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CAPITULO 1 - TITULO

CAPITULO 1

HELMINTOFAUNA DE TRES ESPECIES DE ANUROS EM DIFERENTES

PERIODOS DO CICLO REPRODUTIVO NO SEMI-ARIDO CAATINGA, RIO

GRANDE DO NORTE, BRASIL
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CAPITULO 1 - RESUMO

Resumo

O semi-arido Caatinga é caracterizado por altas temperaturas e chuvas sazonais que
determinam o padrdo reprodutivo de anfibios anuros. Algumas espécies, como
Pleurodema diplolister, estivam durante o periodo da seca e outras, como Rhinella jimi
e R. granulosa, mantém atividade de forrageamento neste periodo. Os diferentes
padrdes de atividade exibidos por essas espécies no periodo da seca, e a agregacao de
individuos em corpos d’agua durante a temporada reprodutiva poderiam ser fatores que
influenciam a prevaléncia e intensidade de infeccdo de endoparasitas. A helmintofauna
dessas trés espécies de anuros foi descrita e comparada em diferentes periodos do ciclo
reprodutivo (A) durante a seca, (B) durante as chuvas, quando 0s machos estdo
vocalizando e (C) no intervalo entre as chuvas durante o periodo reprodutivo. N&o
houve diferencas entre os periodos para prevaléncia e intensidade de infeccdo de
parasitas totais nas especies do género Rhinella. Possivelmente a pressao por parte dos
parasitas seja constante ao longo do ano, ou 0s animais apresentem ajustes fisiologicos
para lidar com a maior pressao por parte dos parasitas durante a temporada reprodutiva.
Os individuos de P. diplolister apresentaram maior prevaléncia e abundancia média de
parasitas no periodo de estivacdo e apenas um individuo apresentou um helminto
durante o periodo de chuvas, isso pode ser considerado uma possivel evidéncia de que
apenas individuos livres de parasitas apresentariam condicGes para se reproduzir no
periodo pos-estivacdo. Rhinella jimi e R.granulosa apresentaram maiores prevaléncias e
intensidade de infec¢do quando comparados com P. diplolister, essa diferenca pode ser
devido aos diferentes padrbes de atividade, ou devido a distancia filogenética entre as
espécies. O presente estudo representa registros inéditos de helmintofauna para as
espécies estudadas e contribui para o inventario da helmintofauna dos anuros brasileiros

e distribuicdo geografica dessas espécies de parasitas.
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CAPITULO 1 - ABSTRACT

Abstract

The semi-arid Caatinga is an environment characterized by high temperatures
and unpredictable seasonal rains that determine the breeding season of anurans.
Caatinga anurans deal with the dry season in different ways, while Pleurodema
diplolister aestivate borrowed, Rhinella granulosa and R. jimi remain foraging around
permanent lakes and the three species stay aggregated in pounds and lakes during the
breeding. These activity partners could affect the parasitological parameters. In this
way, this is a very interesting model for comparative studies of the seasonal variation of
prevalence, mean intensity and mean abundance of infection. We collected males from
these three species during the periods: (A) dry season, (B) during the rainfall, when
males are calling, and (C) in the interval between rainfalls, when males are foraging
within the reproductive season. Parasitological parameters for total parasites did not
differ between periods for Rhinella species. This result indicated that parasite pressure
could be constant through the year or animals had physiological adjustments to deal
with higher parasite pressure during breeding season. In the other hand, P. diplolister
presented higher prevalence and mean abundance of total parasites during the
aestivation, and during the rain period only an animal presented one parasite. These
results could be considered as an evidence of negative effect caused by parasites during
aestivating period. Possible indicated that only free parasite individuals could be able to
emerge and reproduce. Rhinella species presented higher prevalence and mean intensity
of infection than P. diplolister. This difference could be attributed to different activity
patters during the dry period or due to phylogenetic distance between them. This study
presented new records of endoparasites for these species and contributed to knowledge

and geographic distribution of parasites anuran species.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAOQ

Introducéo

A caatinga € um dominio morfoclimatico brasileiro que ocupa uma area de
800.000km? e é caracterizado por altas temperaturas e chuvas sazonais. Este ambiente
apresenta uma herpetofauna abundante (Trefaut, 2003), no entanto a helmintofauna
dessas espécies é pouco conhecida. Ha apenas registros de helmintofauna de espécies de
lagartos (Almeida et al. 2008a, Almeida et al. 2008b) e nenhum registro publicado

sobre helmintofauna de anfibios.

As limitadas chuvas que ocorrem sazonalmente na caatinga determinam o
padrdo reprodutivo dos anfibios anuros (Abe, 1995). Durante a estacdo seca, 0S
individuos apresentam ajustes fisiologicos e comportamentais as altas temperaturas e
escassez de agua superficial. Algumas espécies, como Pleurodema diplolister e
Proceratophrys cristiceps, estivam enterrando-se em solos proximos a fontes de agua
subterranea, conhecidas localmente como cacimbas (Pereira, 2009). Por outro lado,
Rhinella jimi e R. granulosa permanecem em atividade, se alimentando e utilizando
corpos de agua permanentes para hidratacdo (C.B.M. - observacdo pessoal). Estas
diferencas interespecificas em manutencéo de atividade durante o periodo de seca, na
Caatinga, apresentam um interessante sistema para o estudo da variacdo anual em
prevaléncia e intensidade de infeccdo parasitaria. Espera-se que durante a época
reprodutiva, os animais apresentem maiores prevaléncias e intensidade de infec¢édo
parasitaria devido a maiores niveis de atividade e agregacdo em corpos d'dgua em que
os individuos ficam mais expostos a contato e ingestdo de larvas e ovos (Poulin e

Morand, 2000). Entretanto, como as vias de infeccdo por parasitas continuam ativas

Dissertacao de mestrado - Carla Bonetti Madelaire



5

CAPITULO 1 - INTRODUCAOQ

durante a seca para as espécies que permanecem em atividade de forrageamento, espera-
se que estas espécies apresentem diferencas menos marcantes em prevaléncia,
intensidade de infeccdo e nimero de espécies de parasitas entre as diferentes fases do

ciclo reprodutivo, quando comparadas com as espécies estivadoras.

Os objetivos deste estudo sdo: (1) descrever a helmintofauna que ocorre nessas
trés espécies de anuros; (2) comparar os padrdes de prevaléncia, intensidade média de
infeccdo, e abundancia média de infeccdo nas espécies estudadas e nos seguintes
periodos: (A) durante a seca, fora do periodo reprodutivo; (B) durante as chuvas,
quando os machos estdo dentro do periodo reprodutivo e apresentando atividade vocal,
e (C) no intervalo entre as chuvas durante o periodo reprodutivo, quando os machos

interrompem a atividade vocal e permanecem em atividade de forrageamento.

Dissertacao de mestrado - Carla Bonetti Madelaire



6

CAPITULO 1 - MATERIAIS E METODOS

Materiais e métodos

Espécies incluidas e sitio de estudo

Foram coletados machos de trés espécies de anuros que ocorrem
simpatricamente no Municipio de Angicos (RN), no bioma da Caatinga: 41 individuos
de Pleurodema diplolistris (Leiuperidae/Anura) (Figura 1), que apresenta
comportamento de estivacdo fora da temporada reprodutiva; e 47 individuos de Rhinella
jimi (Figura 2) e 59 individuos de R. granulosa (Figura 3) (Bufonidae/Anura), que
permanecem em atividade de forrageio fora da temporada reprodutiva, nesta localidade.
As coletas ocorreram ao longo do ano de 2011, em trés diferentes periodos: (A) durante
a temporada reprodutiva, em um periodo entre dois surtos reprodutivos de 11 a 21 de
janeiro (periodo entre chuvas); (B) durante um surto reprodutivo que acompanhou um
evento de chuvas de 22 a 24 de janeiro (periodo de chuva), e (C) no periodo da seca, de
6 a 17 de outubro. Os individuos de R. jimi e R. granulosa foram coletados nos trés
periodos acima descritos, enquanto os individuos de P. diplolister foram coletados
apenas nos periodos de chuvas e de seca. Todas as coletas foram realizadas na Fazenda

Séo Miguel, Angicos, RN (5°30'43"S. 36°36'18"W) (Figura 4).

Método de campo

Os animais capturados foram identificados e mantidos em recipientes plasticos
individualizados. No dia seguinte, os animais foram pesados (0,01g), mortos com uma
injecdo intraperitonial (75mg/kg) de solucdo de tiopental sdédico (25mg/mL)

(Thiopenthax®) e, em seguida, todos os 6rgdos internos e a cavidade celomatica foram
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CAPITULO 1 - MATERIAIS E METODOS

avaliados quanto a presenca de helmintos. Os helmintos encontrados foram fixados e

armazenados.

Identificacdo e analise ecoldgica dos helmintos

Os helmintos foram coletados, cuidadosamente limpos, processados e
armazenados seguindo-se metodologias classicas (Amato et al. 1991). Os helmintos
armazenados foram quantificados e identificados em nivel de familia, género e espécie,
de acordo com a literatura (Jewell, 1916; Yamaguti, 1959; Yamaguti, 1961; Stumpf,
1981/1982a; Stumpf, 1981/1982b; Schmidt, 1986, Vicente et al. 1991; Smales et al.

2007).

Trematodeos.

Trematddeos foram coletados e submetidos a fixacdo ap0s compressao entre
lamina e laminula empregando-se 0 AFA como solucédo fixadora (Amato et al. 1991) e
corados pela técnica do carmim cloridrico para analise morfologica e morfométrica de
estruturas de valor sistematico. Para a identificacdo das espécies de trematddeos foram

utilizados os estudos de Travassos et al. (1969) e Yamaguti (1971).

Nematodeos.

Nematddeos foram coletados e fixados em solucdo de AFA, a quente (Amato et
al. 1991). Para a analise, esses nematodeos foram submetidos a clarificacdo pelo
lactofenol de Aman (Andrade, 2000), sendo posteriormente analisados quanto a
morfologia e morfometria de estruturas de valor sistematico. A identificacdo foi baseada

nos estudos de Yamaguti (1961) e Vicente et al. (1991).
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CAPITULO 1 - MATERIAIS E METODOS

Cestddeos.

Os cestodeos foram coletados e submetidos a fixacdo apds compressdo entre
lamina e laminula empregando-se o0 AFA como solucédo fixadora (Andrade, 2000; Rey,
2001) e corados pela técnica do carmim cloridrico para analise morfologica e
morfométrica de estruturas de valor sistematico. A identificacdo foi baseada nos estudos

de Jewell (1916), Yamaguti (1959), Stumpf (1981/1982), e Schmidt (1986).

Todas as espécies de helmintos tiveram seus dados morfométricos e
fotomicrografias obtidas em sistema computadorizado para analise de imagens QWin
Lite 3.1, adaptado em microscopio DMLB (Leica) no Laboratorio de Parasitologia de
Animais Silvestres, do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociéncias,

UNESP, Campus de Botucatu, com a colaboracdo do Prof. Dr. Reinaldo José da Silva.

Analise ecoldgica

As analises ecoldgicas parasitarias (prevaléncia, intensidade média de infecgéo e
abundancia média) foram realizadas segundo Bush et al. (1997). Amostras de todos 0s
helmintos foram mantidas na colecdo helmintolégica do Departamento de Parasitologia

do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu.

Analise estatistica

Para testar diferencas em prevaléncia das diferentes espécies de parasitas entre
os periodos (entre chuvas, de chuvas e de seca), utilizamos o Teste-Z, e para a
intensidade média de infeccdo (IMI) e abundancia média (AM) de infeccdo utilizamos o

teste de Mann-Whitney. O Teste-Z foi realizado para prevaléncia total e prevaléncia de
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CAPITULO 1 - MATERIAIS E METODOS

cada espécie de parasita nos diferentes periodos; e o teste de Mann-Whitney foi
realizado para IMI e AM total e IMI e AM de cada espécie de parasita, nos diferentes
periodos. O nivel estatistico de significancia utilizado foi de P < 0.05. Essas analises
estatisticas foram realizadas no programa Sigma Stat 3.10 (Systat Software, 72 Inc.,

Chicago, Illinois).
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CAPITULO 1 - RESULTADOS

Resultados

Dos individuos analisados de R. jimi, 93,6 % estavam parasitados por alguma
espécie de helminto, sendo que a intensidade de infeccéo variou de 1 a 362 parasitas. Os
machos de R. granulosa apresentaram uma prevaléncia de 79,6%, tendo a intensidade
de infeccdo variado de 1 a 146 parasitas. Da amostra coletada de P. diplolister, 22%
apresentou endoparasitas, e a intensidade de infec¢do variou entre 1 a 4 parasitas.

Os 4139 parasitas coletados estdo distribuidos entre as classes Nematoda,
Trematoda, Cestoda, e Acantocephala (Figura 5). Estes parasitas foram identificados
como seis espécies de helmintos distribuidos em seis diferentes familias: Rhabdias sp.
(Rhabdiasidae), Aplectana sp. (Figura 6 e 7) (Cosmocercidae), Oswaldocruzia sp.
(Figura 8 e 9) (Molineidae), Physaloptera sp. (Figura 10) (Physalopteridae), Plagiorchis
rangeli (Figura 11) (Plagiorchiidae), Cylindrotaenia americana (Figura 12-14)
(Nematotaeniidae).

N&o houve diferencas de intensidade média de infeccdo entre os diferentes
periodos para o conjunto dos parasitas encontrados nas trés espécies de anuros. Das trés
espécies estudadas, apenas P. diplolister apresentou maior prevaléncia (z= 2,427; P =
0,015) e abundancia media (t = 366,5; P = 0,004) do total de parasitas no periodo de
seca, quando comparada ao periodo de chuvas (Tabela 1).

Com relacdo aos parasitas de R. jimi, a espécie mais prevalente foi Rhabdias sp.,
seguido por Oswaldocruzia sp.!, parasita de intestino delgado. Cylindrotaenia
americana apresentou abundancia média maior no periodo seco quando comparado com
0 periodo entre chuvas (t = 146,500; P = 0,042) e de chuvas (t = 250,000; P = 0,021).

Oswaldocruzia sp.?, parasita de intestino delgado, apresentou maior intensidade média
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CAPITULO 1 - RESULTADOS

de infeccdo no periodo entre chuvas quando comparado com a periodo de seca (t =
125,500; P = 0,007). Aplectana sp.}, parasita de intestino delgado, apresentou menor
prevaléncia no periodo entre chuvas quando comparado com o periodo chuvoso (z=
2,935; P = 0,003), e com a periodo de seca (z= 2,419; P = 0,016) (Tabela 2).

Rhinella granulosa apresentou maiores prevaléncias para os helmintos C.
americana e Aplectana sp.’, parasita de intestino grosso. Apenas a espécie
Oswaldocruzia sp. apresentou maior prevaléncia no periodo de chuvas quando
comparado com o periodo de seca (z= 2,252; P =0,024) (Tabela 3).

Pleurodema diplolister apresentou apenas duas especies de helmintos
identificados: C. americana e Aplectana sp. No periodo de chuvas foi encontrado
apenas um helminto (C. americana) em um individuo; e no periodo de seca foram

encontrados 16 helmintos em seis individuos (Tabela 4).
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Discusséo

De uma forma geral, os resultados ndo corroboram as hipéteses formuladas. Para as
espécies do género Rhinella ndo houve diferencas entre periodos nos parametros
parasitologicos totais. No entanto, algumas espécies de parasitas apresentaram
diferencas de prevaléncia e intensidade de infeccdo entre periodos, possivelmente
devido a ecologia dos meios de infeccdo. No caso de P. diplolister, embora houvesse
uma diferenca marcante dos parametros parasitologicos totais entre periodos, como
esperado para uma espécie estivadora, houve maior prevaléncia e abundancia media de
infeccdo de parasitas no periodo da seca.

A auséncia de diferencas entre periodos para os parametros parasitoldgicos nas
espécies do género Rhinella, pode indicar que maiores niveis de atividade de agregacao
de individuos ndo afetam a prevaléncia e intensidade de infeccéo, pois a pressdo por
parte dos parasitas permanece constante ao longo do ano. Outra hipotese possivel é a
que os individuos apresentem ajustes fisiolégicos para lidar com a maior pressao
parasitaria na estacdo chuvosa, mantendo os niveis de prevaléncia e intensidade de
infeccdo constantes ao longo do ano.

As duas espécies de parasitas que apresentaram diferencas de parametros
parasitologicos em Rhinella entre os periodos, tem ecologias de vias de infeccdo
diferentes. Aplectana sp. apresenta ciclo direto, sendo a larva ingerida pelo hospedeiro
(Anderson, 2000). Assim, maiores prevaléncias desse helminto no periodo entre chuvas
para R. jimi podem ter ocorrido devido a grande ingestdo de larvas infectantes
juntamente com a maior quantidade de alimento ingerido neste periodo (Arneberg,

2002). No periodo reprodutivo, R. jimi e R. granulosa também apresentaram maior
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CAPITULO 1 - DISCUSSAQ

intensidade de infecgdo por Oswaldocruzia sp., um parasita que apresenta ciclo direto,
com penetracdo ativa da larva através da pele do hospedeiro (Anderson, 2000). E
possivel que no periodo do ano em que o solo estd mais Umido, estas larvas tenham
menores taxas de dessecacdo, maiores taxas de sobrevivéncia e maior facilidade de
encontrar seus hospedeiros e infecta-los.

Em P. diplolister, os individuos apresentaram maior prevaléncia e abundancia
média de parasitas no periodo de estivacdo. A auséncia de parasitas nos individuos
coletados durante o periodo de chuvas também ja havia sido encontrado para S. couchii
(Tinsley, 1990), e tem sido interpretado como uma possivel evidéncia de que 0s
parasitas afetariam a condigé@o corpdrea do hospedeiro durante a estivacao, de forma que
apenas individuos livres de parasitas apresentariam condi¢Ges para se reproduzir no
periodo pds-estivacdo (Tocque, 1993). Dos quatro helmintos encontrados em P.
diplolister durante o periodo de seca, dois se encontravam em estagio larval (nematodeo
ndo identificado, C. americana). E possivel que as larvas tenham se instalado durante o
periodo reprodutivo ou de forrageamento, e ndo maturado até o estagio adulto, como
também previamente observado em Scaphiopus couchii (Tocque, 1993). Para C.
americana, a manutencdo de estagio larval talvez seja induzida pela auséncia de
nutrientes disponiveis durante o periodo de seca (Tocque, 1993), pois este helminto
habita o intestino delgado e absorve nutrientes provenientes do alimento ingerido pelo
hospedeiro (Holmes & Zohar, 1990). Além disso, a privacdo alimentar do hospedeiro
promove uma diminuicdo das vilosidades intestinais, dificultando a fixacdo dos
helmintos adultos (Sukhdeo et al. 2002). Assim, a manutencao do estagio larval durante

a estivacdo poderia aumentar o valor adaptativo destes parasitas.

Dissertacao de mestrado - Carla Bonetti Madelaire


http://scholar.google.com.br/scholar?hl=pt-BR&as_sdt=0,5&q=Scaphiopus+couchii

14

CAPITULO 1 - DISCUSSAQ

Os helmintos endoparasitas podem infectar seus hospedeiros de duas formas, sendo
ingeridos na forma de ovos ou larvas, ou penetrando ativamente pela pele (Sukhdeo et
al. 2002). De acordo com a hipétese de trabalho, R. jimi e R.granulosa apresentaram
maiores prevaléncias e intensidade de infeccdo quando comparados com P. diplolister.
As espécies estudadas do género Rhinella, permanecem em atividade e alimentam-se ao
longo de todo o ano, implicando na manutencéo da atividade das vias de transmisséo de
parasitas nestes animais (Arneberg, 2002). Em contraposicéo, as baixas prevaléncias de
parasitas de P. diplolister podem estar relacionadas ao curto periodo de atividade anual
deste anuro (Pereira, 2009). Os individuos de P. diplolister ficam expostos a eventos de
possivel contato com larvas e ovos de parasitas apenas durante o curto periodo de
chuvas, o que resulta numa fauna restrita de helmintos. Este padrdo foi também
observado para Scaphiopus couchii, outro anuro que habita regides aridas (Tinsley,
1990). Entretanto, ndo podemos descartar também uma possivel influéncia das relagdes
filogenéticas entre os anuros estudados nos resultados de prevaléncia e intensidade de
infeccdo observados. Espera-se que espécies mais proximas filogeneticamente
apresentem padrdes de infeccdo e espécies de parasitas similares, devido a semelhanca
de nichos, comportamento e morfologia (Wiens e Graham, 2005; Lima Jr et al. 2012).
Assim, os diferentes padrdes de prevaléncia e intensidade de infeccdo encontrados
podem ser explicado pela maior distancia filogenética de P. diplolister em relacdo as
espécies do género Rhinella.

As seis espécies de helmintos encontrados nos trés anuros estudados sdo de ampla
distribuicdo geografica e comum a diversas espécies de anfibios brasileiros. Parasitas

dos géneros Oswaldocruzia e Aplectana ja foram descritos para R. ornata, R. icterica,
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R. marina; Rhabdias ssp. ja foi descrito para R. icterica, R. margaritifera, R. rubescens;
parasitas do grupo Acantocephala ja foram descritos para R. icterica e R. granulosa; R.
schneideri ja& foi relatado sendo hospedeiro de Oswaldocruzia ssp.; R. granulosa
hospedeiro de Aplectana ssp. e Physaloptera sp.; e R. fernandezae como hospedeiro de
Aplectana sp. (Vicente et al. 1991; Luque et al. 2005; Santos e Amato, 2010) .

O presente estudo representa registros inéditos de helmintofauna para R. jimi e
P. diplolister; e registro inédito da helmintofauna de R. granulosa na regido semi-arida
brasileira. Além disso, esses resultados contribuem para o inventario da helmintofauna

dos anuros brasileiros e distribuicdo geografica dessas espécies de parasitas.
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Tabela 1. Prevaléncia, intensidade media de infeccdo e abundancia média dos parasitas de
Rhinella jimi, R. granulosa e Pleurodema diplolister nos periodos entre chuvas, chuvas e

seca.
Prevaléncia IMI AM

EC C S EC C S EC C S

Rhinella jimi 100 100 83,3 752 821 424 752 82,1 353

Rhinella granulosa 81,2 851 76,1 47,2 258 29,8 38,6 47,2 22,7

Pleurodema diplolister - 4,20 40° - 1 272 - 0,04° 0,9

EC = Periodo entre chuvas; C = Periodo de chuvas; S = Periodo de seca; IMI = Intensidade média de
infeccdo; AM = Abundancia média. Letras diferentes representam P < 0,05.

Tabela 2. Prevaléncia, intensidade média de infec¢do e abundéncia média dos parasitas de Rhinella jimi,

nos periodos entre chuvas, chuvas e seca.

Espécie Prevaléncia IMI AM Orgdo
EC C S EC C S EC C S

Rhabdias sp. 91,6 824 72,2 18,3 22,6 17,2 16,8 18,6 12,4 Pulméo
Plagiorchis rangeli 75 529 388 16,4 12,4 157 123 6,6 6,1 ID
Cylindrotaenia americana 8,3 11,8 44,4 3 1 46 0,25° 0,12* 21° ID
Oswaldocruzia sp.* 66,7 529 722 155° 99 69° 103 52 5 ID
Oswaldocruzia sp.? - - 16,7 - - 27 - - 0,44 IG
Oswaldocruzia sp.’ - 118 111 - 15 2 - 0,18 0,22 EST
Aplectana sp. 8,3* 17,6 27,8 5 137,7 22,8 042 243 63 ID
Aplectana sp.2 25 29,4 22,2 140,3 92 12 351 27,1 2,7 IG
Larva de nematddeo - - 55 - - 1 - - 0,06 IG

EC = Periodo entre chuvas; C = Periodo de chuvas; S = Periodo de seca; IMI = Intensidade média de infeccdo; AM =
Abundancia média; ID = Intestino delgado; IG = Intestino grosso; EST = Estdmago. NUmeros diferentes em parasitas do
mesmo género tem correspondéncia com drgao parasitado, 1 para intestino delgado e 2 para intestino grosso. Letras
diferentes em cada espécie de helminto representam P < 0,05;
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Tabela 3. Prevaléncia, intensidade média de infeccdo e abundancia média dos parasitas de Rhinella

granulosa, nos periodos entre chuvas, chuvas e seca.

Espécie Prevaléncia IMI AM Orgdo
E C S EC C S EC C S

Rhabdias sp. 182 5 - 2 46 - 0,36 0,85 - Pulmaéo
Larva de Physalopterasp. - 259 - - 26 - - 067 - EST
Acantocephala - 14 - - 25 - - 019 - EST
Plagiorchis rangeli - - 95 - - 9 - - 0,86 ID
Cylindrotaenia americana 18,2 14,8 41 3 3 51 0,55 0,44 1,95 ID
Oswaldocruzia sp. - 4447 95° - 164 25 - 73 0,24 ID
Larva nematodeo - 37 - - 5 - - 019 - IG
Aplectana sp.* 455 - 286 76 - 83 35 - 238 ID
Aplectana sp.? 818 - 667 43 - 26 352 - 173 IG
Larva de nematddeo 9 - - 1 - - 0,09 - - EST

EC = Periodo entre chuvas; C = Periodo de chuvas; S = Periodo de seca; IMI = Intensidade média de infeccdo; AM =
Abundancia media; ID = Intestino delgado; IG = Intestino grosso; EST = Estdmago. NUmeros diferentes em parasitas do
mesmo género tem correspondéncia com 6rgao parasitado, 1 para intestino delgado e 2 para intestino grosso. Letras

diferentes representam P < 0,05.

Tabela 4. Prevaléncia, intensidade média de infeccdo e abundancia média dos parasitas de

Pleurodema diplolister, nos periodos chuvas e seca.

Espécie Prevaléncia IMI AM Oraso
P C s C s C s g
Cylindrotaenia americana 42 133 1 1 0,04 0,13 ID
Tetrathyridium C. americana - 13,3 - 15 - 0,2 ID
Helminto ndo identificado - 13,3 - 1 - 0,13 EST
Larva de nematodeo - 13,3 - 15 - 0,2 ID
Aplectana sp. - 26,7 - 15 - 0,4 IG

C = Periodo de chuvas; S = Periodo de seca; IMI = Intensidade média de infeccdo; AM = Abundancia média;
ID = Intestino delgado; IG = Intestino grosso; EST = Estdmago
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Figura 1. Macho de Pleurodema diplolister
vocalizando — Foto: Isabel C. Pereira
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Figura 2. Macho de Rhinella jimi — Foto: Braz Titon Jr.
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Figura 4. Fazenda S&o Miguel, Ang
Corpo de agua permanente, também conhecido como agude. B) Leito seco
Foto: Carla B.

7

do rio, onde P. diplolister é encontrado enterrado —
Madelaire; Braz Titon Jr.

22



23
500 pm

Figura 5. Larva de Acantocephala, parasita de estbmago de
Rhinella granulosa, mostrando em detalhe proboscide (seta).

Figura 6. Regido anterior de macho de Aplectana sp., parasita de intestino
delgado de Rhinella granulosa, mostrando em detalhe bulbo (seta).



Figura 7. Regido posterior de macho de Aplectana sp., parasita
de intestino delgado de Rhinella granulosa, mostrando em

detalhe par de espiculos (setas).

Figura 8. Regido anterior de macho de Oswaldocruzia sp.,
parasita de intestino grosso de Rhinella jimi, mostrando em
detalhe dilatacdo cefalica (seta).




Figura 9. Regido posterior de macho de Oswaldocruzia sp.,
parasita de intestino grosso de Rhinella jimi, mostrando em
detalhe par de espiculos (setas).
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Figura 10. Larva de P ra sp., parasita de estbmago
de Rhinella granulosa, mostrando em detalhe colarete
cefalico (seta).




Figura 11. Regido anterior de Plagiorchis rangeli, parasita de
intestino delgado de Rhinella jimi.

200 pm

Figura 12. Tetrathyridium C. americana, parasita de estbmago
de Pleurodema diplolister, mostrando em detalhe scolex (seta).
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100 ym

Figura 13. Escolex de Cylindrotaenia americana, parasita de
intestino delgado de Rhinella granulosa, mostrando em detalhe
ventosa (seta).

200 um

o

=i

Figura 14. Proglotes maduras de Cylindrotaenia americana,
parasita de estbmago de Pleurodema diplolister, mostrando em
detalhe testiculos desenvolvidos (seta).
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CAPITULO 2

RELACOES ENTRE PARASITISMO E VARIAVEIS MORFOLOGICAS E

FISIOLOGICAS EM DIFERENTES FASES DO CICLO REPRODUTIVO DE

ANFIBIOS ANUROS DA CAATINGA
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Resumo

A grande maioria das espécies de anfibios anuros apresenta um padrdo de reproducéao
sazonal, caracterizado nos machos por um pico de androgenos que desencadeia
maturacao testicular, bem como manutencdo do comportamento sexual. No entanto, os
altos niveis de andrégenos podem apresentar um efeito imunossupressor, podendo
também aumentar a probabilidade de infeccBes parasitarias. A Caatinga brasileira é
caracterizada por altas temperaturas e chuvas sazonais e imprevisiveis que determinam
0 padréo reprodutivo e de atividade dos anuros dessa regido, algumas espécies como P.
diplolister apresentam comportamento de estivacdo durante a seca, ja Rhinella jimi e R.
granulosa permanecem ativos quanto ao forrageamento durante este periodo. As
drasticas variacGes deste ambiente poderiam acentuar os ajustes fisiologicos
apresentados por essas espécies, principalmente para a espécie estivadora. Foram
estudadas as inter-relacdes entre caracteres morfologicos, fisiologicos e parasitologicos
dessas trés espécies de anuros, em trés periodos distintos, (A) durante a temporada
reprodutiva, em um periodo entre dois surtos reprodutivos (periodo entre chuvas); (B)
durante um surto reprodutivo que acompanhou um evento de chuvas e (C) no periodo
da seca. As duas espécies de Rhinella apresentaram evidéncias de modulacGes
imunologicas de acordo com periodo, e correlagdes entre caracteres imunoldgicos,
fisiologicos e numero de parasitas. Pleurodema diplolister apresentou padrbes
imunologicos coerentes com o processo de economia energética durante a estivacao,
como reducdo do numero de leucdcitos totais, com concomitante aumento na contagem
de eosinéfilos e relagdo positiva entre intensidade parasitaria e contagem total de
leucdcitos. As trés espécies estudadas apresentaram deplecdo das reservas energéticas
durante o periodo reprodutivo, possivelmente associada a alta demanda energética do
comportamento vocal. Também apresentaram padrdes similares de maturacéo testicular,
evidenciando que as espécies estudadas possuem um padrdo de reproducdo oportunista,
tipico de espécies que ocupam ambientes aridos. As trés espécies também apresentaram
relacdo entre parametros imunoldgicos e carga parasitaria, no entanto, para esclarecer as
relacBes causais entre esses fatores, sdo necessarios testes adicionais de desafio

imunologico, bem como infeccdo experimental por parasitas.
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Abstract

Most part of anurans show a seasonal pattern of reproduction, when males
display high levels of androgens associated with testicular development and sexual
behavior maintenance. However, high androgens levels also can shows an
immunosuppressive effect resulting in increased parasitological disease. The semi-arid
Caatinga is an environment characterized by high temperatures and unpredictable
seasonal rains that determine the breeding season of anurans. During the dry season,
Pleurodema diplolister aestivate borrowed, Rhinella granulosa and R. jimi remain
foraging. Drastic variation in this environment could increase the physiological
adjustments displayed by these species, mainly by P. diplolister. The inter-relation
between morphological, physiological and parasitological characters was studied in
these three anuran species, in three different periods: (A) dry season, (B) during the
rainfall, when males are calling, and (C) in the interval between rainfalls, when males
are foraging within the reproductive season. The Rhinella species presented evidences
of immunological modulations according to the period and correlations between
immunological, physiological parameters and number of parasites. Pleurodema
diplolister presented immunological patters consistent with the process of energy
economy during aestivation, including total leukocyte reduction, along with eosinophil
increase and positive relation between total leukocyte and parasite intensity. The three
species presented depletion in energy reserves during the breeding season, possibly
associated with the high energy demand of vocal behavior. They also presented a
similar pattern of testicular development, indicating that these species present
opportunistic reproduction pattern, typical of species that occupy arid environments.
The studied species also showed correlations between immunological parameters and
parasite load, however, to clarify the causal relation between these parameters,

additional immunological challenges and experimental parasite infection are necessary.
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Introducéo

A maioria das espécies de anfibios anuros é caracterizada por reproducdo
sazonal (Wilczynski et al. 2005). Nos machos, os picos de andrégenos que ocorrem
durante a fase de reproducdo encontram-se associados ao aumento da massa testicular e
a atividade espermatogénica (Cei et al. 1996), desenvolvimento das caracteristicas
morfoldgicas sexuais secundarias e manutengdo do comportamento sexual (Moore,
2005). Embora a manutencdo de altos niveis de testosterona durante a temporada
reprodutiva promova a expressao dos caracteres sexuais secundarios, estudos realizados
com aves e mamiferos tém demonstrado seu efeito imunossupressor (Norton e Wira,
1977; Weinstein et al. 1984; Grossman, 1984; Hou e Zheng, 1988; Cézilly et al. 2002).
Esta reducdo da imunocompeténcia durante a fase reprodutiva aumenta a probabilidade
de infeccOes parasitarias (Nordling et al. 1998), e estudos de selecdo artificial para uma
alta imunocompeténcia resultaram em reducéo da ocorréncia de infec¢cOes parasitarias, e
evidenciaram correlagdo genetica negativa da imunocompeténcia com niveis de
testosterona e esfor¢o reprodutivo em roedores (Mills et al. 2010), e com o nivel de
ornamentacao sexual em aves (Verhulst et al. 1999). Desta forma, a variacdo sazonal de
horménios esterdides pode produzir efeitos fenotipicos correlacionados, com
consequéncias potencialmente antag6nicas para o valor adaptativo (Ketterson e Nolan,

1994).

A imunossupressao ocasionada pelos altos niveis de androgenos durante a
temporada reprodutiva tem sido interpretada por alguns autores como um compromisso
de realocacdo energética nas diferentes fases da historia de vida dos animais (Zuk e
Stoehr, 2002; Martin et al. 2008). Devido ao alto custo energético de manutencdo de um
sistema imune de alto desempenho (IImonen et al. 2003), durante a época reprodutiva

ha um investimento macico no esforco de deixar descendentes e concomitante
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decréscimo da atividade imunitaria (Martin et al. 2008). Por outro lado, 0 aumento da

atividade imunitaria fora do periodo reprodutivo promoveria um aumento da
probabilidade de sobrevivéncia até o proximo evento reprodutivo (Goldman, 2001;
Nelson, 2004; Martin et al. 2008). Diversos estudos em aves, mamiferos e répteis tém
demonstrado que tecidos imunolégicos como timo, baco, bursa de Fabricius e tecido
linféide associado ao intestino (GALT) mudam de tamanho ao longo do ano, assim
como a densidade de células do sistema imune circulantes, que aumentam fora da
temporada reprodutiva (Nelson et al. 2002; Bilbo et al. 2002; Nelson, 2004; Buehler,
2008).

A baixa ocorréncia de pluviosidade anual e a imprevisibilidade da ocorréncia dos
eventos de chuvas caracterizam ambientes aridos e semi-aridos, acentuando a variacao
sazonal de diversos aspectos fisioldgicos, morfoldgicos e comportamentais dos anuros
que vivem nestes ambientes (Withers, 1993; Withers e Guppy, 1996; Pereira, 2009).
Brown e colaboradores (2011a) estudaram a espécie de anuro invasora na Australia,
Rhinella marina, cuja frente de invasdo tem se expandido para areas semi-aridas com
marcada sazonalidade pluviométrica. Esses autores demonstraram que R. marina realiza
ajustes fisiologicos e comportamentais durante as diferentes fases do ano, apresentando
maior tamanho corpOreo, taxa de crescimento, e taxa de movimentacdo durante a
estacdo chuvosa, que coincide com a temporada reprodutiva. Durante a estacdo seca,
estes animais apresentam menor porcentagem de corpos gordurosos (Brown et al.
20119, diferente do que ocorre com a maior parte de vertebrados ectotermos, que
apresentam uma maior massa de corpos gordurosos fora da estacdo reprodutiva (Long,
1986; Loumbourdis e Kyriakopoulou-Sklavounou, 1991; Diaz et al. 1994). Além disso,
a eficiente exploracdo de microambientes favoraveis resulta na manutencao do nivel de

hidratacdo dos animais entre as estacoes (Brown et al. 2011a).
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Similar ao ambiente semi-arido da Australia, a Caatinga no Brasil também apresenta

marcada sazonalidade pluviométrica, determinando o padrdo de atividade reprodutiva
dos anfibios (Abe e Garcia, 1990; Rodrigues, 2003). Neste ambiente, 0s animais estéo
reprodutivamente ativos dois ou trés meses por ano, no periodo de chuvas (Rodrigues,
2003), e estivam (Abe, 1995; Pereira, 2009) ou mantém atividade de forrageamento
durante os meses de seca (C.B.M., observacdo pessoal). Como o regime de chuvas é
imprevisivel, os animais devem estar preparados para iniciar a atividade reprodutiva
com as primeiras chuvas, apresentando células gaméticas maduras e masculos de
amplexo e de vocalizagdo desenvolvidos. Desta forma, este representa um ambiente que
tenha possivelmente selecionado um padréo de reproducdo em anuros que se distancia,
de alguma forma, do padrdo de sincronizacdo entre picos de horménios esteroides
gonadais, manifestacdo do comportamento reprodutivo e gametogénese comum em
vertebrados (Crews, 1984; Harvey et al. 1997). Talvez, na Caatinga, a ativacdo da
espermatogénese ocorra no periodo que antecede a estivacdo em anuros estivadores, e 0
periodo da seca para 0s anuros que mantém a atividade durante este periodo, quando os
niveis de testosterona plasmatica ainda estdo altos o bastante para permitir este
processo.

Este estudo explora a covariacdo de caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e
parasitologicas em diferentes fases do ciclo reprodutivo de trés espécies de anuros do
semi-arido brasileiro, Caatinga. A hipotese de trabalho é que existe um padrdo de
variacdo do perfil leucocitario, 6rgdo associado ao sistema imunitario, do indice
corporeo, volume globular, corpos gordurosos e maturacgdo testicular que acompanha as
diferentes fases da vida destes anuros ao longo de um ano. As previsdes de trabalho sdo
que, durante a temporada reprodutiva, (1) a contagem total de leucocitos estara mais

baixa, refletindo uma menor investimento em imunidade em resposta a0 compromisso
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de investimento maci¢co em reproducéo (Nelson, 2004); (2) a relagdo neutrofilo/linfécito

estara maior, refletindo maiores niveis de estresse devido a atividade reprodutiva (Davis
et al. 2008); (3) em resposta a uma maior contato com larvas e ovos de parasitas, havera
uma maior proporcdo de eosinéfilos, ja que estd € uma das principais células
responsaveis pela resposta anti-parasitaria (Cadman e Lawrence, 2010); (4) a massa do
baco sera menor, dado que este é o 6rgdo responsavel pela maturacdo e ativacdo de
linfocitos (Janeway et al. 2004); (5) o indice corpdreo sera menor, refletindo o
investimento macico em reproducao (Wells, 2007) e haverd uma correlacdo negativa
entre esta variavel e nimero de parasitas (Gobush et al. 2011); (6) haver4d uma
correlacdo negativa entre volume globular e intensidade parasitaria, pois este parametro
pode refletir a perda sanguinea ocasionada por danos teciduais causados pelos parasitas
(Qadir et al. 2011). Durante a estacdo seca, (7) a massa de corpos gordurosos sera
maior, refletindo as reservas acumuladas para utilizacdo no periodo pos-
estivacdo/reprodutivo (Loumbourdis e Kyriakopoulou-Sklavounou, 1991) e (8) os
testiculos estardo maduros ou em estagio avancado de maturacédo, dado que a chuva na
Caatinga é um evento imprevisivel e os animais devem estar prontos para a reproducéo
no momento da formacdo dos corpos de agua (Lofts, 1984). Por fim, (9) os parametros
mensurados apresentardo uma variacdo anual mais pronunciada em espécies estivadoras
quando comparada as espécies que mantém atividade de forrageamento durante o

periodo de seca.
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Materiais e métodos

Espécies incluidas e sitio de estudo

Foram coletados machos de trés espécies de anuros que ocorrem
simpatricamente no Municipio de Angicos (RN), no bioma da Caatinga: 41 individuos
de Pleurodema diplolistris (Anura/Leiuperidae), que apresenta comportamento de
estivacdo fora da temporada reprodutiva; e 47 individuos de Rhinella jimi e 59
individuos de R. granulosa (Anura/Bufonidae), que permanecem em atividade de
forrageio fora da temporada reprodutiva, nesta localidade. As coletas ocorreram ao
longo do ano de 2011, em trés diferentes periodos: (A) durante a temporada reprodutiva,
em um periodo entre dois surtos reprodutivos de 11 a 21 de janeiro (periodo entre
chuvas); (B) durante um surto reprodutivo que acompanhou um evento de chuvas de 22
a 24 de janeiro (periodo de chuva), e (C) no periodo da seca, de 6 a 17 de outubro. Os
individuos de R. jimi e R. granulosa foram coletados nos trés periodos acima descritos
enquanto os individuos de P. diplolister foram coletados apenas nos periodos de chuvas
e de seca. Todas as coletas foram realizadas na Fazenda Sdo Miguel, Angicos, RN

(5°30'43"S. 36°36'18"W).

Métodos de campo

Amostras de sangue foram coletadas em campo (cerca de 50-100ul), através de
puncdo cardiaca (R. granulosa e R. jimi) com seringas previamente heparinizadas, ou
por decapitacdo (P. diplolister), seguida de coleta de sangue com capilares
heparinizados. As amostras de sangue foram identificadas e mantidas em gelo até serem
processadas, ha mesma noite. Com essas amostras, foram coletados dados de contagem
total de leucdcitos, contagem diferencial de leucocitario e volume globular. Os animais

capturados foram identificados e mantidos em recipientes plasticos individualizados. No
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dia seguinte, os animais foram pesados (0,01g) e medidos (0,00cm), sendo em seguida

mortos com uma injecdo intraperitonial (75mg/kg) de solucdo de tiopental sodico
(25mg/mL) (Thiopenthax®). Em seguida, todos os oOrgaos internos e a cavidade
celomatica foram avaliados quanto a presenca de helmintos. Os helmintos encontrados
foram fixados, quantificados e identificados em familia, género e espécie (ver capitulo 1
para mais detalhes). Os corpos gordurosos abdominais e o bago foram dissecados e
pesados (0,0001g). O indice de condi¢do corpérea dos individuos, em cada um dos
periodos, foi obtido com o célculo dos residuais da regressdo linear da massa corpdrea
como variavel dependente e comprimento rostro-cloacal como variavel independente.
Os testiculos foram dissecados para analise histologica. Adicionalmente, o estdmago foi

observado quanto a presenca de itens alimentares e o conteudo foi pesado (0,001g).

Analises em laboratério

Contagem e classificacéo de leucocitos e volume globular

As amostras de sangue armazenadas em gelo foram transferidas para um
refrigerador (-4°C) ao final de cada coleta. No dia seguinte, 20 pL de sangue foram
diluidos em azul de toluidina a 0,01%, para a contagem total de leucécitos. O azul de
toluidina cora as células, facilitando a diferenciacdo de leucocitos e hemacias. A
diluicdo foi entdo colocada em um hemocitémetro, e a contagem total de leucdcitos foi

realizada em microscopio (aumento de 40x).

Cerca de 10-20 pL provenientes desta mesma amostra de sangue foram
utilizados para a realizacdo de esfregacos e, posteriormente, cada lamina foi corada com
guiensa 10% para realizar a contagem diferencial. As laminas foram entédo identificadas
e armazenadas. Em cada esfregaco, cem leucdcitos foram contados e classificados

(neutréfilos, linfocitos, eosindfilos, baséfilos e mondcitos) em microscépio Optico
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Nikon 104c (aumento 100x) (Chiesa et al. 2006; Fokidis et al. 2008). A razdo entre

neutréfilos e linfocitos foi calculada a partir da divisdo entre os valores totais de

neutréfilos e linfocitos encontrados em cada amostra.

O volume globular de uma amostra de sangue (5-10pL) foi medido em tubo de
microhematdcrito apos centrifugacdo (60s, 12.000 rpm). O hematdcrito foi determinado
com paquimetro de precisdo para registrar a porcentagem de hemécias em relacdo ao

total (plasma juntamente com hemacias compactadas).

Histologia dos testiculos

Os testiculos incluidos em parafina foram seccionados (cortes de 5-10pm) em
microtomo (Leica RM 2255) e corados em hematoxilina e eosina para avaliagdo do
diametro de 50 cistos germinativos por individuo, bem como do estagio de maturagéo
das células gametogénicas segundo Oordt (1956) e Harvey (1997). As analises foram
feitas em sistema computadorizado para analise de imagens QWin Lite 3.1, adaptado
em microscopio DMLB (Leica) (aumento 100x). A media de diametro de cisto

germinativo foi calculada para cada individuo.

Andlise dos dados

A estatistica descritiva completa foi realizada para todas as variaveis em cada
espécie e periodo. Todos os dados foram transformados em logo a fim de aumentar a
normalidade para as analises estatisticas. Para observar se houve relacdo das variaveis
morfoldgicas e sanguineas com a intensidade de infeccdo dos parasitas totais, massa
corporea e periodo, foi realizado um teste de selecdo de modelos. O modelo selecionado
foi o que apresentou o menor valor de dAICc, juntamente com o maior valor de AIC

weight (probabilidade do modelo ser o melhor entre os selecionados) (Mazerolle, 2006).
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Utilizamos varidveis morfolégicas e sanguineas (conteudo estomacal, corpos
gordurosos, massa do bago, nimero total de leucdcitos, tipos de leucdcito, volume
globular) como varidveis dependentes (¢), enquanto massa corpdrea (M), periodo (E) e
nimero de parasitas totais (P) foram inseridos como varidveis independentes.
Construimos 10 modelos possiveis para explicar a relagdo entre os dados:

1) Nulo: ¢ ~ 1

2) Massa: ¢ ~M

3) Periodo: 9 ~E

4) Parasitas totais: ¢ ~ P

5) Massa e periodo: ¢ ~M + E

6) Massa e parasitas totais: ¢ ~M + P

7) Interacao entre massa e parasitas totais: ¢ ~M * P

8) Periodo e parasitas totais: ¢ ~E + P

9) Massa, periodo e parasitas totais:  ~M + E + P

10) Interacdo entre massa e parasitas totais, e periodo: ¢ ~E+M * P

Dois modelos (modelos 7 e 10) apresentam interacdo entre massa corporea e
parasitas pois estudos prévios tém encontrado uma relacdo positiva entre biomassa de
parasitas e massa corporea do hospedeiro (Poulin e George-Nascimento, 2007). Como 0
indice corpdreo € calculado a partir da massa corporea, realizamos o0s testes estatisticos
para esta variavel utilizando apenas os modelos 1, 3, 4 e 8.

Os testes de selecdo de modelos foram realizados no programa RStudio versédo
0.95.262 2009-2011 (Version 3 of the GNU, Affero General Public License). Para
observar se houve diferengas no diametro dos cistos germinativo nos diferentes os

periodos, foi realizado um teste ANOVA, seguido do teste post-hoc de Bonferroni para
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as duas espécies de Rhinella, e test t para P. diplolister, no programa SPSS 5.0 (SPSS,

1992).

Dissertacdo de mestrado - Carla Bonetti Madelaire



40
CAPITULO 2 - RESULTADOS

Resultados

Relacbes das varidveis morfoldgicas e imunoldgicas nas diferentes fases do ciclo

reprodutivo

A analise descritiva de todas as varidveis morfologicas e sanguineas, por
periodo, esta representada nas tabelas 1 a 3. Os modelos selecionados para explicar as
relacdes das variaveis morfoldgicas e sanguineas de acordo com intensidade parasitéaria,
massa corpéOrea e periodo encontram-se nas tabelas 4 a 6. Para R. jimi, o volume
globular foi menor no periodo da seca, assim como a contagem de mondcitos. A massa
do baco e corpos gordurosos nao variou de acordo com o periodo. Além disso, o indice
corporeo no periodo de chuvas foi menor que no periodo de entre chuvas (Figura 1).
Para R. granulosa, a massa do bago e corpos gordurosos (Figura 2) foi menor durante o
periodo de chuvas. A contagem de eosinofilos foi maior durante o periodo entre chuvas
e a de basofilos maior durante o periodo de chuvas. O nimero de leucdécitos e o volume
globular foram menores durante o periodo de seca. O indice corporeo dos animais no
periodo de chuvas foi menor do que no periodo de entre chuvas (Figura 3). Para P.
diplolister, durante o periodo de seca, o conteudo estomacal, numero de leucdcitos
totais, volume globular e mondcitos apresentaram-se menores, e 0 numero de
eosindfilos e massa dos corpos gordurosos apresentou-se maior (Figura 4). O indice

corporeo ndo variou entre os periodos de chuva e seca.

No periodo de seca, os testiculos das trés espécies apresentaram ninhos de
espermatogonias, espermatdcitos e espermatides (Figuras 5-7). As espécies de Rhinella
apresentaram, no periodo entre chuvas, uma predominancia de espermatdcitos e
espermatides (Figura 8 e 9). Os testiculos das trés espécies estudadas apresentaram

predominantemente espermatozoides livres no limen do cisto germinativo (Figuras 10-
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12). O diametro dos cistos germinativos das trés espécies estudadas diferiu entre
periodos (R. jimi Fp10 = 18,2 £ 8,2; P = 0,002; R. granulosa Fz10 = 16,3 £ 7,7 P =
0,001; P. diplolister t = 0,555 df = 3; P = 0,012), sendo maior no periodo reprodutivo

que durante a seca (R. jimi P <0,02; R. granulosa P < 0,005) (Figura 13-15).

Relacdes das variaveis morfoldgicas e fisiolégicas com a intensidade parasitaria

Na espécie R. jimi, 0s animais que possuiam maior nimero de parasitas totais
apresentavam menor contetdo estomacal, bem como menor nimero total de leucécitos
(Figura 16 e 17). Em R. granulosa, individuos com maior nimero de parasitas totais
apresentaram bagos maiores (Figura 18), maior numero de eosinofilos, e menor nimero
de leucdcitos totais (Figura 19) e basofilos. Os individuos de P. diplolister que
apresentaram maior nimero de parasitas totais tinham maior contagem de leucocitos e

menor numero de baséfilos (Figura 20 e 21).
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Discussao

Relagdes das variaveis morfoldgicas e imunoldgicas nas diferentes fases do

ciclo reprodutivo

De acordo com a previsdo de imunossupressao durante a temporada reprodutiva,
a massa esplénica de R. granulosa foi menor no periodo reprodutivo, indicando uma
possivel menor producdo e armazenamento de linfécitos, e menor investimento em
imunidade (Vicente et al. 2007). No entanto, este foi o Gnico parametro que aponta para
uma possivel imunossupressdo durante a temporada reprodutiva. Durante o periodo de
seca, R. granulosa e P. diplolister apresentaram menor contagem de leucdcitos totais
enquanto R. jimi e P. diplolister apresentaram menor contagem de mondcitos,
possivelmente indicando um menor investimento em imunidade ou menor exposicao a
patogenos durante este periodo. A menor contagem de monocitos durante a seca estaria
associada a uma menor ativacdo de fagocitose, um importante componente do sistema
imune responsavel pelo combate de patdgenos bacterianos e apresentacdo de antigenos
para a ativacdo da imunidade adquirida (Janeway et al. 2004). No entanto, este estudo
ndo apresenta dados de microparasitas para confirmar esta hipotese. Também no
periodo de seca, P. diplolister apresentou maior numero de eosinofilos, que pode estar
associado a uma maior intensidade de parasitismo por helmintos neste periodo (ver
capitulo 1). Em R. granulosa, o maior nimero de basofilos e eosindfilos nos periodos
entre chuvas e na chuva, respectivamente, pode indicar um recrutamento diferencial

dessas células associadas ao combate de parasitas especificos em cada periodo.

A pressdo por parte de patdgenos (Altizer et al. 2006) e a disponibilidade
energética (Schmid-Hempel 2003; Zuk e Stoehr, 2002) afetam substancialmente a

regulacdo da alocacdo energética para a atividade imunolédgica ao longo do ano (Martin,
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1987; French e Moore, 2008). Os resultados deste estudo sugerem que a pressao por

parte dos parasitas permanece constante ao longo do ano para as espécies de Rhinella
estudadas, pois as prevaléncias e intensidades de infeccdo ndo se alteraram entre os
periodos (ver capitulo 1). Assim, é possivel que no periodo de chuvas e entre chuvas,
estes animais consigam manter alto investimento reprodutivo e imunitario devido a
maior disponibilidade de alimento, e durante a estacdo seca, os individuos continuam se
alimentando e diminuem seu gasto energético total, ao reduzirem sua taxa de
movimentacao e a expressdo das caracteristicas sexuais secundarias, podendo assim,
investir num sistema imune de alto desempenho. Estudos ja demonstraram que a
imunossupressdao durante a reproducdo nem sempre € encontrada ou é dependente do
contexto ecologico (French et al. 2007). Quanto ao contexto, a disponibilidade de
recursos energeticos seria o principal fator responsavel pela variacdo de intensidade de
imunossupressdao mediada por hormonios esterdides (French e Moore, 2008). Se o0s
animais encontram-se em um contexto de abundancia de recursos, € possivel manter
tanto reproducdo quanto alto desempenho imunitario (French et al. 2007). Mesmo que a
pressdo por patdgenos seja mais intensa durante a temporada reprodutiva, manifestada
através de maiores taxa de infeccdo por larvas, com a abundancia de recursos
alimentares 0s animais conseguiriam investir concomitantemente em imunidade e
reproducdo, mantendo constantes as prevaléncias e intensidade de infeccdo parasitaria

ao longo do ano (ver capitulo 1).

As trés espécies de anuros estudadas apresentaram evidéncias de reducdo das
reservas energéticas associadas ao periodo reprodutivo. O indice corpéreo de P.
diplolister ndo se alterou entre os periodos, no entanto 0s corpos gordurosos
apresentaram-se em menor quantidade durante a temporada reprodutiva. A diminuicéo

dos corpos gordurosos pode ser reflexo da utilizac@o destas reservas para o despertar da
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estivagdo, bem como para a manutencdo da atividade vocal. Para a maior parte das

espécies de anuros estudadas até entdo, a demanda energética da atividade de
vocalizacdo € sustentada principalmente através da oxidagédo de reservas de glicogénio e
lipideos intra-musculares, sendo alteracdes de substratos energéticos extra-musculares
encontradas apenas em espécies que mantém atividade reprodutiva bastante prolongada
(Wells, 2007). O fato de P. diplolister ser, dentre as trés espécies estudadas, a que
apresenta atividade reprodutiva mais explosiva e de curta duracdo, talvez possa explicar
porque esta foi a Unica espécie que manteve o indice corpdreo entre os periodos de
reproducdo e seca, apresentando apenas uma reducdo dos corpos gordurosos no periodo
reprodutivo. Rhinella granulosa apresentou tanto diminuicdo do indice corporeo quanto
de corpos gordurosos durante o periodo de chuvas, refletindo uma alta demanda
energética da atividade de vocalizagdo (Wells, 2007). No caso de R. jimi, houve apenas
diminuicdo do indice corpdreo, com manutencdo de massa dos corpos gordurosos entre
os periodos. E possivel que as diferencas em alteracdes da quantidade de corpos
gordurosos encontradas para estas duas espécies de Rhinella possa também estar
associada a diferentes padrGes temporais de demanda energética exigida pelo
comportamento vocal. Isso porque R. granulosa apresenta um comportamento
reprodutivo aparentemente mais explosivo e energeticamente mais dispendioso quando
comparado com R. jimi, sendo esta Ultima espécie caracterizada por taxas de
vocalizacdo mais baixas e atividade vocal mantida por periodos mais prolongados
(C.B.M. - observacdo pessoal). Assim, o padrdo de atividade de vocalizacdo de R. jimi
poderia ndo implicar em alteracdes drasticas na massa de corpos gordurosos nos
diferentes periodos quando comparado a R. granulosa. No entanto, esta hipdtese

permanece para ser testada futuramente.
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Pleurodema diplolister estiva durante o periodo da seca (Abe, 1995). Durante

esse processo, os individuos desta espécie ndo se alimentam e entram em depressao
metabdlica (Pereira, 2009). A sobrevivéncia durante periodo tem sido atribuida a
utilizacdo de reservas energéticas adquiridas durante o periodo pré-estivacdo para varias
espécies de tetrapodes ectotermos estivadores (Souza, 2004; Carvalho et al. 2009). O
menor contetdo estomacal acompanhado de maior quantidade de corpos gordurosos
durante a seca sdo condizentes com o padrdo de dindmica de recursos energéticos
previamente encontrado para outras espécies estivadoras (Naya et al. 2008, Carvalho et
al. 2009). O menor numero de leucdcitos totais durante a seca, embora seja contrério a
hipdtese inicial de maior investimento imunologico fora da temporada reprodutiva,
provavelmente integra o processo global de economia energética durante o periodo de

estivagao.

Durante o periodo de seca, as espécies estudadas apresentaram menor volume
globular, o que poderia ser consequéncia tanto de deficiéncia ou caréncia nutricional
pela menor ingestdo de proteinas, vitamina By, niacina e &cido folico, e de elementos
como Ferro, Cobre e Selénio, que sdo necessarios em constante abundancia para uma
eritropoiese adequada (Coppo et al. 2005) quanto também poderia ser reflexo de uma

possivel depressdo metabolica durante este periodo.

Em varias espécies de anfibios, as condigdes climéticas e o periodo do ano estdo
associados a mudancas nos niveis de testosterona, estrutura testicular e espermatogénese
(Rastogi 1976; Lofts, 1984; 1987; Whittier e Crews 1987; Rastogi e lela, 1992). As
variacOes sazonais dos niveis plasmaticos de testosterona e seu papel na reproducdo de
machos tem sido investigado em varias espécies de anuros (Licht et al. 1983; Pierantoni
et al. 1984; Delgado et al. 1989; Itoh et al. 1990; Guarino et al. 1993; Ko et al. 1998) e

dois padrbes reprodutivos foram reportados: aumento dos niveis de testosterona
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associado a atividade espermatogénica durante a temporada reprodutiva (Rastogi et al.
1986) e diferenciacdo espermatogénica fora do periodo reprodutivo, quando os niveis de
testosterona estdo baixos (Delgado et al. 1989). Este ultimo padrdo tem sido atribuido
aos anuros que habitam ambientes aridos e se reproduzem em resposta ao estimulo de
chuva, que ocorre de forma imprevisivel (Bragg, 1945; Lofts, 1984). Sendo assim, é
possivel que o desenvolvimento testicular nessas espécies de ambiente arido, possa ser
desencadeado ainda no fim da temporada reprodutiva, quando os niveis de androgenos
ainda estdo altos (Krohmer et al. 1987), ou ainda possa ser dependente apenas das altas
concentragdes de gonadotropinas que, independente da concentracdo de andrdgenos,
tem capacidade de estimular a multiplicacdo de espermatogdnias primarias e
espermatocitos, bem como diferenciacdo de espermatogdnias em espermatocitos
(Minucci et al. 1992) durante a seca. As trés espécies analisadas neste estudo
apresentaram testiculos maduros para a reproducdo durante o periodo de seca,
apresentando espermatides prontas para 0 evento de espermiacdo. Sendo assim, é
possivel afirmar que as espécies de anuros deste estudo apresentam um padrdo de
reproducdo oportunista, tipico de espécies que ocupam ambientes aridos e que se
reproduzem apenas mediante estimulo de chuvas (Bragg, 1945; Lofts, 1984). Alem
disso, resultados preliminares de dosagens de concentracdo de testosterona para as trés
espécies estudadas demonstram que durante a temporada reprodutiva, 0s niveis de
testosterona estdo altos e durante o periodo de seca, os niveis deste hormdnio estdo
baixos, assim como ja encontrado para a espécie de deserto Scaphiopus couchii (Harvey
et al. 1997). No entanto, 0 mecanismo que desencadeia a maturacdo testicular nas
espécies de anuros da caatinga s6 pode ser desvendado por meio de dosagens de
testosterona e gonadotropinas, além do acompanhamento da maturacdo testicular ao

longo dos meses do ano.
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No periodo entre chuvas, os testiculos de R. jimi e R. granulosa apresentaram

estadgio avancado de maturagdo, com grande quantidade de espermatides e poucos
ninhos de espermatogbnias quando comparado com o periodo de seca. O estagio de
maturacdo mais avancado no periodo entre chuvas talvez seja uma consequéncia dos
animais j& terem apresentado um surto reprodutivo no més anterior. Possivelmente, a
alta concentracdo de testosterona neste evento reprodutivo pode ter desencadeado a
maturacdo das espermatogdnias. Além disso, somente no periodo de chuvas, as trés
espécies apresentaram grande numero de espermatozoides livres no lumen do cisto
germinativo, que indica que provavelmente a espermiacdo s6 aconteca neste periodo e
talvez seja associado a picos plasmaticos de LH (hormonio luteinizante) (Tanaka et al.
2004). A grande quantidade de espermatides e espermatozoides (Rastogi et al. 1976;
Saidapur 1983; Kobayashi e Iwasawa 1986; Kao et al. 1993; Huang et al. 1996; Huang
et al. 1997) e maior diametro do cisto germinativo durante o periodo reprodutivo
(Shalan et al. 2004), estdo associados a altas concentracfes plasmaticas de androgenos
para varias espécies de anuros, e esta de acordo com os resultados preliminares de altas

concentracdes de testosterona encontrados para essas espécies no periodo de chuvas.

Relagbes das variaveis morfologicas e fisiologicas com a intensidade parasitaria

Individuos de R. jimi que apresentaram menor conteddo estomacal estavam
parasitados por maior numero de helmintos. Esta associacdo pode estar relacionada a
reducdo das taxas de consumo alimentar com o parasitismo, detectada
experimentalmente para outras espécies de tetrapodes, incluindo outra espécie do
género Rhinella (Damsgard et al. 1998; Neji e de la Noue 1998, Kelehear et al. 2009).
Essa menor taxa de consumo alimentar, por sua vez, poderia afetar diretamente o valor
adaptativo dos individuos parasitados ao promover reducdo das taxas de crescimento

(Goater e Ward 1992; Goater et al. 1993; Kelehear et al. 2009) e do acumulo de
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reservas lipidicas necessarias para o investimento reprodutivo e a manutencdo de outros

processos fisioldgicos.

Individuos de R. jimi e R. granulosa com maior intensidade parasitaria
apresentaram menor contagem de leucécitos totais, 0 que poderia estar associado a um
alto recrutamento de leucocitos nos tecidos afetados para o combate da infecgdo
parasitaria (Tizard, 1996; Kirkova et al. 2005;) ou refletir uma baixa resisténcia a
parasitas (Norris e Evans, 2000). No entanto, ndo temos elementos para discernir entre
estas duas hipoteses. Pleurodema diplolister consiste em um caso bastante interessante,
pois foi a Unica espécie que apresentou diferencas de prevaléncia e intensidade
parasitaria entre os periodos de chuva e seca, sendo que foi encontrado um unico
individuo parasitado por um unico helminto durante o periodo reprodutivo (ver capitulo
1). Durante a seca, 0 numero total de leucdcitos estd mais baixo que no periodo de
atividade, o que poderia representar um reflexo da depressdo metabdlica que caracteriza
0 periodo de estivacdo desta espécie (Pereira, 2009). Apesar de apresentar uma reducao
da quantidade total de leucocitos durante o periodo de estivacdo, os individuos com
maior numero de parasitas apresentaram maior nimero de leucdcitos, possivelmente
associado a uma maior necessidade devido a infeccdo (Wedemeyer, 1999, Kirkova et al.
2005). Dado que individuos de P. diplolister parasitados foram encontrados apenas
durante o periodo de seca, a comparacdo dos resultados obtidos para esta espécie nao
sdo diretamente comparaveis aos resultados obtidos para Rhinella quanto a relacao entre
leucOcitos totais e intensidade parasitaria. Experimentos envolvendo desafios
imunoldgicos e infeccdo experimental por parasitas seriam necessarios para um maior
esclarecimento das relacdes causais entre intensidade parasitaria e alteracdes da
quantidade de leucdcitos circulantes, bem como das diferencas interespecificas

observadas (Brown et al. 2011b). A massa esplénica de R. granulosa foi maior nos
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animais com maior carga parasitaria, 0 que pode estar associado ao envolvimento do

baco na resposta anti-helmintica através do desenvolvimento de linfocitos T que atuam
como mediadores de ativacdo de eosindfilos (Bradley e Jackson, 2004); e da produgéo
de linfocitos B e imunoglobulinas que contribuem para a resposta imune a infeccéo por

nematodeos (Vicente et al. 2007).

Um menor volume globular nos animais que apresentassem mais parasitas era
esperado (Waweru et al. 1999; Qadir et al. 2011), visto que esses Ultimos podem se
alimentar do sangue do hospedeiro (Qadir et al. 2011) e também podem causar injdrias
devido a fixacdo no orgao (Dezfuli et al. 2007) causando, assim, uma hemorragia. No
entanto, o volume globular ndo foi afetado pelo parasitismo em nenhuma das espécies
estudadas. Este resultado pode estar associado a um possivel mascaramento por
variacdes de balango hidrico, ja que anfibios toleram grandes variacGes deste parametro
(Shoemaker et al. 1992) ou a um efeito pouco pronunciado de perda sanguinea

associada a intensidade parasitaria.

As duas espécies de Rhinella apresentaram evidéncias de modulacGes
imunologicas de acordo com periodo, e possivelmente de acordo com as diferentes
pressdes de patdgenos. Pleurodema diplolister apresentou padrdes imunoldgicos
coerentes com 0 processo de economia energética durante a estivacdo, apresentando
reducdo na contagem total de leucdcitos, com concomitante aumento na contagem de
eosindfilos e relacdo positiva entre intensidade parasitaria e contagem total de
leucdcitos. As trés espécies estudadas apresentaram deplecdo das reservas energéticas
durante o periodo reprodutivo, possivelmente associada a alta demanda energética do
comportamento vocal. Também apresentaram padrées similares de maturacéo testicular,
evidenciando que as espécies estudadas possuem um padrdo de reproducdo oportunista,

tipico de espécies que ocupam ambientes aridos e que se reproduzem apenas mediante
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estimulo de chuvas. As trés espécies também apresentaram relagdo entre parametros

imunoldgicos e carga parasitaria, no entanto para esclarecer as relagdes causais entre
esses fatores sdo necessarios testes adicionais de desafio imunolégico, bem como

infeccéo experimental por parasitas.
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Tabela 1. Andlise descritiva de variaveis morfoldgicas, contagem total e diferencial de leucécitos

e volume globular de Rhinella jimi.

Entre chuvas Chuvas Seca

.- Desvio - Desvio . ... Desvio
N Media Padrdo N Media Padrdo N Média Padrdo

Variaveis
Massa (g) 16 335,47 98,39 8 262,04 5454 18 121,16 43,05
CRC (mm) 17 154,75 78,07 12 144,72 12,27 16 106,71 10,92
Conteudo estomacal (g) 17 3,0517 6,3440 12 0,3724 10,6687 18 1,0487 1,8658
Corpos gordurosos (g) 17 15,95 8,39 12 10,46 11,85 18 4,36 3,46
Baco (g) 16 0,1209 10,0913 11 0,1363 10,0731 17 0,0902 0,0842
Leucdcitos/ul 13 53372 31245 11 26308 13274 16 21138 6599
Volume globular (%) 12 27,40 16,73 6 28,90 9,01 14 20,36 16,08
Neutrofilo 7 284 8,9 10 23,7 51 10 28,7 6,0
Linfocito 7 528 5,6 10 53,1 511 10 60,5 7,15
Relacdo N/L 7 0,56 0,24 10 045 0,13 10 0,49 0,15
Eosinoéfilo 7 13,7 6,45 10 14,9 49 10 6,8 4,2
Basofilo 7 1,71 1,38 10 5,0 3,3 10 2,3 1,8
Mondcito 7 2,86 1,86 10 3,3 2,2 10 14 1,4
DCE 4 164,7 10,4 4 168,2 11,3 5 1241 14,1

CRC = Comprimento rostro-cloacal, Relacdo N/L = relacdo neutrdfilos/linfocitos, DCE = Didmetro do cisto

germinativo.
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Tabela 2. Andlise descritiva de variaveis morfoldgicas, contagem total e diferencial de leucécitos e

volume globular de Rhinella granulosa.

Entre chuvas Chuvas Seca
Ly Desvio Ly Desvio . Desvio
N Media Padréao N Media Padrédo N Média Padrao
Variaveis
Massa (g) 11 11,00 4,30 27 6,93 2,22 21 5,33 1,36
CRC (mm) 11 48,20 6,60 27 43,85 4,19 21 40,01 3,22

Conteddo estomacal (g) 11 0,1200 0,1113 27 0,0978 0,1176 21 0,0815 0,0912
Corpos gordurosos (g) 11 0,4718 0,3680 27 0,1139 10,1504 21 0,2144 0,0828

Baco (g) 9 0,0032 0,0025 13 0,0009 0,0015 20 0,0028 0,0043
Leucdcitos/ul 6 22629 10831 30 21222 13369 14 7315 4812
Volume globular (%) 3 30,87 9,87 30 21,46 8,76 6 18,48 6,26
Neutrofilo 7 28,8 8,82 10 304 4.4 9 311 57
Linfocito 7 54,0 6,90 10 51,9 11,8 9 578 7,05
Relacdo N/L 7 0,55 0,22 10 0,63 0,23 9 0,55 0,14
Eosinofilo 7 12,8 9,5 10 45 5,38 9 4,25 4,09
Basofilo 7 2,0 1,41 10 8,4 4,17 9 45 2,13
Mondcito 7 2,29 1,98 10 4,8 3,49 9 25 1,41
DCE 5 108,8 6,2 3 1064 15,8 5 68,0 14,4

CRC = Comprimento rostro-cloacal, Relacdo N/L = relagdo neutrdfilos/linfocitos, DCE = Diametro do cisto
germinativo.

Tabela 3. Andlise descritiva de variaveis morfoldgicas, contagem total e diferencial de leucocitos e

volume globular de Pleurodema diplolister.

Chuvas Seca
. Desvio Ly Desvio
N Media Padrao N Media Padrao
Variaveis
Massa (g) 26 4,07 0,77 14 2,40 0,72
CRC (mm) 26 31,02 2,49 12 26,22 3,64

Contetdo estomacal (g) 22 0,1010 0,1030 14 0,0057 0,0051
Corpos gordurosos (g) 24 0,0478 0,0456 15 0,1051 0,0619

Baco (9) - - - 14 0,00044 0,00036
Leucocitos/pl 13 19138 11924 15 5767 2682
Volume globular (%) 10 23,22 9,53 11 15,18 5,22
Neutrofilo 11 334 5,68 10 29,4 58
Linfécito 11 59,6 6,7 10 65,3 6,53
Relacdo N/L 11 0,58 0,15 10 0,46 0,13
Eosinofilo 11 0,72 1,27 10 25 2,27
Basofilo 11 2,72 1,61 10 19 1,19
Mondcito 11 3,54 1,43 10 0,9 1,28
DCE 2 1096 15,6 3 521 8,4

CRC = Comprimento rostro-cloacal, Relagdo N/L = relacdo neutréfilos/linfocitos, DCE
= Didmetro do cisto germinativo.
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Tabela 4. Modelos selecionados para variaveis morfolégicas, contagem total e diferencial de

leucdcitos e volume globular de Rhinella jimi.

Modelos selecionados AlCc gl dAICc AlCweight
Conteldo estomacal ~M + P 300 4 0.0 0.33469
Conteldo estomacal ~ M * P 3.1 5 1.0 0.19880
Conteldo estomacal ~P + E 315 5 15 0.15823
Conteddo estomacal~-M+P+E 319 6 19 0.13177
Corpos gordurosos ~ M + E 503 5 0.0 0.73706
Baco ~ M 42 3 00 0.65472
indice corporeo ~ E 371.0 4 0.0 0.7424
Leucdcitos total ~ M * P 06 5 0.0 0.77549
Volume globular ~M + E 1.1 5 00 0.44582
Neutrofilo ~ 1 -35.7 2 0.0 0.47574
Linfocito ~ M -71.5 3 0.0 0.47120
Relagdo N/L ~ 1 -21.0 2 0.0 0.53463
Eosinéfilo ~ M 94 3 00 0.64185
Basofilo ~ 1 129 2 0.0 0.38530
Basofilo ~ E 143 4 1.4 0.19055
Mondcito ~ E 50 4 0.0 0.33734
Mondcito ~ M 55 3 05 0.26325
Monécito ~ 1 70 2 20 0.12111

gl = graus de liberdade; Ptotais = parasitas totais; M = massa; E = periodo;

Relacdo N/L = Relacdo neutrdéfilo/linfocito.
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Tabela 5. Modelos selecionados para variaveis morfoldgicas, contagem total e diferencial de

leucdcitos e volume globular de Rhinella granulosa.

Modelos selecionados AlCc Gl dAICc AlCweight

Conteudo estomacal ~ M + E 99.1 5 00 0.65432
Corpos gordurosos ~M + E 524 5 0.0 0.623

Corpos gordurosos~E+M*P 539 6 15 0.292

Baco~M+P +E 577 6 0.0 0.4792
Bacgo~M*P+E 584 5 0.7 0.3332
indice corporeo ~ E 2254 4 0.0 0.7658
Leucdcitos total ~ E 138 4 0.0 0.30150
Leucdcitos total ~M + E 142 5 04 0.25265
Leucdcitos total ~E + M * P 143 7 04 0.24278
Leucdcitos total ~ P + E 158 5 19 0.11418
Volume globular ~ 1 -111 2 0.0 0.33312
Volume globular ~ M -99 3 11 0.19076
Volume globular ~ P -94 3 17 0.14596
Volume globular ~ E -93 4 17 0.14078
Neutrofilo ~ 1 -479 2 0.0 0.54649
Linfocito ~ 1 5563 2 0.0 0.38174
Linfocito ~ P -540 3 13 0.20102
Linfocito ~ M -53.3 3 18 0.15264
Relacdo N/L ~ 1 -233 2 00 0.49219
Relacdo N/L ~ P -21.3 3 20 0.18415
Eosinofilo~P + E 260 5 0.0 0.35473
Eosinofilo ~ E 265 4 05 0.28195
Eosinéfilo~M +P + E 277 6 17 0.13930
Basofilo ~ E 32 4 00 0.4446
Basofilo~M + E 21 5 10 0.2373
Basofilo E+ M *P 1.7 7 15 0.1882
Mondcito ~ 1 102 2 0.0 0.35089
Mondcito ~ E 113 4 11 0.20154

gl = graus de liberdade; gl = graus de liberdade;

Ptotais = parasitas totais;
M = massa; E = periodo; Rela¢do N/L = Rela¢do neutrdfilo/linfécito.
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Tabela 6. Modelos selecionados para variaveis morfoldgicas, contagem total e diferencial de

leucdcitos e volume globular de Pleurodema diplolister.

Modelos selecionados AlCc gl dAICc AlCweight

Conteudo estomacal ~ E 67.8 3 0.0 0.3826
Conteudo estomacal~P+E 682 4 0.4 0.3140
Corpos gordurosos ~ E 474 3 0.0 0.41022
Corpos gordurosos~M+E 480 4 05 0.31174
Baco ~ 1 198 2 0.0 0.5052
Baco ~ P 214 3 17 0.2177
indice corporeo ~ 1 731 2 0.0 0.5804
Leucdcitos ~ E 78 3 00 0.48097
Leucdcitos ~P + E 95 4 16 0.21140
Leucdcitos ~M + E 99 4 20 0.17417
Volume globular ~ E -24 3 00 0.33356
Volume globular ~ 1 -16 2 07 0.23021
Volume globular ~ M -0.7 3 16 0.14824
Neutréfilo ~ M -39.7 3 0.0 0.34357
Neutrofilo ~ 1 -385 2 13 0.18230
Neutrofilo ~ E -384 3 13 0.17558
Linfocito ~ E -60.2 3 0.0 0.25477
Linfocito ~ P -59.7 3 05 0.19808
Linfécito ~ 1 -596 2 0.6 0.19251
Linfocito ~ M -59.3 3 0.9 0.16260
Relacdo N/L ~ M -20.7 3 0.0 0.27919
Relacdo N/L ~ E -202 3 05 0.21672
Relacdo N/L ~ 1 -199 2 08 0.18626
Relacdo N/L ~ P -190 3 17 0.12086
Eosinofilo ~ M 79 3 00 0.36553
Eosinofilo ~E 85 3 0.6 0.26816
Basofilo ~ M * P -6.8 5 0.0 0.70033
Mondcito ~ E -3.3 3 00 0.58994

gl = graus de liberdade; gl = graus de liberdade; Ptotais = parasitas totais;
M = massa; E = periodo; Rela¢do N/L = Rela¢do neutrdfilo/linfécito.
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Figura 1. indice corporeo de Rhinella jimi, nos periodos entre chuvas,
chuvas e seca.
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Figura 2. Massa de corpos gordurosos de Rhinella granulosa,
nos periodos entre chuvas, chuvas e seca.
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Figura 5. Espermatogenese no perlodo de seca em machos de Rhinella
granulosa. A) Visédo geral do lobo testicular, cistos germinativos (CG) B) Cistos
germinativos com predominancia de espermatogonia (SG) e espermatides (SD).
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Figura 7. Espermatogénese no periodo de seca em machos de Pleurodema
diplolister. Cistos germinativos com predominancia de espermatogonia (SG) e
espermatides (SD).
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Figura 8. Espermatogénese no periodo entre chuvas em machos de Rhinella
granulosa. A) Visdo geral do lobo testicular em espermatogénese ativa, Cistos
germinativos (CG) B) Cistos germinativos com predominancia de
espermatacitos (SC) e espermatides (SD).
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Figura 9. Espermatogénese no periodo entre chuvas em machos de Rhinella
jimi. A) Visdo geral do lobo testicular em espermatogénese ativa, cistos

germinativos (CG) B) Cistos germinativos com predominancia de
espermatocitos (SC) e espermaétides (SD).
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Figura 10. Espermatogénese no periodo de chuvas em machos de Rhinella
granulosa. A) Visdo geral do lobo testicular apds o evento de espermiacéo,
cistos germinativos (CG) B) Cistos germinativos com predominancia de
espermatozoides (SZ).
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Figura 11. Esperfnaogéﬁese no perl'd de chuvas em machos de Rhinella jimi,
Cistos germinativos com predominancia de espermatozoides (SZ).
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Figura 12. Espermatogénese no perl'od de chuvas em machos de Pleurodema
diplolister. Cistos germinativos com predominancia de espermatozoides (SZ).
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Figura 13. Didmetro do cisto germinativo de Rhinella jimi, nos
periodos entre chuvas, chuvas e seca. Barras representam
desvio padréo. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P > 0,05).
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Figura 14. Diametro do cisto germinativo de Rhinella
granulosa, nos periodos entre chuvas, chuvas e seca. Barras
representam desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferencas significativas. P > 0,05).
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Figura 16. Relacdo entre conteudo estomacal e parasitas totais de
Rhinella jimi. A linha de tendéncia é ilustrativa.
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Figura 17. Relacéo entre leucdcitos totais e parasitas totais de Rhinella
jimi. Allinha de tendéncia € ilustrativa.
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Figura 18. Relacdo entre massa do bago e parasitas totais de
Rhinella granulosa. A linha de tendéncia é ilustrativa.
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Figura 19. Relagdo entre leucdcitos totais e parasitas totais de
Rhinella granulosa. A linha de tendéncia € ilustrativa.
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Figura 20. Relacdo entre leucdcitos totais e parasitas totais de
Pleurodema diplolister. A linha de tendéncia € ilustrativa.
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Figura 21. Relacdo entre nimero de baséfilos e parasitas totais
de Pleurodema diplolister. A linha de tendéncia € ilustrativa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerac0es finais

Este estudo apresenta registros inéditos de helmintofauna para R. jimi e P.
diplolister; e registro inédito da helmintofauna de R. granulosa na regido semi-arida
brasileira, contribuindo para o inventério da helmintofauna dos anuros brasileiros e
distribuicdo geografica dessas espécies de parasitas.

N&o houve diferencas dos parametros parasitolégicos entre 0s periodos para as
duas espécies de Rhinella, sugerindo que os animais apresentam ajustes fisiolégicos e
imunolégicos em resposta a pressdo por parasitas, para que as prevaléncias e
intensidade de infeccdo permanecam constantes ao longo do ano. No entanto, para duas
espécies de parasitas houve diferencas entre os periodos, sugerindo que a ecologia de
infeccdo € um fator que resulta em diferencgas de prevaléncia e intensidade de infeccéo.
Além disso, durante a temporada reprodutiva, apenas um individuo de P. diplolister
apresentou um helminto e durante a seca houve maior prevaléncia de infeccdo,
sugerindo que os parasitas adquiridos durante o periodo de atividade podem afetar os
hospedeiros durante a estivacdo, de forma que somente os individuos livres de parasitas
consigam emergir para temporada reprodutiva. No entanto, esta hipotese permanece
para ser testada. De acordo com a hipoOtese de trabalho, R. jimi e R.granulosa
apresentaram maiores prevaléncias e intensidade de infeccdo quando comparados com
P. diplolister. No entanto, essas diferencas interespecificas pode ser devido aos padrdes

de atividade das espécies, bem como devido a distancia filogenéticas entre elas.

Este estudo demonstrou que as espécies de anuros da caatinga estudadas
apresentam variacdes fisioldgicas e imunoldgicas ao longo dos diferentes periodos do

ciclo reprodutivo e associadas a infeccdo parasitaria. Durante a seca, R. granulosa
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apresentou menor contagem de leucdcitos totais e R. jimi apresentou menor nimero de
monacitos, possivelmente indicando um menor investimento em imunidade ou menor
exposicao a patdgenos nesse periodo. Pleurodema diplolister apresentou menor nimero
de leucdcitos, resultado que integra a economia energética durante a estivacao, e maior
namero de eosinofilos, possivelmente associado a maior intensidade parasitaria nesse

periodo.

As trés espécies de anuros apresentaram evidéncias de reducdo das reservas
energéticas associadas ao elevado custo durante o periodo reprodutivo, sendo expressa
atraves de reducdo da quantidade de corpos gordurosos e/ou do indice corpdreo durante
a atividade vocal no periodo chuvoso. Diferencas interespecificas de variagdo das
reversas energéticas ao longo do ciclo reprodutivo podem estar associadas a diferentes
padrdoes de atividade vocal, mas estas possiveis associacdes permanecem como

hipdteses a serem testadas.

Os testiculos das trés especies apresentaram padrdes similares de maturacéo nos
periodos analisados. Durante o periodo de seca os testiculos apresentaram-se maduros
para a reproducdo, evidenciando um padrdo de reproducdo oportunista, tipico de
espécies que ocupam ambiente arido e que se reproduzem mediante o estimulo de
chuvas. Além disso, somente durante o periodo de chuva foram encontrados
espermatozdides no lumen do cisto germinativo, evidenciando que o processo de
espermiacdo deve ocorrer em resposta ao estimulo da chuva. No entanto, os
mecanismos que desencadeiam a maturacdo testicular nas espécies de anuros da

caatinga durante a seca s6 podem ser desvendados por meio de acompanhamento da
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covariacdo entre dosagens de testosterona e gonadotropinas e da maturagéo testicular ao

longo dos meses do ano, além de experimentacdo hormonal.

As trés espécies apresentaram correlacbes entre parametros fisioldgicos,
imunitarios e nimero de parasitas, possivelmente em resposta a infec¢do causada pelos
helmintos. Rhinella jimi apresentou menor conteldo estomacal; R. granulosa
apresentou maior massa esplénica, as duas espécies de Rhinella apresentaram menor
namero de leucdcitos totais e P. diplolister maior nimero de leucdécitos totais, quanto
maior a intensidade parasitaria total. No entanto, experimentos envolvendo desafios
imunologicos e infeccdo experimental por parasitas seriam necessarios para um maior
esclarecimento das relacbes causais entre intensidade parasitaria e alteragdes da
quantidade de leucoécitos circulantes, bem como das diferencas interespecificas

observadas.

Dissertacao de mestrado - Carla Bonetti Madelaire





