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Apresentacgéo - M -

Esta dissertacdo esta composta por um resumoljrdeguido de uma contextualizacéo
tedrica do estudo realizado e referéncias da meB&maseguida, encontra-se um artigo
cientifico contendo todos os resultados da diss@rtacomposto por introducdo, material e
método, resultados, discussado e referéncias. @neeslo artigo ndo foi apresentado por ser

equivalente ao ja apresentado no inicio da diggtaPara encerrar a parte textual, estdo

descritas as conclusdes gerais.
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Resumo

De acordo com o modelo de selecdo intersexual medpor parasitas, variagbes nas
condicbes de ornamentos ou taxa de displays serafitem diferentes graus de resisténcia
ao parasitismo. Em coros naturais de anfibios, lizag@es mais altas, longas e complexas
e/ou emitidas a maiores taxas sao, provavelmeras, facilmente detectadas e atraem mais
fémeas. Entretanto, o esforco vocal esta positiméenelacionado aos niveis plasmaticos de
esteroides potencialmente imunossupressores, tam® destosterona e corticosterona. O
objetivo deste trabalho foi avaliar as relacdeseetaixa de vocalizacdo, imunocompeténcia e
niveis plasmaticos de corticosterona gpsiboas albopunctatusim anuro de médio porte

qgue ocorre na Ameérica do Sul. Tais relacdes forstmdadas a partir de observacédo focal do
comportamento vocal em coro natural, seguido detaotle sangue para dosagem de
corticosterona e avaliacdo de alguns parametrositanios. O presente estudo demonstrou
uma relagdo positiva entre a taxa de vocalizacéo iweis plasmaticos de corticosterona e
negativa entre estes dois parametros com a imumeténcia mediada por células. Estes
resultados apontam para a corticosterona comoveb$girmonio mediador do compromisso

entre esfor¢o vocal e imunidade mediada por céarfaanuros.

Palavras chave:anfibio, vocalizag&o, corticosterona, imunocompatgrselecdo sexual.
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Abstract

According to the model of intersexual selection ragstl by parasites, changes in conditions
of sexual ornaments or display rates reflect différdegrees of resistance to parasitism. In
natural choruses of amphibians, calls that aredrigbnger, more complex and / or issued at
higher rates are probably more easily detectedastnaict more females. However, the vocal
effort is positively related to plasma levels otgadially immunosuppressive steroids, such as
testosterone and corticosterone. The aim of thislystwas to evaluate the relationship
between calling rates, immunocompetence and pldsweds of corticosterone iRlypsiboas
albopunctatusa midsize anuran occurring in South America. Setftionships were studied
from focal observations of calling behavior, folleavby blood collection for measurements of
corticosterone plasma levels and evaluation of somnmeune parameters. The present study
showed a positive relationship between the callatg with plasma levels of corticosterone,
and a negative correlation between these two paessnewith cell-mediated
immunocompetence. These results highlight the itapoe of the hormone corticosterone as

a possible mediator of trade-off between vocalretiad cell-mediated immunity in anurans.

Keywords: amphibian, vocalization, corticosteran@nunocompetence, sexual selection.
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Selecao sexual

De acordo com Darwin (1871), a selecdo sexual septa uma forma de selecao
natural decorrente das diferencas em habilidadmogetir com outros do mesmo sexo pela
obtencéo de acasalamentos ou de atrair parceirssxadooposto. A competicao pela obtencéo
de acasalamentos geralmente ocorre entre os mdshegao intra-sexual), enquanto a
escolha dos parceiros do sexo oposto € exercida faheas (selecéo intersexual), fato que
deve estar associado a assimetria entre os sexomvEstimento parental: fémeas séo
caracterizadas pela producdo de um numero limida@dgametas com alto custo energético e,
em muitos casos, maior comprometimento com o coigedtental em relacdo aos machos,
que produzem muitos gametas com baixo custo emyg@irivers, 1972; Anderson, 1994;
Danchin & Cézilly, 2008). Esta diferenca em invesinto reprodutivo entre sexos implica
também na existéncia de uma propor¢cdo muito maanachos sexualmente receptivos em
relacdo as fémeas em um determinado periodo (AlQE0).

A evolucdo dos caracteres sexuais secundariosspotha das fémeas representa um
dos paradoxos evolutivos mais fascinantes, espeamdé quando os machos nédo provém
beneficios diretos as fémeas e sua descendéncaer@on 1994). Uma das propostas para
solucionar este paradoxo envolve a selecéo inteatdraseada na expressédo dos caracteres
sexuais secundarios dependentes da condi¢cdo dossn&encionando como uma sinalizacao
honesta das qualidades genéticas destes (Fisiiér, 2&8havi, 1975). Segundo Zahavi (1975),
as fémeas tendem a escolher machos com ornametigdag/s sexuais exuberantes por estes
serem indicativos de bons genes, que ao seremdosrgela sua descendéncia aumentam o
valor adaptativo das fémeas (Zahavi, 1975). Estéocmio é baseado no principio da
desvantagem, o qual diz que as fémeas preferemachas com ornamentos hereditarios

mais elaborados por estes apresentarem um alto dastlesenvolvimento e manutengao.
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Desta forma, o grau de elaboracdo destes ornamssekaria, sem trapacas, a qualidade
genética dos machos (Zahavi, 1975; Alcock, 2009).

Entretanto, um impasse tedrico para este modelltexm conhecido como a hipotese
dos “bons genes”, € que a selecédo direcional pemsesdeveria resultar em perda da variancia
genética aditiva para o valor adaptativibnésg (Roff 1997). Em 1982, Hamilton & Zuk
propuseram gque mudancas continuas na composic&biogedas populacdes de parasitas
poderiam manter a variancia genética aditiva dastéxia a infeccdo parasitaria e,
consequentemente, do valor adaptativo das popdatdeeus hospedeiros. Desta forma, a
hipotese de Hamilton & Zuk (1982) pressupde a &elale machos com caracteres sexuais
secundarios muito desenvolvidos, refletindo um ait@| de resisténcia ao parasitismo. Uma
das condicbes necessarias para que o modelo d@icalexual mediada por parasitas seja
corroborado é a de que a condicdo ornamental oca dax sinalizacdo sexuatligplay)
diminuam com o aumento da intensidade parasi@ialicdo esta que tem sido parcialmente
corroborada por estudos realizados com diferemtgsog filogenéticos (Anderson 1994).

Considerando que um determinado animal seja msisteate aos parasitas e o sistema
imune destes é responsavel pelo combate e destrdigsies parasitas, € plausivel extrapolar
gue os individuos mais resistentes apresentem uslftommunocompeténcia. A existéncia
de um compromisso entre a expressao de caractezrgais secundarios e a
imunocompeténcia, modulada pela testosteronanifmalmente sugerida por Folstad e Carter
(1992). Eles propuseram que a testosterona, hoord@mdrogénico primario, tem um efeito
dualistico sobre componentes do valor adaptatin® uez que estimula o desenvolvimento
de caracteres sexuais, que sao selecionados petesad, mas reduz a imunocompeténcia.
Desta forma, esta relagdo cria um compromisso gfieencia a intensidade parasitaria

(Folstad e Carter, 1992).
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Relacbes entre comportamento sexual, fisiologia daeproducdo, andrégenos e
glicocorticéides

Em diferentes grupos de vertebrados de reprodugZanal, ocorre ndo somente um
aumento dos niveis plasmaticos de andrégenos, anasetn de glicocorticoides (Moore e
Jessop, 2003). Os andrdgenos estdo particularrassbeiados a formacao e manutencao de
caracteres sexuais secundarios e dos displaysiseaiésn da producdo dos gametas (Randall
et. al, 2002), enquanto que os glicocorticoides tem mnportante papel na mobilizacao de
recursos energeéticos para sustentar processol®disios e comportamentais associados a
reproducdo (Sapolsky, 1993; Moore e Jassop, 2@8).vertebrados, os glicocorticoides
apresentam um papel fundamental na mobilizacaanileoacidos e lipideos, assim como no
estimulo da neoglicogénese e oxidacdo de lipideositiacoes de aumento da demanda
energeética, incluindo exercicio aerébio prolongébwarp, 1975; Pought al., 1992; Weber,
1992; Landyset. al, 2006; Malischet al., 2007; Hauet. al, 2010). Em anfibios, variacdes
sazonais nos niveis plasmaticos de glicocorticog®do associados a duracdo da temporada
reprodutiva, defesa de territorio, agressividadeaautencdo do esfor¢co vocal (Mendoeta
al., 1985; Carr, 2011; Assit. al, 2012). A vocalizagdo em anuros é uma atividaslaltb
custo energético, podendo aumentar a taxa metabdiais de 20 vezes em relacdo aos
valores basais (Pougtt al.,1992; Emerson, 2001; Wells, 2001). Diversas esgéi® anuros
apresentam uma correlagéo positiva entre o esfacal ou a taxa de vocalizagdo com niveis
plasmaticos de corticosterona (CORT, entendido coiveis plasméaticos de corticosterona)
(Emerson e Hess, 2001; Leaty al, 2006; Assi%t. al, 2012). A preparagao para a atividade
vocal e sua manutencdo ao longo da temporada rdpp@dsdo também dependentes de
andrégenos na corrente sanguinea (Tsai, 2011).

Além de estarem diretamente associados a reprodn@s elevados de testosterona

também estdo associados a regulacdo da respostédinsuatravés de diversos mecanismos,
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como o aumento da resposta celular através doxofle calcio, promovendo liberacéo e/ou
inibicdo da liberacdo de citocinas e reducéo daawdinfoides (Nava-Castret. al, 2012).

De acordo com a hipdtese da desvantagem da imumpeténtia, a testosterona — principal
andrégeno em muitos vertebrados, normalmente estiada a uma reducéo da eficiéncia
da resposta imune (Folstad e Carter, 1992). Ded@ssociada, os glicocorticoides, além de
atuar como importantes reguladores do metabolisrercem um papel fundamental na
modulacdo e direcionamento da resposta imunitandlamatoria (Lehningeet. al, 2002;

Sapolsky, 1993).

Glicocorticoides possuem papel imunomodulador em viebrados

Assim como os demais vertebrados, os anfibios possum sistema imunolégico
constituido pelas respostas inata e adquirida, santompostas de elementos humorais
(proteinas de adeséo, citocinas, fatores de creatin componentes do sistema
complemento, anticorpos naturais e especificos)elalares (macréfagos, granuldcitos,
linfécitos) (Robert e Ohta, 2009). Embora uma respamunoldgica seja desencadeada diante
de uma infeccdo, € importante ressaltar que acéiafesta resposta depende da sintese e
proliferagdo dos componentes humorais e celulaaesaspostas inata e adquirida, o que pode
ser influenciado direta e indiretamente por modalasl endégenos (Sapolsky, 1993; Matson
et al, 2006).

Dado que os niveis plasmaticos de andrégenosacgliicoides estdo elevados durante
a época reprodutiva, estes esteroides devem aimar icnportantes moduladores da resposta
imunoldgica humoral e celular durante esta fase.gl@®corticoides possuem um papel
bidirecional na resposta imunoldgica. Inicialmentdyeis de glicocorticoides elevados
promovem a liberagcdo de moléculas constituintesedposta humoral que podem, por sua

vez, ativar os mediadores celulares da respostaerauirecionar os neutrofilos e linfocitos
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circulantes para tecidos especificos (Wiegers & Re98; Riccardiet al, 2002; Cavalcanti

et. al, 2006). Além disto, a redistribuicdo de neutoXik linfécitos entre a circulacdo e os
tecidos causada pelo aumento dos niveis plasmateagicorticbides acarreta em aumento
da relacdo neutrdfilo/linfécito (N/L) no sangue gBop et. al, 1968; Dabhar, 2002;
Cavalcantiet. al, 2006; Daviset. al, 2008). Entretanto, € importante ressaltar goeniveis
cronicamente elevados, os glicorticoides podem uaag e inibir a maturacdo e
desenvolvimento dos linfécitos, além de atuarerdimanuicdo da massa e funcao dos 0rgaos
linfoides (Ahmedet. al, 1985; Wiegers & Reul, 1998; Riccardt,al, 2002; Cavalcangt. al,
2006).

No inicio do evento reprodutivo dos anfibios ocarme aumento da concentracdo de
glicocorticéides no plasma, e estes niveis se mamiévados por boa parte da temporada
reprodutiva (Mendoncat al, 1985; Emerson, 2001). Embora os niveis de andasgesiejam
altos durante a época reprodutiva, uma correlagaitiya fina em nivel interindividual ocorre
principalmente entre taxa de vocalizacdo e CORTefan & Heiss, 2001; Assist al,
2012), o que aponta para este hormonio como pelenediador do compromisso entre
esfor¢o vocal e imunocompeténcia em anuros. Segamdodelo da energética-vocalizagéo-
hormoénios proposto por Emerson (2001), existe ustacdo positiva entre esforgo vocal e
niveis plasméaticos de glicocorticoides e androgemosanuros. Precedendo a atividade vocal
0s niveis plasmaticos de testosterona se elevasmgwendo o inicio da vocalizagdo. Os
niveis plasmaticos de glicocorticoides também swagh de acordo com o aumento da
demanda metabdlica associada ao exercicio vocah €passar das horas e/ou dos dias no
coro, o0s niveis de glicocorticéides se elevam bmtalo que promovem a inibicdo da funcéo
do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas, de forma gaimal cessa o comportamento vocal e
inicia o forrageamento, indicando assim que a ag@w entre glicocorticdides e andrégenos

regularia o ciclo reprodutivo em anfibios anuroméEson, 2001). Com a alta concentracdo
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destes hormdnios no sangue por um determinado doeri® possivel que a resposta
imunologica apresente uma tendéncia a diminuilgetdo niveis abaixo dos limites basais,

caracterizando um efeito imunossupressor (Sapasial, 2000). Embora uma correlacao

direta entre taxa de vocalizacdo e CORT estejamdestada para algumas espécies de
anuros, incluindo para anuros brasileiros (Assial, 2012), as relacbes a médio e longo
prazo entre estes, bem como suas implicacdes idginat permanecem inexploradas. De
acordo com o que foi discutido, resolvemos estadaelacdes entre CORT, comportamento
vocal e diferentes aspectos da imunocompeténcianachos de uma espécie de Hilideo

brasileiro.
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Relacbes entre taxa de vocalizacao, niveis plasntat de corticosterona e
imunocompeténcia enmHypsiboas albopunctatus (Spix, 1824)
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Introducao

De acordo com o modelo de selegéo intersexual medgar parasitas, variacdes nas
condi¢cbes de ornamentos ou taxa de displays serafitem diferentes graus de resisténcia
ao parasitismo (Hamilton e Zuk, 1982). Este mogeéssupde que individuos com melhores
displays sexuais apresentem uma menor carga pPai@as#, uma vez que 0 sistema
imunoldgico é responsavel por identificar e destpaitdgenos, € plausivel inferir que estes
animais possuam também um sistema imunolégico mellesenvolvido (Abbas e &
Lichtman, 2003; Alcock, 2009). Adicionalmente, Ratse Carter (1992) propuseram que 0s
niveis elevados de andrégenos no plasma dos madh@ste o periodo reprodutivo
estimulam o desenvolvimento dos caracteres seseagisndarios, 0s quais sdo selecionados
pelas fémeas. Entretanto, androgenos apresentaefeibm imunossupressor, podendo assim
ser moduladores do compromisso entre expressdoadEteres sexuais secundarios e
imunocompeténcia (Folstad e Carter, 1992).

Sabe-se que ndo apenas 0s niveis plasmaticos digands estdo elevados durante a
época reprodutiva em machos de diferentes vertegraxas também os de glicocorticéides
(Norris, 2007). Os glicocorticoides atuam como madares da resposta imunoldgica
humoral e celular e, em niveis cronicamente eleyggmdem bloquear e inibir a maturagéo e
desenvolvimento dos linfocitos, inibir a producdpitoteinas responséveis pela adesao dos

leucécitos no endotélio, e consequentemente, inipirocesso inflamatorio, além de atuarem
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na diminuicdo da massa e funcao dos orgaos lirdqilemedet. al, 1985; Folstad & Carter,
1992; Wiegers & Reul, 1998; Riccardt, al, 2002; Cavalcantt. al, 2006).

Em anfibios, o coaxo de anuncio é produzido unicéenpelos machos na maior parte
das espécies de anuros durante a estacao repegduia funcéo de atrair as fémeas e manter
outros machos a distancia (Wells, 2007). Em coabgrais, machos que emitem vocalizacdes
mais intensas, longas, complexas e/ou emitidas iaresataxas sdo, provavelmente, mais
facilmente detectados, atraindo uma maior quantidiel fémeas (Wells, 2007). Embora a
manutencdo da atividade vocal em anuros seja eakpaca a reproducdo, a vocalizacéo é
uma atividade de alto custo metabdlico (Poegal.,1992; Emerson, 2001; Wells, 2001). Os
glicocorticoides apresentam um papel fundamentaholailizacdo de aminoéacidos e lipideos,
assim como no estimulo da neoglicogénese e oxiddgdipideos em situacbes de aumento
da demanda energética, incluindo exercicio aergba@ongado, como, por exemplo, a
vocalizacdo de anuros (Tharp, 1975; Poeghl., 1992; Weber, 1992; Malisctt al., 2007).
Embora Emerson e Hess (2001) tenham encontraddHilédaos uma relacao interespecifica
positiva do esforgo vocal com os niveis plasméata®sandrogenos e niveis plasméticos de
corticosterona (CORT, entendido como niveis plammsitde corticosterona), em nivel
intraespecifico, as taxas de vocalizacdo guardéamae linear positiva com CORT (Leagy
al, 2004; Learyet al 2006, Assiset al 2012). Desta forma, é possivel que a variacdo em
desempenho vocal de machos em um coro e suas gissgiplicacdes em imunocopeténcia
sejam mediados por CORT.

Embora outros estudos tenham procurado por umaaelentre a intensidade
parasitaria e aspectos do investimento reprodetiv@nuros (Hausfatet. al, 1990; Moretti,
2011); uma relagdo negativa entre taxa de vocdlizagntensidade parasitaria foi encontrada
em Hypsiboas prasinysindicando um possivel compromisso entre taxa alizacdo e

imunocompeténcia (Madelairet al, in pres3. Embora as inter-relagées entre vocalizacgéo,
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imunocompeténcia e CORT tenham clara importancrapoostamental e evolutiva para os
anuros, estas permanecem inexploradas. O objetste trabalho foi avaliar as relacées entre
a taxa de vocalizacdo, a imunocompeténcia e CORTum@ espécie de anfibio anuro:
Hypsiboas albopunctatugSpix, 1824). As hipoteses testadas foram: 1) Mschdultos
apresentam variacao interindividual em relacaoxa tke vocalizacdo, imunocompeténcia e
niveis plasmaticos de CORT; 2) Altas taxas de vzagho estdo positivamente

correlacionadas com CORT e negativamente relacasnadmunocompeténcia.

Metodologia
Sitio de estudo e espécie estudada

Hypsiboas albopunctatugFigura 1) € uma espécie de Hilideo de médio porte
pertencente ao grugdypsiboas albopunctatusrost, 2007), de habito arboricola com ampla
distribuicdo na América do Sul, especialmente eeasacom vegetacdo aberta nas regioes
Central, Sudeste e Sul do Brasil, apresentandodapéo continua com pico reprodutivo de
outubro a marco (Guimaraesal, 2011; Maffeiet al, 2011).

Foram realizadas observa¢gfes do comportamento gocaleta de individuos machos
adultos nos meses de FevereMo=(11) e MarcoN= 27) de 2012, no municipio de S&o Luiz
do Paraitinga (23°13'23" S, 45°18'38" WO) — Saol#/Buasil. Os animais foram coletados
sob a licenca de captura e transporte do IBAMA dpsso numero 29896-1) e o0s
procedimentos de coleta e utilizacdo do materialobico foram realizados com a
autorizacdo do Comité de Etica em Experimentacdmnain(CEEA — n° 135/2011) do

Instituto de Biociéncias da Universidade de Sadd?au
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Figura 1: Foto deHypsiboas albunctatusmagem capturada por Stefanny
Monteiro no dia 06 de marco de 2012, em S&o LuiBataitinga (local de
coleta dos espécimes).

Observacdes de comportamento

Foram observados 35 individuos da espédie albopunctatusde uma mesma
populacdo. Outros 3 individuos foram coletados parhonizacdo de algumas metodologias.
Cada animal observado foi localizado por inspegéoal com uma luz branca e observado
durante 40 minutos com filtros de luz vermelha.n@io dos registros comportamentais se
iniciou ap6s 10 minutos da localizacdo e aproximada individuo, para minimizar a
interferéncia do observador sobre o comportameptesantado pelo animal. Todas as
observacbes foram exclusivamente noturnas, duranteorario de atividade vocal dos
animais. Também foram registrados os horarios derehcdo, os substratos utilizados pelo
individuo, distancia da agua, numero de machosano, dem como a distancia entre o
individuo focal e 0 macho mais préximo vocalmertigoa Para cada individuo, a taxa de
vocalizacédo foi calculada a partir do numero toalvocalizaces dividido pelo periodo de

observacéao.
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Dado que a temperatura pode afetar diversos pai@ngd comportamento vocal em
anuros (Navas & Bevier, 2001), nos dois meses titacéoram utilizados carregadores de
dados (HOBO) programados para registrar dados rdeet@tura do ar a intervalos de 5
minutos, 0s quais estavam localizados proximosadosais observados. Para cada individuo
observado, foi calculada a média das temperategistradas pelos carregadores de dados

durante a observacéo, sendo estes dados posterterimeorporados nas analises.

Amostras de sangue

Apoés o periodo de observacdo, os individuos foraptucados manualmente e uma
amostra de sangue foi coletada em campo (cerc@ de)patravés de puncao cardiaca com
seringas de 1 mL e agulhas 26Gx1/2” previamenpaheizadas [41,2L de heparina (5000
U.l./mL) em 958,8.L de agua destilada]. Somente foram consideradamastras de sangue
cuja coleta foi realizada dentro de 3 minutos apéaptura do animal. Tal restricdo deve-se
ao fato de que apos 3 minutos da captura, os rdeeierticosterona podem ser influenciados
pelo estresse da captura e manipulagéo, ndo ekistirconfiabilidade desta representar uma
situacao de nivel plasmatico basal (Romero & Re2ed5).

Todas as amostras de sangue foram identificadaanéidas em gelo até serem, na
mesma noite, processadas. As amostras foram trialasf@ara um microtubo, a partir do qual
foi separada uma aliquota para a montagem da laeirsfregaco sanguineo. O restante do
sangue foi centrifugado (4 minutos a 3000 rpm) pasaparacéo do plasma. As amostras de
plasma foram divididas em tubos criogénicos, sandatidas em nitrogénio liquido até que
puderam ser transferidas para um freezer -80°CasEstmostras foram utilizadas
posteriormente para a realizacdo de testes de idagacbactericida plasmatica (CBP) e

dosagem de CORT.
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Perfil leucocitario

Uma gota de sangue foi pipetada em uma laminarmemascopia, sendo o esfregaco
realizado com uma segunda lamina. O esfregaco gamo30 minutos, sendo em seguida
fixado com alcool metilico durante 2 minutos. Asiidas foram montadas em duplicata para
cada individuo. Posteriormente uma delas foi cocada solu¢cdo de eosina azul de metileno
— solucdo de Giemsa (10%) (Merck KGaA, Darmstadisdd, Alemanha) por 15 minutos e
observada através de microscopia 6ptica a um aontenfL000X (Nikon E200, 104c) com
auxilio de Oleo de imersédo proprio do fabricantemCleucotcitos foram contados e
identificados com base na morfologia celular deébtao$ segundo Terry (2006).

Foi calculada a relacdo entre neutrofilos e lirtfiscN/L) a partir da proporcao destes
tipos celulares em um total de 100 leucécitos awg#aDado que a relacdo N/L encontra-se
positivamente relacionada a CORT e a porcentagem ed&ndfilos encontram-se
negativamente relacionada a CORT em situacOestiesss, (Davis et al., 2008), e, além
disto, a porcentagem de eosindfilos também encsetrpositivamente relacionada com a
carga parasitaria durante um combate de vermin@dgsas & Lichtman, 2003), estas duas

variaveis derivadas do perfil leucocitario foraralindas na analise.

Desafio imunolégico com Fitohemaglutinina (PHA) e mrfometria

Apés a coleta de sangue, os animais foram mantelos potes de plastico
individualizados e transportados para o laboratpera realizacdo de um teste de resposta
inflamatoria a injecdo subcutanea de PHA. O prawedio foi realizado 24 horas apés a
coleta do individuo. A espessura da palma da paseita direita do animal foi medida com
um espessimetro (Digimess, precisao de 0,01 mre} aet injetarmos 10 puL de uma solugéo
de PHA (20mg de PHA / mL de solugéao salina) conngas de vidro de 10 pL e agulhas

30Gx1/2”, enquanto a espessura da palma da padaita esquerda do animal foi medida
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antes de injetarmos 10 pL de solucao salina (Brewnal., 2011). A espessura da palma das
patas foi medida novamente apds 12h e 24h. O edemrasposta a solucéo salina e PHA foi
calculado a partir do aumento proporcional da espasda pata antes e ap0s a injecao, no
intervalo de 12 e 24h. Cada pata foi medida tregeyem cada tempo, sendo a média destes
valores utilizada para os célculos. Ao final dgstcedimento os animais foram anestesiados
com gelo, espinhalados, medidos (comprimento radtracal — CRC, 0,01mm) e pesados

(massa total e massa dos testiculos, 0,00019).

Capacidade Bactericida Plasmatica (CBP)

A CBP deH. albopunctatuscontraEscherichia coli in vitrofoi avaliada a partir de
modificacbes de Liebl & Martin (2009). Brevementeellets deE. coli ndo patogénica
(Microbiologics, #24311 - ATCC 8739) foram ressusfidos em 1 mL de Solucdo tampéo
fosfatada (PBS) estéril. A seguir, 100 pL destaigi foi adicionado a 5 mL de caldo
tripticaseina de soja esterilizado (caldo TSB), ssaemistura foi mantidavernight a
temperatura constante de 37°C. No dia seguinteneeatracdo das bactérias foi estimada
através da leitura da densidade Optica em apardioespectrofotometria de placa
(Espectrofotdbmetro ELISA, Spectra Max 250) com comento de onda de 600 nandmetros
e diluicbes em série, em uma solucédo estéril dgeRipara anfibios [para 1 litro desta solugéo
temos: 6,59 de NaCl; 2g destd;.0s; 100uL de NakPOy(10%); 400uL de KCL(25%);
450uL de CaGl(25%) e 0,2g de NaHC{foram realizadas para obtencdo da concentracao de
trabalho (1x10 micro-organismos nil). As amostras de plasma foram diluidas em solucéo
estéril de Ringer (10 pL de plasma em 190 pL dgé&dnsendo entdo adicionados 10 pL da
diluicdio deE. coli (1x1¢° micro-organismos mit). A mistura foi agitada e incubada a 37°C
por 1 hora. O controle positivo do ensaio foi daeieado pela adicdo de 10 pL da solucdo de

trabalho deE. colia 200uL de Ringer estéril, e o controle negatoialéterminado com 210
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puL de Ringer estéril, sendo ambos incubados nasnawegondicbes das amostras com
plasma. Apoés a incubacao, 500 pL de caldo TSB fadicionados a cada amostra. A seguir,
as amostras foram agitadas e transferidas em dtgl{800 puL por poco) para a placa de
cultura de 96 pocos, a qual foi incubada a 37°@sAp horas de incubacéo, teve inicio uma
sequéncia de quatro leituras da densidade Optisaanstras em espectrofotbmetro com
intervalos de 1 hora. A capacidade bactericidaldsnpa foi calculada comd@: - (densidade
Optica da amostra / densidade Optica do controlsifpm), ou a proporcdo de micro-
organismos mortos nas amostras em relacdo ao mgositivo. Para a realizagcdo dos
calculos utilizamos os dados de densidade Opticamamento inicial da fase de crescimento
exponencial d&. coli no controle positivo, uma vez que neste momenideagiamos o
crescimento maximo da bactéria e, consequentementmaior indice de capacidade

bactericida plasmatica das amostras.

Dosagem dos niveis de corticosterona plasmatica

Inicialmente, as amostras foram extraidas com sggundo Mendoncat al (1996).
Resumidamente, foram adicionados 3 mL de étecetfis amostras de plasma, agitadas por
30 segundos e centrifugadas a 4°C por 9 minuto808 ipm, sendo o0s tubos de ensaio
contendo as amostras mantidos a -80°C por 7 mias@ liquida foi entdo transferida para
novos tubos de ensaio, os quais foram mantidos &@mela de exaustdo de gases para
evaporacao do éter, por aproximadamente 24 horas.

CORT foi dosado através de kits de ELISA (Caymaeribals). Todos os regentes
utilizados foram fornecidos pelo fabricante. Antiasrealizacdo do ensaio, as amostras foram
ressuspensas em EIA buffer. Brevemente, foramaupst50 pL de calibradores e amostras
(em duplicata) em cada poco da respectiva pla®@b gmcos. A seguir, foram adicionados 50

pHL de tracador para corticosterona e 50 pL de sorbspara corticosterona, sendo a placa
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entdo incubada a temperatura ambiente em um sbdk&al por 2h. As placas foram lavadas
por 5 vezes com uma solucédo wash buffer e logo fggam pipetados 200 pL de reagente
Ellman, seguindo-se de incubacdo em um shakerabgir 50 min. A leitura da placa foi

realizada em espectrofotobmetro (comprimento de @idam). A média do coeficiente de

variacao intra e inter-ensaios foi de 5,1 e 12 @¥pectivamente.

Analise estatistica

A estatistica descritiva completa foi realizadaaptydas as variaveis continuas, 0s
dados subsequentes foram transformados ep paga as analises seguintes. Um teste-t para
amostras repetidas foi usado para avaliar as medidanchaco em resposta a injecdo de
solucéo salina Oh, 12h e 24h e as medidas do io@magesposta a PHA Oh, 12h e 24h e um
teste-t para amostras independentes foi utilizada avaliar as diferencas entre o inchaco em
resposta a PHA e o inchago em resposta a soluda $ah e 24h.

Uma andlise de componentes principais (PCA) conmacémt Yarimax com
normalizagddKaisen foi realizada para as seguintes variaveis: 1)[®ige o dia 1 equivale
ao primeiro (06/fev) e 32 ao ultimo dia (08/mar) aleservacdo e coleta]; 2) Densidade do
coro (os valores indicam o numero de machos varadia proximo do animal observado); 3)
Horério (hora do inicio da observacdo em minutds),axa de vocalizacdo (Vocaliza¢bes por
minuto); 5) CORT; 6) Relagdo N/L; 7) Porcentagem edsinofilos; 8) indice corporeo
(calculado como residuais da regressdo da masgarearem fungdo do comprimento rostro-
cloacal); 9) Massa testicular (calculada como res&lda regressdo da massa do testiculo em
funcdo da massa do individuo). Os escores resedtada PCA foram testados para
correlacdes paramétricas (Pearson) com o inchaguatiaexperimental apds 12 horas da

inje¢cdo com PHA. Os dados foram analisados com 3B®%ara Windows.
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Resultados
Observacfes comportamentais e descricdo das varig&/encontradas

Todos os animais foram coletados a partir de umea(mopulacéo ao redor de dois
lagos separados por uma barragem de areia de Ibsnd# largura. O coro se formou,
principalmente, onde havia uma vegetacao tipictablea Typha domingensigstabelecida
na margem dos lagos. Os individuos foram encondradealizando no solo e sobre a
vegetacdo de taboa proximo da agua. A estatis@esaritlva dos dados comportamentais,
temperatura ambiente e das variaveis morfolégicafssielogicas deH. albopunctatus
encontram-se na Tabela 1. Foram identificados @¢ados os cinco tipos de leucdcitos:
linfécitos, neutrofilos, basofilos, mondcitos e ieadilos (Figura 2).
Tabela 1: Estatistica descritiva com o ndmero de individuas @alores minimo, maximo,

média e desvio-padrdo para 0s parametros abiotiomsportamentais, fisiologicos e
morfologicos deHypsiboas albopunctatus

Parametro N Minimo Maximo Média + DP
Vocaliza¢des por minuto 35 0 37,4 9,1+10,3
Temperatura (°C) 30 13,5 22 18,1+25
Massa (g) 37 4,244 8,995 6,878 £ 1,243
Testiculos (g) 36 0,007 0,015 0,011 £ 0,003
Rins () 37 0,008 0,049 0,029 £+ 0,008
Baco (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
Inchaco em 12 horas (mm)* 33 0,08 0,34 0,19 + 0,07
Hematdcrito (%) 35 0,11 0,43 0,25 £ 0,08
Neutréfilo 38 0,01 0,39 0,12 +£0,10
Perfil Linfécito 38 0,23 0,89 0,63+0,14
Leucocitério Eosindfilo 38 0 0,5 0,07 £0,10
(%) Basofilo 38 0 0,45 0,10 £0,10
Mondcito 38 0,01 0,15 0,08 £ 0,04

* Inchaco da pata experimental 12 horas ap6és adnjde PHA.
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Figura 2: Tipos celulares sanguineos ldgpsiboas albopunctatu®©s leucdcitos estao evidenciados
individualmente, com seta, em cada caixa: NeutrdfN), Linfocito (B), Eosindfilo (C), Monécito (D)

e Basofilo (E). As células ao redor dos leucéciids hemaceas nucleadas. A escala representada é a
mesma para todas as imagens.

Desafio imunoldgico com Fitohemaglutinina

A espessura da palma das patas traseirds dédbopunctatussumentou em resposta a
injec@o de solugédo de PHA ap0s 12 horags €F14,200;P < 0,001) e 24 horas (7= -4, 648;
P < 0,001), sendo o maior inchaco observado apd®iss (Figura 3). A espessura da palma

das patas traseiras ndo aumentou em respostecadrge solucao salina, havendo uma leve
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tendéncia de reducéao apos 12 horag €72,007,P = 0,054) e 24 horas (= 3,143;P =

0,07).

0.30 -

0.25 A = &= (Controle

== Experimental
0.20 -
0.15 -

0.10 ~

Inchaco (mm)

0.05 ~
0.00 ~

-0.05 ~

-0.10 . |
0 horas 12 horas 24 horas
(N=32) (N=32) (N=15)

Figura 3: Inchaco das patas controle (10 pL de solucdo $adimxperimental (10 pL de uma solucéo de
PHA (20mg de PHA / mL de solucao salina) de 32vidios machos da espétigpsiboas albopunctatus
durante vinte e quatro horas. Os pontos e barpasgentam a média e o desvio-padrao, respectivanient
representa diferenca estatistiPa<(0,05) entre o grupo controle e o experimental.

Capacidade Bactericida Plasmatica
O plasma dos machos #e albopunctatusido apresentou capacidade bacteridda (
21), sendo o valor da atividade antimicrobiana @sma, para todos os individuos, igual a

zero (em porcentagem).

Relacdes entre variaveis comportamentais, fisioldgas, morfométricas e ambientais

A temperatura ndo apresentou relacdo com as vari@@mportamentais e fisiologicas
(P > 0,147), e, portanto, néo foi incluida nasiarealsubsequentes.

A analise de componentes principais (PCA) resulémo trés componentes com
Eigenvaluesmaiores que 1,0 (Tabela 2). O primeiro componé@te® explicou 20,39% da
variancia e apresenta uma relacdo positiva entfedice corpOreo e massa testicular e

negativa com a relacdo N/L. O segundo componer2g €&plicou 20,25% da variancia e
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mostra uma relacdo positiva entre o dia da coli¢asidade do coro e porcentagem de
eosinofilos. O terceiro componente (C3) explicoy52% da variancia e apresentou uma
relacdo positiva entre CORT e a taxa de vocalizagiegativa com o horéario da coleta dos
animais. O inchagco em resposta a PHA apoés 12 fairasgativamente correlacionado com o

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

Tabela 2. Componentes retidos da analise de componentesigaisic(PCA) incluindo
variaveis abidticas, comportamentais, fisiologicas morfoldégicas de Hypsiboas.
albopunctatus

Variaveis Componente 1  Componente 2  Componente 3
Dia da observacéo 0,054 0,301 0,161
Densidade do coro 0,132 0,467 -0,089
Hora da observacgéao 0,065 -0,105 -0,366
Vocalizagao por minuto -0,064 -0,002 0,415
Nivel de corticosterona 0,044 -0,234 0,396
Relagdo N/L -0,395 0,041 -0,029
% de eosinofilo -0,316 0,417 -0,05
indice Corporeo 0,444 0,075 -0,233
Massa testicular 0,269 0,078 0,175
% Total da variancia 20,39 20,25 19,59

As variaveis com maior contribuicdo para cada comapte estdo destacadas em negrito. A variagdo total
explicada por estes trés componentes é 60,23%di€einorpdreo foi calculado como residuais da IEgfte da
massa corporea em fungdo do comprimento rostra@loA massa testicular foi calculada como resislakzi
regressdo da massa do testiculo em funcao da dmgsdividuo.

Discussao

Machos deH. albopunctatugjue vocalizaram a taxas mais altas apresentaraanemna
CORT e menor inchaco em resposta a PHA, indicangoegtes individuos apresentam uma
menor imunocompeténcia celular. Segundo o modelseatiecdo intersexual mediada por
parasitas proposto por Hamilton & Zuk (1982), aemsidade de expressao dos caracteres
sexuais secundarios refletiria o estado de sauderdwhos, sinalizando para as fémeas a

bY

qualidade genética destes com relacdo a resist@noifeccdo parasitaria. Em ambientes
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naturais, as fémeas de anuros tendem escolher dssaom vocalizagbes mais intensas e
emitidas a maiores taxas (Wells, 2007). Em macleodypsiboas prasinysndividuos que
apresentam maiores taxas de vocalizacdo apresememor intensidade parasitaria por
helmintos (Madelaireet al, in presg. Altas taxas de vocalizacdo em anuros, por sua ve
estdo associadas a niveis elevados de androg€&Of€ (Emerson & Heiss, 2001, Asgs

al., 2012), os quais apresentam um papel modulad@istiema imune, podendo apresentar
um efeito imunossupressor quando cronicamente ddsvéNava-Castret. al, 2012; Duffy

et. al, 2000; Sapolsky, 1993). Desta forma, uma possimehossupressdo mediada por
niveis elevados destes esteroides durante a tedspoegprodutiva poderia representar o
mecanismo responsavel pelo aumento da intensidadsifaria associada a expressao dos
caracteres sexuais secundarios, postulada pelo lona#e selecdo sexual mediada por

parasitas (Zahavi, 1975; Folstad & Carter, 199dRiset al, 2007).

-1,10 ~
-1,00 ~ .

__-0,90 -

g

o
= 0,80
o

-0,70 A

Inchag

-0,60 H

-0.50 1 P=0012 .

—0,40 T T T T T 1
3,00 2,00 1,00 0,00 -1,00 -2,00 -3,00

Escore do Componente 3

Figura 4: Correlagdo entre o inchago da pata experimenta apdoras da injecdo de PHA (10
pL de uma solucdo de PHA (20mg de PHA / mL de sawsgalina) de 22 individuos machos da
espécieHypsiboas albopunctatudurante vinte e quatro horas e o escore do compari da
PCA (relagéo positiva ente vocalizagdo por minutmseniveis plasmaticos de corticosterona e
negativa destes dois com a hora de observacao).
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Hypsiboas albopunctatué uma espécie de reproducdo continua, mas conre®aio
registros de ocorréncia nos meses chuvosos (Guwsardal, 2011; Maffeiet al, 2011).
Desta forma, o aumento do numero de individuosaro observado no segundo més de
coleta de dados pode estar associado a maior ociar@e chuvas no periodo de coleta. Este
periodo foi caracterizado também por individuos gpresentaram uma maior contagem de
eosinofilos. Os eosindfilos sdo células da imuredathta associadas, principalmente, ao
combate de verminoses (Abbas & Lichtman, 2003).aDwr as chuvas, pode haver um
aumento do numero de larvas nos lagos devido amesnto de agua (Rockaal., 2011),
além destas apresentarem menores taxas de dessevajéres taxas de sobrevivéncia e
maior probabilidade de infectar um hospedeiro (Asoie, 2000). Assim, durante as chuvas,
observamos o aumento da densidade de hospedeiraedao dos corpos de agua e,
possivelmente, um aumento do nimero de larvastanfezs. Esta situacdo deve favorecer a
infeccdo por helmintos, o que poderia explicar onento na contagem de eosinofilos.
Associado a isto, o periodo de maior atividadeadyiva paraH. albopunctatuscorre de
outubro a margo, sendo assim, € possivel que apésesnte vocalizagdo intensa, 0s niveis
elevados de esteroides imunossupressores e uma disponibilidade de larvas no sitio
reprodutivo tenham promovido um aumento da intedparasitaria (Folstad & Karter,
1992; Saincet al., 1995). A relagéo entre a ocorréncia de chuvas.eatonna intensidade
parasitaria e aumento na contagem de eosindfilesa nespécie permanece como uma
hipotese a ser testada.

Diversos mecanismos da resposta imune humoral eagegs potencial para atividade
bactericida pronunciada em varios grupos de vextles, incluindo anuros (Cooper, 1985;
Merchantet. al, 2003; Milletet. al, 2007; Gomest. al, 2012). Ensaios com algumas
espécies de anuros do Brasil, tais cdrinella icterica, R. ornata, R. jimi, R. schneider

Scinax fuscovarig Hypsiboas fabercomprovaram uma capacidade bactericida plasmatica
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contraE. coli com valores entre 30 e 100% de mortalidade bacir{Assiset. al, dados
enviados para publicacdo). Entretanto, o plasmanaetdium macho dél. albopunctatus
incluido no presente estudo demonstrou capacidadericida, mesmo quando a proporcéo
entre plasma e patdégeno foi nove vezes mais a#iaaqotineiramente utilizada para anuros.
A resposta imunitaria em anfibios € complexa e tdoida por diversos mecanismos que
incluem tanto componentes humorais como anticoiptIs;inas, entre outros, quanto células
da imunidade inata e adquirida (neutréfilos, maayos, linfocitos), responsaveis pela
atividade fagocitica de particulas e células indeses (Robert & Ohta, 2009).
Adicionalmente, existem peptideos cutaneos prodszédespalhados sobre a pele com acéo
bactericida, atuando assim como primeira barreicdefpra da imunidade inata (Rollins-
Smith et. al, 2005). E possivel quél. albopunctatusapresente, em alternativa aos
componentes da resposta humoral, maior investimantmecanismos de defesa celular mais
pronunciados, como a resposta celular inflamatdifHA evidenciada em nosso trabalho, e
producédo de peptideos cutdneos que apresentemc@maactericida pronunciada.

A relagao N/L tem sido considerada uma medida ttess®, dado que um aumento dos
niveis de glicocorticoides em resposta a um evesgtyessor altera a relagdo NIL,
promovendo neutrofilia e linfopenia na corrente ggdnea em diversos grupos de
vertebrados, incluindo anfibios (Dawt al, 2008). Em resposta a um estressor, entretanto,
alteracdes em CORT costumam ser muito mais rapdameras que as alteracdes na
relacdo N/L (Daviset. al, 2008). Esta defasagem temporal existente esti@taracoes de
CORT e da relagédo N/L em resposta a um estressom © esfor¢o vocal sustentado em
anuros, pode possivelmente explicar o fato de C@pFecer associado a taxa de vocalizacao
em um componente isolado da variacdo na relacdoeNiLmachos dél. albopunctatus
Nesta espécie, individuos que apresentaram umar medagdo N/L apresentaram também

menor massa testicular e menor indice corporeo. oBsipel que este conjunto de
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caracteristicas reflita uma situacdo de catabolisnibicdo da funcéo testicular e alteracdes
celulares imunologicas associadas a ativacdo @oda eixo HPI durante a temporada
reprodutiva (Sapolsky, 1993; Emerson, 2001; Davisal, 2008). As relacdes causais entre
CORT, indice corpéreo, massa testicular e imunoedémgia permanecem por serem
estudadas nesta espécie.

Assim como outras espécies de anfibios anioslbopunctatusapresenta a taxa de
vocalizacdo diretamente relacionada a CORT (Emerg2001; Assiset. al, 2012). Este
padrédo tem sido interpretado como resultado dodatque o esforco vocal em anuros € uma
atividade de alto custo metabdlico (Taigen & Well985; Wells & Bevier, 1997), e a
corticosterona apresenta um papel fundamental materacdo da atividade fisica através da
mobilizacdo de reservas energéticas e da gliconesgéa partir de acidos graxos e
aminoacidos (Tharp, 1975; Weber, 1992; Malisthal., 2007; Norris, 2007; Wackt. al,
2012). Desta maneira, seria possivel inferir quividuos com maiores taxas de vocalizacao
tenderiam a requerer maiores gastos energéticmmsequentemente, maiores CORT. O coro
deH. albopunctatuse estabeleceu no inicio da noite com maior nUmenmachos no coro,
CORT e maiores taxas de vocalizacdo, sendo queidaae vocal cessava gradativamente
apos as trés primeiras horas de inicio do core fash poderia refletir em uma diminuicdo de
CORT ap6s as horas iniciais. Entretanto, Emersdétess, 2001 encontraram um padréo
diferenciado par&seudacris triseriataonde CORT se elevou com o passar do tempo durante
atividade vocal. Contudo, esta espécie apresexds tie vocalizagbes muito altas, com uma
média de 1332 vocaliza¢cbes/hora (Cocroft e Rya@s)ldiferentes do padrdo encontrado
paraH. albopunctatuscom uma média de 640 vocaliza¢Bes/hora. A cangdio da demanda
associada ao exercicio aerobio e da variacdo @rtadsobre CORT para espécies com
diferentes taxas de vocalizagdo permanece pomsestigada. Adicionalmente, individuos

com maiores taxas de vocalizagdo e maior CORT apt@sam menor resposta inflamatoria
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cutdnea ao desafio com PHA. Niveis cronicamenteadtes de corticosterona na corrente
sanguinea podem atuar na inibicdo da adeséo egdigoe neutrofilos para tecidos lesados,
reduzindo ou até mesmo inibindo a formacdo do psmenflamatorio (Perretti & Flower,

2003). Em resposta a PHA, os neutréfilos migramiahmente para o tecido lesado e,
juntamente com os linfécitos, sdo responsaveippamnover o processo inflamatorio e pela
reparacao do tecido lesado (Martinell al, 2005; Brownet. al, 2011). Desta maneira é

possivel considerar que os individuos com maioa@ast de vocalizacdo e CORT e que
apresentaram menor inchaco em resposta a PHA, passtar sob efeito de uma possivel
imunossupressao celular. Entretanto, a relacdacangre CORT e imunidade mediada por

células permanece por ser estudada.

Consideracoes finais

Este é o primeiro estudo mostrando uma relacadiym&ntre a taxa de vocalizacao
com CORT e negativa com um aspecto da imunocompat&m uma espécie de anfibio
anuro. Estes resultados evidenciam a possivel tdmpma da corticosterona como um
horménio mediador do compromisso entre a manutedgaesforgo vocal em anuros e uma
potencial imunossupressao em relacdo a imunidadéedeepor células durante a temporada
reprodutiva. As relagBes causais entre esforcolyvaoeeis plasméticos de corticosterona e
imunocompeténcia, bem como sua relevancia paratemsidade parasitaria e a selecao

intersexual, permanecem por ser investigadas gagie.
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* H. albopunctatusdo apresentou capacidade bactericida plasmaticea&. coli ndo
patogénica, demonstrando assim uma resposta hurpotedo pronunciada contra este
antigeno;

* Houve uma relacdo negativa entre a relacdo N ooindice corporeo e massa
testicular, indicando uma possivel situacdo debcditano e diminuicdo da atividade
testicular através da ativacéo frequente do eigot@iamo-hipdfise-inter-renais;

* Em periodos com maior nimero de individuos no,dooove uma maior contagem
de eosindfilos, indicando uma possivel relacdoeedensidade de hospedeiros no coro e
ocorréncia de infec¢des helminticas;

* O coro deH. albopunctatusse estabeleceu no inicio da noite com altas tdras
vocalizacdo e CORT, havendo uma reducao das t&xasadlizacdo e dos niveis hormonais
no decorrer do periodo total de atividade vocal;

¢ Individuos que vocalizaram mais cedo, com maita®as de vocalizacdo e CORT
apresentaram menor inchago em resposta a PHAamatbcum possivel compromisso entre a

CORT e a imunidade mediada por células.
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' 4 UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

tituto de

OF.CEUA/IB/011/2013
Ref 2013.1.509.41.2
Sdo Paulo, 22 de marco de 2013

Prezado Senhor

Dirijo-me a V. Sa. para informar que a Comissio de Etica no Uso de
Animais do 1B (CEUA), em reunido realizada no dia 19 de margo de 2013, APROVOU
o Projeto “Relagdes entre taxa de vocalizacdo, niveis plasmaticos de corticosterona e
imunocompeténcia em Hipsiboas albopuciaius (Anura: Hylidae)” - Protocolo
17972013, de sua responsabilidade (Colaboradora Stefanny Christie Gomes Monteiro)

O pesquisador responsavel devera comunicar a esta Comissdo qualquer
alteracfo e/ou intercorréncia que houver durante a realiza¢ao da pesquisa.

Lembramos que deverdo ser apresentados os relatorios anuais ou final,
conforme modelo disponivel no link desta Comissao.

Atenciosamente,

Profa. braA M

y
ariz Vainzof

Coordenadora da Comissdo de Etica no
Uso de Animais do IB (CEUA)

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. FERNANDQ RIBEIRO GOMES
Departamento de Fisiclogia - IBUSP

ssa 14 n° 321 - Ck
340 Paulo - Brasil - hity

-900 - Cidade Universitaria
w.ib.usp.br

Rua do Mat&o - T

Anexol: Certificado do comité de ética do projeto: “Rekgd@ntre taxa de vocaliza'géo,
niveis plasmaticos de corticosterona e imunocomp&téem Hypsiboas albopunctatus

(Anura: Hylidae)
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