [onde o dia 1 equivale 

ao primeiro (06/fev) e 32 ao último dia (08/mar) de observação e coleta]; 2) Densidade do 

coro (os valores indicam o número de machos vocalizando próximo do animal observado); 3) 

Horário (hora do início da observação em minutos); 4) Taxa de vocalização (Vocalizações por 

minuto); 5) CORT; 6) Relação N/L; 7) Porcentagem de eosinófilos; 8) Índice corpóreo 

(calculado como residuais da regressão da massa corpórea em função do comprimento rostro-

cloacal); 9) Massa testicular (calculada como residuais da regressão da massa do testículo em 

função da massa do indivíduo). Os escores resultantes da PCA foram testados para 

correlações paramétricas (Pearson) com o inchaço da pata experimental após 12 horas da 

injeção com PHA. Os dados foram analisados com SPSS 13.0 para Windows. 
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 Resultados 

Observações comportamentais e descrição das variáveis encontradas 

Todos os animais foram coletados a partir de uma única população ao redor de dois 

lagos separados por uma barragem de areia de 15 metros de largura. O coro se formou, 

principalmente, onde havia uma vegetação típica de taboa (Typha domingensis) estabelecida 

na margem dos lagos. Os indivíduos foram encontrados vocalizando no solo e sobre a 

vegetação de taboa próximo da água. A estatística descritiva dos dados comportamentais, 

temperatura ambiente e das variáveis morfológicas e fisiológicas de H. albopunctatus 

encontram-se na Tabela 1. Foram identificados e contados os cinco tipos de leucócitos: 

linfócitos, neutrófilos, basófilos, monócitos e eosinófilos (Figura 2). 

Tabela 1: Estatística descritiva com o número de indivíduos e os valores mínimo, máximo, 
média e desvio-padrão para os parâmetros abióticos, comportamentais, fisiológicos e 
morfológicos de Hypsiboas albopunctatus. 
Parâmetro N Mínimo Máximo Média ± DP 

Vocalizações por minuto 35 0 37,4 9,1 ± 10,3 

Temperatura (°C) 30 13,5 22 18,1 ± 2,5 

Massa (g) 37 4,244 8,995 6,878 ± 1,243 

Testículos (g) 36 0,007 0,015 0,011 ± 0,003 

Rins (g) 37 0,008 0,049 0,029 ± 0,008 

Baço (g) 35 0,0008 0,0083 0,0038 ± 0,0019 

CRC (mm) 37 46,11 59,19 52,86 ± 3,20 

Corticosterona (ng/ml) 30 3,65 33,24 12,17 ± 6,53 

Inchaço em 12 horas (mm)* 33 0,08 0,34 0,19 ± 0,07 

Hematócrito (%) 35 0,11 0,43 0,25 ± 0,08 

Perfil 

Leucocitário 

(%) 

Neutrófilo 38 0,01 0,39 0,12 ± 0,10 

Linfócito 38 0,23 0,89 0,63 ± 0,14 

Eosinófilo 38 0 0,5 0,07 ± 0,10 

Basófilo 38 0 0,45 0,10 ± 0,10 

Monócito 38 0,01 0,15 0,08 ± 0,04 

* Inchaço da pata experimental 12 horas após a injeção de PHA. 
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A B C

D E

Figura 2: Tipos celulares sanguíneos de Hypsiboas albopunctatus. Os leucócitos estão evidenciados 
individualmente, com seta, em cada caixa: Neutrófilo (A), Linfócito (B), Eosinófilo (C), Monócito (D) 
e Basófilo (E). As células ao redor dos leucócitos são hemáceas nucleadas. A escala representada é a 
mesma para todas as imagens. 

 

Desafio imunológico com Fitohemaglutinina 

A espessura da palma das patas traseiras de H. albopunctatus aumentou em resposta à 

injeção de solução de PHA após 12 horas (T31 = -14,200; P < 0,001) e 24 horas (T14 = -4, 648; 

P < 0,001), sendo o maior inchaço observado após 12 horas (Figura 3). A espessura da palma 

das patas traseiras não aumentou em resposta à injeção de solução salina, havendo uma leve 
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tendência de redução após 12 horas (T31 = 2,007, P = 0,054) e 24 horas (T14 = 3,143; P = 

0,07). 

 

Capacidade Bactericida Plasmática 

O plasma dos machos de H. albopunctatus não apresentou capacidade bactericida (N = 

21), sendo o valor da atividade antimicrobiana do plasma, para todos os indivíduos, igual a 

zero (em porcentagem). 

 

Relações entre variáveis comportamentais, fisiológicas, morfométricas e ambientais 

A temperatura não apresentou relação com as variáveis comportamentais e fisiológicas 

(P > 0,147), e, portanto, não foi incluída nas análises subsequentes. 

A análise de componentes principais (PCA) resultou em três componentes com 

Eigenvalues maiores que 1,0 (Tabela 2). O primeiro componente (C1) explicou 20,39% da 

variância e apresenta uma relação positiva entre o índice corpóreo e massa testicular e 

negativa com a relação N/L. O segundo componente (C2) explicou 20,25% da variância e 

 
Figura 3: Inchaço das patas controle (10 µL de solução salina) e experimental (10 µL de uma solução de 
PHA (20mg de PHA / mL de solução salina) de 32 indivíduos machos da espécie Hypsiboas albopunctatus 
durante vinte e quatro horas. Os pontos e barras representam a média e o desvio-padrão, respectivamente. *  
representa diferença estatística (P < 0,05) entre o grupo controle e o experimental. 
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mostra uma relação positiva entre o dia da coleta, densidade do coro e porcentagem de 

eosinófilos. O terceiro componente (C3) explicou 19,59% da variância e apresentou uma 

relação positiva entre CORT e a taxa de vocalização e negativa com o horário da coleta dos 

animais. O inchaço em resposta a PHA após 12 horas foi negativamente correlacionado com o 

terceiro componente (C3) da PCA (r = -0,524, P = 0,012) (Figura 4). 

 

Discussão 

 Machos de H. albopunctatus que vocalizaram a taxas mais altas apresentaram maiores 

CORT e menor inchaço em resposta a PHA, indicando que estes indivíduos apresentam uma 

menor imunocompetência celular. Segundo o modelo de seleção intersexual mediada por 

parasitas proposto por Hamilton & Zuk (1982), a intensidade de expressão dos caracteres 

sexuais secundários refletiria o estado de saúde dos machos, sinalizando para as fêmeas a 

qualidade genética destes com relação à resistência à infecção parasitária. Em ambientes 

Tabela 2: Componentes retidos da análise de componentes principais (PCA) incluindo 
variáveis abióticas, comportamentais, fisiológicas e morfológicas de Hypsiboas. 
albopunctatus. 
Variáveis Componente 1 Componente 2 Componente 3 

Dia da observação 0,054 0,301 0,161 

Densidade do coro 0,132 0,467 -0,089 

Hora da observação 0,065 -0,105 -0,366 

Vocalização por minuto -0,064 -0,002 0,415 

Nível de corticosterona 0,044 -0,234 0,396 

Relação N/L -0,395 0,041 -0,029 

% de eosinófilo -0,316 0,417 -0,05 

Índice Corpóreo 0,444 0,075 -0,233 

Massa testicular 0,269 0,078 0,175 

% Total da variância 20,39 20,25 19,59 

As variáveis com maior contribuição para cada componente estão destacadas em negrito. A variação total 
explicada por estes três componentes é 60,23%. O índice corpóreo foi calculado como residuais da regressão da 
massa corpórea em função do comprimento rostro-cloacal. A massa testicular foi calculada como residuais da 
regressão da massa do testículo em função da massa do indivíduo. 
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naturais, as fêmeas de anuros tendem escolher os machos com vocalizações mais intensas e 

emitidas a maiores taxas (Wells, 2007). Em machos de Hypsiboas prasinus, indivíduos que 

apresentam maiores taxas de vocalização apresentam menor intensidade parasitária por 

helmintos (Madelaire et al., in press). Altas taxas de vocalização em anuros, por sua vez, 

estão associadas a níveis elevados de andrógenos e CORT (Emerson & Heiss, 2001, Assis et 

al., 2012), os quais apresentam um papel modulador do sistema imune, podendo apresentar 

um efeito imunossupressor quando cronicamente elevados (Nava-Castro et. al., 2012; Duffy  

et. al., 2000; Sapolsky, 1993). Desta forma, uma possível imunossupressão mediada por 

níveis elevados destes esteroides durante a temporada reprodutiva poderia representar o 

mecanismo responsável pelo aumento da intensidade parasitária associada à expressão dos 

caracteres sexuais secundários, postulada pelo modelo de seleção sexual mediada por 

parasitas (Zahavi, 1975; Folstad & Carter, 1992; Roberts et al., 2007). 

 

r = -0,524
P = 0,012
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Figura 4: Correlação entre o inchaço da pata experimental após 12 horas da injeção de PHA (10 
µL de uma solução de PHA (20mg de PHA / mL de solução salina) de 22 indivíduos machos da 
espécie Hypsiboas albopunctatus durante vinte e quatro horas e o escore do componente 3 da 
PCA (relação positiva ente vocalização por minuto e os níveis plasmáticos de corticosterona e 
negativa destes dois com a hora de observação). 
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Hypsiboas albopunctatus é uma espécie de reprodução contínua, mas com maiores 

registros de ocorrência nos meses chuvosos (Guimarães et. al., 2011; Maffei et al., 2011). 

Desta forma, o aumento do número de indivíduos no coro observado no segundo mês de 

coleta de dados pode estar associado à maior ocorrência de chuvas no período de coleta. Este 

período foi caracterizado também por indivíduos que apresentaram uma maior contagem de 

eosinófilos. Os eosinófilos são células da imunidade inata associadas, principalmente, ao 

combate de verminoses (Abbas & Lichtman, 2003). Durante as chuvas, pode haver um 

aumento do número de larvas nos lagos devido ao escoamento de água (Rocha et al., 2011), 

além destas apresentarem menores taxas de dessecação, maiores taxas de sobrevivência e 

maior probabilidade de infectar um hospedeiro (Anderson, 2000). Assim, durante as chuvas, 

observamos o aumento da densidade de hospedeiros ao redor dos corpos de água e, 

possivelmente, um aumento do número de larvas infectantes. Esta situação deve favorecer a 

infecção por helmintos, o que poderia explicar o aumento na contagem de eosinófilos. 

Associado a isto, o período de maior atividade reprodutiva para H. albopunctatus ocorre de 

outubro a março, sendo assim, é possível que após meses de vocalização intensa, os níveis 

elevados de esteroides imunossupressores e uma maior disponibilidade de larvas no sítio 

reprodutivo tenham promovido um aumento da intensidade parasitária (Folstad & Karter, 

1992; Saino et al., 1995). A relação entre a ocorrência de chuvas, aumento na intensidade 

parasitária e aumento na contagem de eosinófilos nesta espécie permanece como uma 

hipótese a ser testada. 

Diversos mecanismos da resposta imune humoral apresentam potencial para atividade 

bactericida pronunciada em vários grupos de vertebrados, incluindo anuros (Cooper, 1985; 

Merchant et. al., 2003; Millet et. al., 2007; Gomes et. al., 2012). Ensaios com algumas 

espécies de anuros do Brasil, tais como Rhinella icterica, R. ornata, R. jimi, R. schneideri, 

Scinax fuscovaris e Hypsiboas faber, comprovaram uma capacidade bactericida plasmática 
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contra E. coli com valores entre 30 e 100% de mortalidade bacteriana (Assis et. al., dados 

enviados para publicação). Entretanto, o plasma de nenhum macho de H. albopunctatus 

incluído no presente estudo demonstrou capacidade bactericida, mesmo quando a proporção 

entre plasma e patógeno foi nove vezes mais alta que a rotineiramente utilizada para anuros. 

A resposta imunitária em anfíbios é complexa e constituída por diversos mecanismos que 

incluem tanto componentes humorais como anticorpos, citocinas, entre outros, quanto células 

da imunidade inata e adquirida (neutrófilos, macrófagos, linfócitos), responsáveis pela 

atividade fagocitíca de partículas e células indesejáveis (Robert & Ohta, 2009). 

Adicionalmente, existem peptídeos cutâneos produzidos e espalhados sobre a pele com ação 

bactericida, atuando assim como primeira barreira protetora da imunidade inata (Rollins-

Smith et. al., 2005). É possível que H. albopunctatus apresente, em alternativa aos 

componentes da resposta humoral, maior investimento em mecanismos de defesa celular mais 

pronunciados, como a resposta celular inflamatória à PHA evidenciada em nosso trabalho, e 

produção de peptídeos cutâneos que apresentem uma ação bactericida pronunciada. 

A relação N/L tem sido considerada uma medida de estresse, dado que um aumento dos 

níveis de glicocorticoides em resposta a um evento estressor altera a relação N/L, 

promovendo neutrofilia e linfopenia na corrente sanguínea em diversos grupos de 

vertebrados, incluindo anfíbios (Davis et. al., 2008). Em resposta a um estressor, entretanto, 

alterações em CORT costumam ser muito mais rápidas e efêmeras que as alterações na 

relação N/L (Davis et. al., 2008). Esta defasagem temporal existente entre as alterações de 

CORT e da relação N/L em resposta a um estressor, como o esforço vocal sustentado em 

anuros, pode possivelmente explicar o fato de CORT aparecer associado à taxa de vocalização 

em um componente isolado da variação na relação N/L em machos de H. albopunctatus. 

Nesta espécie, indivíduos que apresentaram uma maior relação N/L apresentaram também 

menor massa testicular e menor índice corpóreo. É possível que este conjunto de 
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características reflita uma situação de catabolismo, inibição da função testicular e alterações 

celulares imunológicas associadas à ativação crônica do eixo HPI durante a temporada 

reprodutiva (Sapolsky, 1993; Emerson, 2001; Davis et. al., 2008). As relações causais entre 

CORT, índice corpóreo, massa testicular e imunocompetência permanecem por serem 

estudadas nesta espécie. 

Assim como outras espécies de anfíbios anuros, H. albopunctatus apresenta a taxa de 

vocalização diretamente relacionada a CORT (Emerson, 2001; Assis et. al., 2012). Este 

padrão tem sido interpretado como resultado do fato de que o esforço vocal em anuros é uma 

atividade de alto custo metabólico (Taigen & Wells, 1985; Wells & Bevier, 1997), e a 

corticosterona apresenta um papel fundamental na manutenção da atividade física através da 

mobilização de reservas energéticas e da gliconeogênese a partir de ácidos graxos e 

aminoácidos (Tharp, 1975; Weber, 1992; Malisch et al., 2007; Norris, 2007; Wack et. al., 

2012). Desta maneira, seria possível inferir que indivíduos com maiores taxas de vocalização 

tenderiam a requerer maiores gastos energéticos e, consequentemente, maiores CORT. O coro 

de H. albopunctatus se estabeleceu no início da noite com maior número de machos no coro, 

CORT e maiores taxas de vocalização, sendo que a atividade vocal cessava gradativamente 

após as três primeiras horas de início do coro. Este fato poderia refletir em uma diminuição de 

CORT após as horas iniciais. Entretanto, Emerson e Hess, 2001 encontraram um padrão 

diferenciado para Pseudacris triseriata, onde CORT se elevou com o passar do tempo durante 

atividade vocal. Contudo, esta espécie apresenta taxas de vocalizações muito altas, com uma 

média de 1332 vocalizações/hora (Cocroft e Ryan, 1995), diferentes do padrão encontrado 

para H. albopunctatus, com uma média de 640 vocalizações/hora. A contribuição da demanda 

associada ao exercício aeróbio e da variação circadiana sobre CORT para espécies com 

diferentes taxas de vocalização permanece por ser investigada. Adicionalmente, indivíduos 

com maiores taxas de vocalização e maior CORT apresentaram menor resposta inflamatória 



Artigo - 34 - 
 

Dissertação de Mestrado – Stefanny Christie Gomes Monteiro 

cutânea ao desafio com PHA. Níveis cronicamente elevados de corticosterona na corrente 

sanguínea podem atuar na inibição da adesão e migração de neutrófilos para tecidos lesados, 

reduzindo ou até mesmo inibindo a formação do processo inflamatório (Perretti & Flower, 

2003).  Em resposta à PHA, os neutrófilos migram inicialmente para o tecido lesado e, 

juntamente com os linfócitos, são responsáveis por promover o processo inflamatório e pela 

reparação do tecido lesado (Martin II et. al., 2005; Brown et. al., 2011). Desta maneira é 

possível considerar que os indivíduos com maiores taxas de vocalização e CORT e que 

apresentaram menor inchaço em resposta à PHA, possam estar sob efeito de uma possível 

imunossupressão celular. Entretanto, a relação causal entre CORT e imunidade mediada por 

células permanece por ser estudada. 

 

Considerações finais 

Este é o primeiro estudo mostrando uma relação positiva entre a taxa de vocalização 

com CORT e negativa com um aspecto da imunocompetência em uma espécie de anfíbio 

anuro. Estes resultados evidenciam a possível importância da corticosterona como um 

hormônio mediador do compromisso entre a manutenção do esforço vocal em anuros e uma 

potencial imunossupressão em relação à imunidade mediada por células durante a temporada 

reprodutiva. As relações causais entre esforço vocal, níveis plasmáticos de corticosterona e 

imunocompetência, bem como sua relevância para a intensidade parasitária e a seleção 

intersexual, permanecem por ser investigadas neste grupo. 
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• H. albopunctatus não apresentou capacidade bactericida plasmática contra E. coli não 

patogênica, demonstrando assim uma resposta humoral pouco pronunciada contra este 

antígeno; 

•   Houve uma relação negativa entre a relação N/L com o índice corpóreo e massa 

testicular, indicando uma possível situação de catabolismo e diminuição da atividade 

testicular através da ativação frequente do eixo hipotálamo-hipófise-inter-renais; 

•  Em períodos com maior número de indivíduos no coro, houve uma maior contagem 

de eosinófilos, indicando uma possível relação entre densidade de hospedeiros no coro e 

ocorrência de infecções helmínticas; 

•  O coro de H. albopunctatus se estabeleceu no início da noite com altas taxas de 

vocalização e CORT, havendo uma redução das taxas de vocalização e dos níveis hormonais 

no decorrer do período total de atividade vocal; 

•  Indivíduos que vocalizaram mais cedo, com maiores taxas de vocalização e CORT 

apresentaram menor inchaço em resposta a PHA, indicando um possível compromisso entre a 

CORT e a imunidade mediada por células. 
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Anexo1: Certificado do comitê de ética do projeto: “Relações entre taxa de vocalização, 

níveis plasmáticos de corticosterona e imunocompetência em Hypsiboas albopunctatus 

(Anura: Hylidae) 


