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RESUMO GERAL 

 

Tanto em resposta a estímulos imunes, quanto no período absortivo do alimento, o 

decurso temporal da ativação imune sistêmica e da modulação das concentrações 

plasmáticas e locais (no trato gastrointestinal, TGI) de hormônios imunomodulatórios 

como melatonina e glicocorticoides é bem descrito mamíferos. Entretanto, pouco se sabe 

sobre o decurso temporal da modulação imune e hormonal após a injeção de estímulos 

imunes e durante o período pós-prandial, assim como após a ingestão de alimento 

contaminado, em animais ectotérmicos. Assim, os objetivos deste trabalho foram 

investigar: (1) se ocorre a ativação do sistema imune e modulação hormonal pela injeção 

de um estímulo imune sistêmico em rãs (Lithobates catesbeianus); (2) o decurso temporal 

das mudanças hormonais locais (intestino e estômago) e sistêmicas, e da ativação do 

sistema imune sistêmico durante o período pós-prandial de rãs e serpentes (Boa 

constrictor) e (3) se ocorre a ativação do sistema imune sistêmico, e modulação hormonal 

local (estômago e intestino) e sistêmica pela ingestão de alimento contaminado em rãs. 

Para o objetivo 1, os animais foram divididos em dois grupos, dos quais um grupo recebeu 

injeção intraperitoneal de lipopolissacarídeo (LPS, 2 mg/kg) e outro grupo recebeu 

injeção de salina (controle). O sangue dos animais foi coletado 6 h e 24 h após o 

tratamento e a ativação do sistema imune foi quantificada pelo perfil leucocitário, 

capacidade bactericida plasmática e atividade fagocítica de leucócitos sanguíneos. Foram 

medidos ainda as concentrações plasmáticas de corticosterona e melatonina. A injeção 

intraperitoneal de LPS aumentou a razão neutrófilo/linfócito e a atividade de fagocitose 

24 h após o tratamento, além de diminuir as concentrações plasmáticas de melatonina e 

testosterona, corroborando a ideia de que a injeção de LPS induz a resposta inflamatória 

sistêmica em rãs. Para o segundo objetivo, as rãs foram alimentadas com ração 

correspondente a 5% da sua massa corpórea e divididas em cinco grupos: 6 h, 24 h, 48 h, 

96 h e 168 h após a alimentação forçada e após a manipulação bucal que mimetizou a 

alimentação forçada (grupos controle). Já as serpentes foram divididas em dois grupos: 

alimentadas com camundongos correspondente a 30% da sua massa corpórea e jejum, 

sendo as amostras tomadas concomitantemente nos dois grupos (48 h após a alimentação 

do grupo alimentado). As mesmas variáveis do experimento 1 foram mensuradas, mais a 

concentração de melatonina no TGI (estômago e intestino). A alimentação alterou a razão 

neutrófilo e heterofilo/linfócito, e as concentrações de corticosterona plasmática dos dois 
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modelos animais, além de diminuir a capacidade bactericida plasmática das rãs. O jejum 

(grupos controle) ainda aumentou a concentração de melatonina no estômago das rãs e 

apresentou a mesma tendência no estômago e no intestino das jiboias. Os resultados 

indicaram que o aumento de corticosterona plasmática pode ser necessário para 

mobilização de reservas energéticas essenciais para sustentar a digestão do alimento, e 

que a melatonina talvez possa atuar na proteção dos tecidos durante períodos de jejum. 

Para o objetivo 3, as rãs foram alimentadas com 2% da sua massa corpórea e divididas 

em três grupos: alimentadas três vezes com ração esterilizada (luz UV), alimentadas duas 

vezes com ração esterilizada e uma vez com ração contaminada com bactérias vivas 

Aeromonas hydrophila (109 UFC/ml), e alimentadas três vezes com ração contaminada 

com bactérias vivas. Os tecidos foram coletados 24 h após os tratamentos e as mesmas 

variáveis do experimento 1 foram mensuradas, mais a concentração de corticosterona no 

TGI (estômago e intestino). Nenhuma das variáveis testadas foi afetada pela ingestão do 

alimento contaminado, porém as concentrações de corticosterona do estômago tenderam 

a ser menores no grupo alimentado três vezes com alimento contaminado. Dessa forma, 

a ingestão de refeição contaminada não foi capaz de provocar disbiose e ativar respostas 

inflamatórias sistêmica. No entanto, a tendência de diminuição das concentrações de 

corticosterona no estômago possivelmente contribui para prevenir a transmigração da 

bactéria para órgãos fora do TGI e para permitir a montagem de respostas inflamatórias 

e imunológicas locais. 

 

Palavras-chave: anura, alimentação, corticosterona, desafio imune, resposta imune. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

Both in response to immune stimulus and in the meal absorptive period, the time course 

of systemic immune activation and modulation of plasma and local levels (in the 

gastrointestinal tract, GIT) of immunomodulatory hormones such as melatonin and 

glucocorticoids, is well described to mammals. However, little is known about the time 

course of immune and hormonal modulation after injection of immune stimulus and 

during the postprandial period, as well as after contaminated meal intake, in ectothermic 

animals. Thus, the aims of this study were investigate: (1) if the activation of the immune 

system and hormonal modulation occurs due to the injection of a systemic immune 

stimulus in bullfrogs (Lithobates catesbeianus); (2) the time course of GIT (intestine and 

stomach) and systemic hormonal modulation and activation of the systemic immune 

system during the postprandial period of bullfrogs and snakes (Boa constrictor); and (3) 

if systemic immune activation and GIT (stomach and intestine) and systemic hormonal 

modulation occurs due to the contaminated meal intake in bullfrogs. For aim 1, the 

animals were divided into two groups. One group received an intraperitoneal injection of 

lipopolysaccharide (LPS, 2 mg/kg) and the other group received an intraperitoneal saline 

injection (control group). Animals' blood was collected 6 h and 24 h after treatment and 

the immune system activation was quantified by the leukocyte profile, plasma bacterial 

killing ability and phagocytic activity of blood leukocytes. Plasma levels of corticosterone 

and melatonin were also quantified. Intraperitoneal injection of LPS increased the 

neutrophil/lymphocyte ratio and phagocytosis activity 24 h after treatment and decreased 

melatonin and testosterone plasma levels, supporting the idea that LPS injection induces 

a systemic inflammatory response in bullfrogs. For the second aim, the bullfrogs were fed 

with fish feed (5% of their body mass) and divided into five groups: 6 h, 24 h, 48 h, 96 h 

and 168 h after forced feeding and after oral manipulation that mimicked forced feeding 

(control groups). Snakes were divided into two groups: fed with mice (30% of their body 

mass) and fasting, with samples taken concomitantly in both groups (48 h after feeding 

of fed group). The same variables as in experiment 1 were measured, plus melatonin 

levels in the GIT (stomach and intestine). Feeding altered the neutrophil and the 

heterophil/lymphocyte ratio, and the plasma corticosterone levels in both animal models, 

in addition to decreasing plasma bacterial killing ability in the bullfrogs. Fasting (control 

groups) also increased melatonin levels in the stomach of bullfrogs and showed the same 
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trend in the stomach and intestine of the boas. These results indicated that increased 

plasma corticosterone levels may be necessary to mobilize energy reserves essential to 

support meal digestion, and that melatonin may act protecting tissues during periods of 

fasting. For aim 3, the bullfrogs were fed with fish feed (2% of their body mass) and 

divided into three groups: fed three times with sterilized feed (UV light), fed twice with 

sterilized feed and once with feed contaminated with live bacteria Aeromonas hydrophila 

(109 CFU/ml), and fed three times with feed contaminated with live bacteria. Tissues were 

collected 24 h after treatments and the same variables as in experiment 1 were measured, 

plus the corticosterone levels in the GIT (stomach and intestine). None of the variables 

was affected by contaminated meal intake. However, stomach corticosterone levels 

tended to be lower in the group fed three times with contaminated feed. Thus, ingestion 

of contaminated meal was not able to provoke dysbiosis and activate systemic 

inflammatory responses. However, the tendency of decreasing corticosterone levels in the 

stomach possibly contributes to preventing the transmigration of the bacteria to organs 

outside the GIT, besides to allow the mounting of local (GIT) inflammatory and immune 

responses. 

 

Keywords: anura, corticosterone, feeding, immune challenge, immune response.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Modulação imune e endócrina frente a estímulos imunes 

 

As defesas do hospedeiro contra os desafios externos são amparadas por um 

sistema imunológico integrado composto pelas imunidades inata e adaptativa, que 

induzem respostas imunológicas tanto locais quanto sistêmicas (Hooper, et al., 2012). A 

imunidade inata representa a primeira linha de defesa do organismo e é responsável pela 

resposta aguda de recrutamento de células como macrófagos e neutrófilos, e pela 

produção de citocinas que modulam as respostas imunológicas (Anisman, 2009; Robert 

and Ohta, 2009). A imunidade adaptativa representa a imunidade específica e de 

memória, que atua principalmente através da produção de anticorpos pelos linfócitos B e 

T (Robert and Ohta, 2009). Nos vertebrados, as células do sistema imunológico inato 

utilizam essencialmente receptores do tipo Toll (TLR, do inglês Toll-like receptors) para 

reconhecer a microbiota potencialmente patogênica e assim ativar cascatas de sinalização 

que controlam finamente a produção de substâncias antimicrobianas e de quimiocinas 

(Leulier and Lemaitre, 2008). A partir do reconhecimento, o controle da ativação e 

modulação do sistema imune é realizado por um conjunto de sinais químicos, dentre os 

quais podemos destacar a ação hormonal (Paavonen, 2016). 

Um dos importantes moduladores da resposta imune inata e adaptativa é o 

hormônio melatonina ou MEL (Szczepanik, 2007; Singh and Singh, 2012; Markus et al., 

2018). Na imunidade inata, a fagocitose de leucócitos circulantes exibe pico de atividade 

durante a noite, concomitante ao pico de produção de MEL pela glândula pineal (i.e. 

Singh and Singh, 2012). Nesse contexto, a MEL desempenha ação anti-inflamatória, 

dificultando o recrutamento e a adesão celular nos tecidos inflamatórios (Lotufo et al., 

2001). Já na imunidade adaptativa, a MEL é capaz de ativar linfócitos T e B via receptores 

de MEL e assim modular a proliferação dessas células e a produção de citocinas 

(Cardinali et al., 1999; Szczepanik, 2007). Dessa forma, quando a glândula pineal detecta 

os padrões moleculares associados à patógenos apresentados pela microbiota invasora ou 

por um desafio imune, há a inibição de síntese e secreção de MEL pineal (Markus et al., 

2018). Com essa diminuição de MEL sistêmica, há então o aumento da migração de 

leucócitos para o sítio de infecção, possibilitando a montagem da resposta inflamatória 

(Markus et al., 2018). As células imunes ativadas no sítio de infecção aumentam então a 
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produção e secreção local de MEL, aumentando respostas imunes locais como a eficiência 

fagocítica de macrófagos peritoneais e mastócitos em camundongos, por exemplo 

(Barriga et al., 2002; Pires-Lapa et al., 2013). Localmente, a MEL ainda desempenha 

funções antioxidantes e anti-inflamatórias, inibindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias, por exemplo - protegendo assim as células e tecidos de danos oxidativos e 

inflamatórios (Acuña-Castroviejo et al., 2014). A inibição de produção de MEL pineal e 

o aumento da produção de MEL por leucócitos locais que desencadeiam respostas 

inflamatórias frente a estímulos imunes é conhecido como eixo imune-pineal (Markus et 

al., 2018).  

Os hormônios glicocorticoides, como cortisol e corticosterona/CORT, 

representam outro importante grupo de sinais químicos imunomoduladores. Estressores, 

incluindo desafios imunológicos, estimulam o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal/inter-

renal (HPA/HPI) resultando na liberação de glicocorticoides (Elenkov and Chrousos, 

2002; Selechnik et al., 2017). Anfíbios anuros, por exemplo, aumentam as concentrações 

plasmáticas de CORT poucas horas após a aplicação de desafios imunológicos (Bastos et 

al., 2021; Ferreira et al., 2021; Titon Jr et al., 2021). Os efeitos imunomodulatórios dos 

glicocorticoides, por sua vez, são complexos e podem ser desde imunoestimulantes até 

imunossupressores, na dependência de fatores como a intensidade e duração do estímulo 

(Elenkov and Chrousos, 2002). Dentre os efeitos imunoestimulantes, a elevação da 

concentração plasmática de glicocorticoides aumenta a atividade de fagocitose no sangue 

de anuros e mamíferos e nos macrófagos peritoneais de camundongos, por exemplo 

(Zhou et al., 2010; Assis et al., 2017; Cain and Cidlowski, 2017). Além disso, a elevação 

aguda de CORT aumenta o número de heterofilos circulantes em aligatores Alligator 

mississippiensis (Morici et al., 1997), e está positivamente relacionada com a capacidade 

bactericida plasmática (BKA) em serpentes Thamnophis elegans e Thamnophis sirtalis 

(Spence et al., 2020). Por outro lado, uma vez que o desafio imune é controlado pelo 

sistema imunológico e se inicia a fase de resolução da resposta inflamatória, os 

glicocorticoides desencadeiam efeitos imunossupressores (Fernandes et al., 2009). 

Durante essa fase, os glicocorticoides inibem a síntese de citocinas e mediadores pró-

inflamatórios, restauram a produção de MEL pineal, contribuem para parar a migração 

celular e, consequentemente, restauram a homeostase e previnem danos aos tecidos 

(Fernandes et al., 2009).  
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O hormônio sexual testosterona é outro exemplo de hormônio que desempenha 

complexas ações imunomoduladoras. Altas concentrações plasmáticas de testosterona 

foram correlacionadas positivamente com a resposta imune inata em diversos vertebrados 

(Foo et al., 2016). Além disso, em anuros que apresentam boa condição corpórea, altas 

concentrações plasmáticas de testosterona estão associadas à maior atividade de 

fagocitose de leucócitos sanguíneos (Titon et al., 2017, 2018) e ao aumento do edema em 

resposta à injeção do estímulo imune fitohemaglutinina (Desprat et al., 2015). Por outro 

lado, diversos efeitos imunossupressores foram descritos para testosterona, incluindo a 

redução da expressão do receptor Toll-like 4 (TLR4, ativador da resposta imune inata) 

em macrófagos de camundongos (Rettew et al., 2008), bem como a diminuição do edema 

dos pés de lagartos em resposta à injeção de fitohemaglutinina (Belliure et al., 2004). 

Desta forma, a testosterona age através de complexos mecanismos e seus efeitos 

imunomoduladores dependem de fatores como condição corpórea do indivíduo e de 

outros sinais endócrinos, tais como das concentrações plasmáticas de glicocorticoides 

(Roberts and Peters, 2009; Titon et al., 2018). 

A substância lipopolissacarídeo (LPS), principal componente da membrana 

externa de bactérias gram-negativas, tem sido muito utilizada como desafio imunológico 

em diferentes espécies (Leulier et al., 2003; Llewellyn et al., 2010; Gardner et al., 2018). 

O LPS é reconhecido pelo receptor TLR4 presente nas células de mamíferos como 

monócitos, linfócitos B, neutrófilos, mastócitos e macrófagos (Triantafilou and 

Triantafilou, 2002). Em diversos tecidos de anfíbios como pele, pulmão, intestino, baço, 

fígado, estudos apontam a presença de receptores homólogos ao TLR4 de mamíferos 

(Ishii et al., 2007). Apesar de sabermos que o LPS é capaz de alterar a secreção de 

hormônios imunomoduladores e a produção de citocinas pró-inflamatórias, ativando 

respostas imunes principalmente nas primeiras 8 horas após o tratamento (Ulevitch and 

Tobias, 1999; Janský et al., 2003; Cardoso et al., 2006), pouco sabemos como essas 

respostas hormonais e imunológicas são moduladas a longo prazo após a administração 

do estímulo imune. Estudos realizados principalmente com anfíbios anuros têm focado 

nos efeitos imunes e hormonais imediatamente após o tratamento (i.e. Gardner et al., 2018 

e Bastos et al., 2021 com medições 2 h após o tratamento), com raros estudos sendo 

realizados com medições às 6 h e 24 h após a administração do desafio imune (Zou et al., 

2000; Ferreira et al., 2021; Titon et al., 2021). Desta forma, os efeitos prolongados das 
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respostas fisiológicas - principalmente hormonais e imunológicas - frente a desafios 

imunes precisam ser melhor caracterizados em anuros. 

 

Trato gastrointestinal e modulação imune e endócrina  

 

O trato gastrointestinal (TGI) compreende uma extensa mucosa com ampla 

superfície que otimiza a absorção dos conteúdos alimentares. A mucosa é seletiva à 

passagem de potenciais patógenos que podem ser ingeridos e, apesar do funcionamento 

e manutenção do TGI apresentar íntima relação com a microbiota comensal, o contato 

com a microbiota estranha pode alterar e até prejudicar as funções do aparelho digestório 

(Cerf-Bensussan and Gaboriau-Routhiau, 2010). As defesas do hospedeiro contra esses 

patógenos são amparadas por um sistema imunológico integrado, composto pelas 

imunidades inata e adaptativa, que induzem respostas imunológicas tanto sistêmicas 

quanto locais - através dos tecidos linfoides associados às mucosas (Galdeano and 

Perdigón, 2006). No TGI da maioria dos vertebrados, o sistema imune inato do tecido 

linfático intestinal - GALT, (do inglês gut-associated lymphoid tissue) fornece a primeira 

linha de defesa contra microrganismos potencialmente patogênicos, impedindo a 

penetração destes para o meio interno, além de fornecer os sinais biológicos que guiam o 

sistema imunológico adaptativo (Goldstine et al., 1975; Perdigo’n et al., 2001; Hooper et 

al., 2012).  

Aliadas ao GALT, as células epiteliais são um componente central do sistema 

imunológico intestinal. De maneira semelhante às células imunes, as células epiteliais do 

intestino expressam receptores que reconhecem os padrões moleculares associados à 

microbiota (Spahn and Kucharzik, 2004). Esses receptores ativam cascatas de sinalização 

que controlam finamente a produção de substâncias antimicrobianas e quimiocinas pelo 

GALT, dependendo dos sinais que são entregues pela microbiota (Spahn and Kucharzik, 

2004). Sabe-se que a ingestão de dietas ricas em bactérias ou em LPS por roedores, por 

exemplo, é capaz de ativar os receptores epiteliais e aumentar a porcentagem de linfócitos 

T no GALT, além de aumentar a produção da interleucina-12, uma das principais 

mediadoras da imunidade inata (Galdeano and Perdigón, 2006; Hrncir, et al., 2008). Sabe-

se ainda, que a presença de bactérias potencialmente patogênicas (Salmonella 

typhimurium) no intestino de camundongos ativa os macrófagos entéricos altamente 

especializados através de um eixo neuro-imune, resultando em uma rápida resposta de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_linfoide_associado_%C3%A0_mucosa
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proteção local (Gabanyi et al., 2016).  Pouco se sabe, porém, como e se esses estímulos 

imunes e a resposta imune local gerada pelo GALT é capaz de recrutar e modular a 

imunidade inata sistêmica dos animais (Valpotic et al., 2016).  

A modulação da imunidade inata sistêmica é, entretanto, observada através de um 

outro importante estímulo no TGI: a alimentação propriamente dita. Durante o período 

pós-prandial - período após a alimentação em que os processos de digestão, absorção e 

assimilação dos nutrientes ocorrem - humanos, por exemplo, exibem modulação 

sistêmica do sistema imune inato, apresentando aumento da razão neutrófilo/linfócito 

(NL ratio) e de plaquetas circulantes no sangue logo após a alimentação (Hansen et al., 

1997). O estudo de Hansen e colaboradores (1997) mostra ainda uma modulação 

hormonal no período pós-prandial, com o aumento das concentrações plasmáticas de 

glicocorticoides nesse período. Para animais ectotérmicos, os resultados parecem ser 

semelhantes aos de mamíferos. Segundo Luoma e colaboradores (2016), serpentes 

(Pantherophis guttatus) apresentam uma maior hemaglutinação no plasma 24 h após a 

ingestão do alimento do que logo após a digestão (sétimo dia após a alimentação), ou seja, 

houve uma maior ativação da resposta imune inata durante o período absortivo do 

alimento. Estudos mostram ainda que anfíbios anuros (Xenopus laevis) exibem um pico 

de CORT plasmática às 6 h de pós-prandial (Crespi et al., 2004). Não se sabe, porém, 

qual o decurso temporal da modulação hormonal e imunológica durante o período pós-

prandial em animais ectotérmicos. 

A secreção de outro importante hormônio imunomodulador, a MEL, também é 

modulada no período pós-prandial. O TGI é a maior fonte de MEL extra pineal e a 

produção local contribui inclusive para as concentrações sistêmicas de MEL em 

mamíferos (Bubenik, 2001). No TGI, a MEL é produzida pelas células enterocromafins 

presentes na mucosa do estômago e atua como hormônio parácrino em outros segmentos 

do trato (Bubenik, 2001). Ao contrário da MEL produzida pela glândula pineal, a 

produção pela mucosa intestinal parece não estar relacionada ao fotoperíodo e sim à 

frequência de alimentação, sendo que mamíferos (humanos e porcos) apresentam um 

aumento de secreção de MEL no TGI logo após a ingestão do alimento (Bubenik et al., 

1996).  Atrelada à alimentação, a MEL desempenha funções de proteção à mucosa e de 

sincronização dos processos digestivos (Bubenik, 2001). Além de ser um hormônio 

facilitador da digestão, a MEL também desempenha funções protetoras essenciais no 

TGI, sendo que concentrações elevadas de MEL foram encontradas no TGI de mamíferos 
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em restrição alimentar, por exemplo (Huether, 1994; Bubenik et al., 1992; Bubenik, 

2001). Em camundongos, é observado o aumento das concentrações de MEL na maior 

parte do TGI após períodos de jejum de 48 h, sendo o aumento da MEL no estômago mais 

pronunciado (2 vezes maior do que em outras partes do TGI, Bubenik et al., 1992). A 

produção elevada de MEL estomacal protege o TGI, reduzindo a incidência e a gravidade 

de danos aos tecidos, como úlceras gástricas em porcos, por exemplo (Ayles et al., 1996). 

Em animais ectotérmicos (peixes, serpentes e anuros) também são encontradas altas 

concentrações de melatonina no TGI em jejum (Bubenik and Pang, 1997), porém não se 

sabe como ocorre a modulação da produção de MEL em resposta à alimentação nesses 

animais.  

 

Trato gastrointestinal e microbiota  

 

A mucosa do TGI é colonizada por uma comunidade de microbiota ampla, 

complexa e dinâmica, composta por microrganismos considerados não patogênicos 

(Wolowczuk et al., 2008; Carding et al., 2015). Essa microbiota comensal saudável 

participa de funções essenciais do hospedeiro, como auxiliar na extração de energia, 

vitaminas e nutrientes dos alimentos; bem como proteger o hospedeiro contra a invasão 

e colonização de patógenos oportunistas (Wolowczuk et al., 2008). Por outro lado, 

quando há disbiose devida a alterações na composição da microbiota intestinal com 

expansão da microbiota patogênica e/ou com redução da microbiota comensal, pode 

ocorrer distúrbios sistêmicos e no TGI, prejudicando a saúde do hospedeiro (Levy et al., 

2017). A microbiota intestinal é extremamente dependente da nutrição do hospedeiro e, 

dentre vários fatores que afetam a homeostase da microbiota intestinal, a composição da 

dieta é um dos principais componentes, melhorando as funções intestinais ou provocando 

disbiose e inflamação intestinal (Panasevich et al., 2018; Wang et al., 2020; 

Frankiensztajn et al., 2020). 

Quando as células epiteliais da mucosa intestinal entram em contato com a 

microbiota ingerida, o reconhecimento do microrganismo desencadeia a modulação das 

funções imunes sistêmica e local (Spahn and Kucharzik, 2004; Lyte et. al., 2010). Em 

mamíferos, por exemplo, a ingestão de bactérias Lactobacillus casei ativa os receptores 

intestinais e, consequentemente, o sistema imunológico da mucosa intestinal (Galdeano 

and Perdigón, 2006). Em animais ectotérmicos, uma dieta rica em probióticos diminui a 
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porcentagem de neutrófilos circulantes no sangue de peixes tilápias-do-nilo Oreochromis 

niloticus; além de aumentar a atividade fagocítica de leucócitos no sangue tanto de 

tilápias-do-nilo quanto de rãs-touro Lithobates catesbeianus (Dias et al., 2010; Ibrahim, 

et al., 2019). Concomitante com a microbiota benéfica, patógenos oportunistas também 

podem ser ingeridos e suas endotoxinas - como LPS por exemplo - podem se deslocar do 

lúmen para os tecidos internos quando há disbiose, ativando as respostas imunes locais 

do hospedeiro (Ringø et al., 2007). Uma dieta rica em LPS estimula a expansão das 

células B e T no GALT e nos linfonodos mesentéricos de camundongos germ-free (que 

não possuem microbiota comensal), além de aumentar a produção de interleucina-12 no 

baço (Hrncir, et al., 2008). Da mesma forma, a presença de bactérias potencialmente 

patogênicas Salmonella typhimurium no intestino de camundongos ativa macrófagos 

entéricos especializados e desencadeia rápidas respostas de proteção local (Gabanyi et al., 

2016). No entanto, apesar de sabermos que dietas ricas em probióticos modulam 

parâmetros imunes sistêmicos de animais ectotérmicos convencionais - que possuem 

microbiota comensal (Dias et al., 2010; Ibrahim, et al., 2019) - e que a ingestão de 

patógenos ativa respostas de proteção local em mamíferos (Gabanyi et al., 2016), pouco 

se sabe se a presença de patógenos oportunistas no TGI é capaz de modular a resposta 

imune inata sistêmica em animais ectotérmicos. 

A composição da microbiota intestinal também influencia o sistema endócrino, 

modulando a produção e secreção de hormônios glicocorticoides. Camundongos germ-

free submetidos ao estresse de restrição, por exemplo, exibem uma maior elevação das 

concentrações plasmáticas de CORT quando comparados à camundongos que possuem 

microbiota comensal (Sudo et al., 2004). Por outro lado, a ingestão de probióticos pelos 

camundongos germ-free reverte o aumento exacerbado de CORT no sangue desses 

animais, indicando que uma microbiota intestinal em equilíbrio desempenha funções 

protetoras contra os efeitos deletérios das concentrações elevadas de glicocorticoides no 

plasma (Sudo et al., 2004). Da mesma forma, dietas ricas em gordura induzem alterações 

na microbiota intestinal de camundongos, regulando negativamente a atividade do eixo 

HPA e, consequentemente, diminuindo as concentrações plasmáticas de CORT (Auvinen 

et al., 2012; Daniel et al., 2014). Na direção oposta, a exposição a estressores e a 

consequente liberação de glicocorticoides pode afetar a fisiologia do TGI, aumentando a 

permeabilidade da mucosa e a secreção de ácido gástrico, diminuindo a motilidade do 

estômago e do intestino, e modificando o equilíbrio da microbiota comensal (Meddings 
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and Swain, 2000; Galley and Bailey, 2014). Além disso, diversos tecidos extra adrenais 

sintetizam glicocorticoides, e estudos indicam que estes são produzidos localmente na 

mucosa do TGI em resposta à ativação de células imunes, contribuindo para a montagem 

das respostas imunes locais (Kostadinova et al., 2014). No entanto, embora alguns estudos 

tenham se dedicado a examinar a modulação sistêmica endócrina e imunológica durante 

o período pós-prandial, não se sabe se a ingestão de alimentos contendo potenciais 

patógenos é capaz de modular parâmetros hormonais e imunológicos sistêmicos. Os 

processos de alimentação podem promover a ingestão de patógenos oportunistas e 

provocar disbiose, possivelmente ativando respostas imunes sistêmicas, além das 

respostas imunes locais conhecidas. De fato, alguns animais que ingerem um maior 

número de patógenos durante a alimentação, como o abutre-preto Aegypius monachus por 

exemplo, apresentam maior expressão de genes relacionados a funções imunes no sangue 

do que outras espécies (Chung et al., 2015). 

   

    Objetivos 

 

Com isso, os objetivos deste trabalho foram investigar:  

(1) se ocorre a ativação do sistema imune sistêmico, e modulação hormonal pela 

injeção de um estímulo imune em rãs (L. catesbeianus); 

(2) o decurso temporal da modulação hormonal local (intestino e estômago) e 

sistêmica, e da ativação do sistema imune sistêmico durante o período pós-prandial de rãs 

(L. catesbeianus) e serpentes (B. constrictor);  

(3) se ocorre a ativação do sistema imune sistêmico, e modulação hormonal local 

(estômago e intestino) e sistêmica pela ingestão de alimento contaminado em rãs (L. 

catesbeianus). 

Especificamente, testamos as seguintes hipóteses: I. a injeção intraperitoneal de um 

estímulo imune ativa uma resposta imune inata sistêmica e modula o perfil hormonal 

sistêmico dos animais; II. durante o período pós-prandial ocorre a ativação do sistema 

imune inato sistêmico e a modulação do perfil hormonal sistêmico e local (TGI) dos 

animais; e III. a presença de microbiota potencialmente patogênica no alimento ativará 

uma resposta imune inata sistêmica e modulará o perfil hormonal sistêmico e local (TGI) 

dos animais. Desta forma, o este trabalho está dividido em quatro capítulos. O primeiro 

capítulo intitulado “Systemic hormonal and immune regulation induced by 
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intraperitoneal LPS injection in bullfrogs (Lithobates catesbeianus)” contempla o 

objetivo (1) e a hipótese I. O segundo capítulo intitulado “Immune and hormonal 

regulation in the postprandial period of bullfrogs (Lithobates catesbeianus)” contempla o 

objetivo (2) e a hipótese II em rãs L. catesbeianus, assim como o terceiro capítulo 

intitulado “Immune and hormonal regulation of the Boa constrictor (Serpentes; Boidae) 

in response to feeding” contempla o mesmo objetivo e hipótese em serpentes B. 

constrictor. Por fim, o quarto e último capítulo intitulado “Hormonal and immune 

modulation in response to contaminated meal intake in bullfrogs (Lithobates 

catesbeianus)” comtempla o objetivo (3) e a hipótese III.  
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4.5. Conclusion 

 

In conclusion, ingestion of up to three contaminated meal intakes in a row (live 

bacteria A. hydrophila, 109 UFC/ml per meal) do not modulate local and systemic CORT 

levels, as well as systemic immune innate response such as NL ratio and BKA, in male 

bullfrogs L. catesbeianus at basal physiological conditions (without previous stress and 

with commensal microbiota). Then, ingestion of contaminated food was not capable to 

intensify the HPI axis activation and the consequent hormonal and immune response 

observed in the postprandial period due to feeding in bullfrogs. In this way, contaminated 

meal ingestion was not able to provoke dysbiosis and activate systemic inflammatory 

response. However, our results suggest that the ingestion of three contaminated meals in 

a row tended to decrease CORT stomach levels, possibly contributing to prevent 

transmigration of the bacteria to organs outside the GIT and to allow local inflammatory 

and immune responses. Future studies could investigate effects of ingestion of a higher 

bacterial load, especially on GIT hormonal and immune local parameters, under basal 

situation and following a stressor stimulus.  
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em relação ao estímulo imunológico, podemos concluir que a injeção 

intraperitoneal de LPS (2 mg/kg) ativa a resposta imune inata sistêmica e modula o perfil 

hormonal sistêmico de rãs L. catesbeianus. Nosso estudo mostrou que o tratamento com 

LPS aumentou a razão neutrófilo/linfócito e a porcentagem de fagocitose dos leucócitos 

sanguíneos, assim como diminuiu as concentrações plasmáticas de testosterona e 

melatonina; e que essas respostas foram mais pronunciadas às 24 h do que às 6 h após o 

tratamento. Coletivamente, nossos resultados indicam que as respostas inflamatórias 

decorrentes da injeção intraperitoneal de LPS são montadas a partir de interações entre 

variáveis imunológicas e hormonais. 

Em relação à alimentação, concluímos que tanto rãs L. catesbeianus quanto jiboias 

B. constrictor apresentam modulação imune e hormonal durante o período pós-prandial, 

assim como o jejum modula o perfil hormonal do estômago nas rãs. Nossos resultados 

indicam ativação aguda do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal/interrenal no início da 

digestão do alimento nos dois modelos animais, sendo que ambos aumentaram as 

concentrações de corticosterona plasmática e, consequentemente, apresentaram 

redistribuição de células imunes no sangue após a alimentação. Nesse contexto, o 

aumento das concentrações de corticosterona plasmática pode ser importante para 

mobilizar energia necessária para sustentar o incremento metabólico e os processos 

digestivos, enquanto a redistribuição de células imunes pode contribuir para suprimir 

potenciais patógenos e injúrias adquiridas durante a captura e digestão de presas. 

Já em relação à alimentação contaminada, concluímos que a ingestão de alimento 

contendo bactérias vivas A. hydrophila (109 UFC/ml), não é capaz de intensificar a 

ativação do eixo hipotálamo-hipófise-interrenal e as respostas imunes sistêmicas de rãs 

L. catesbeianus no período pós-prandial. Dessa forma, a ingestão de alimento 

contaminado (2% da massa corpórea por refeição) não foi capaz de provocar disbiose e 

ativar uma resposta inflamatória sistêmica. No entanto, nossos resultados sugerem que a 

ingestão de três refeições contaminadas consecutivas (a cada 48 h) tende a diminuir as 

concentrações estomacais de corticosterona, possivelmente contribuindo para impedir a 

transmigração da bactéria para fora do trato gastrointestinal e permitir a montagem de 

respostas inflamatórias e imunológicas locais. 
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Anexo 1 – Certificado de aprovação do comitê de ética no uso de animais (CEUA 

IB/USP)   
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