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RESUMO

A maior parte dos anfibios apresenta alta permeabilidade hidrica e alto risco potencial
de estresse hidrico. A desidratacdo pode representar um estressor, ativando o0 eixo
hipotadlamo- hipdfise- adrenal/ interrenal (HHA/I), elevando a concentragdo plasmatica de
glicocorticoides (GC) e, consequentemente, modulando a resposta imune. Embora tenham
clara implicagdo para o valor adaptativo, esses efeitos da desidratacdo sobre a
imunocompeténcia permanecem pouco explorados na literatura, particularmente para
anfibios anuros. O objetivo dessa tese foi compreender o impacto da desidratacdo como
estressor sobre aspectos da fungdo imune inata em anfibios anuros. Particularmente, foi
investigado se individuos de Rhinella ornata, espécie de sapo associada a regides meésicas e
florestadas do Brasil, € capaz de ativar uma resposta de estresse quando desidratada, as
consequéncias desse estresse hidrico sobre a imunocompeténcia e a capacidade de resposta
a um estressor secundario. O impacto da desidratacdo como estressor sobre a fungdo imune
foi investigado também em populacGes nativas e invasoras do sapo Sclerophrys gutturalis da
Africa do Sul, considerando-se as condigdes climaticas diferenciadas a que essas populacdes
vivem. Brevemente, individuos foram submetidos a desidratacdo de 10% e 20% da massa
corporea padrdo e tiveram amostra de sangue coletada para avaliar variaveis como a
concentracdo plasmatica de corticosterona (CORT), hematécrito (HCT), razdo neutrofilo:
linfocito (N:L), capacidade bactericida plasmética (CBP) e atividade fagocitica de leucécitos
(AF). Em seguida, os animais foram submetidos a restricdo de movimentos sob condic¢des
ndo-desidratantes (estressor secundario). Nossos resultados mostraram que a desidratacao
aumentou a CORT, HCT e N:L em sapos. O estresse de restricdo secundario resultou em

manutencdo da concentracdo elevada de CORT no plasma e aumento da N:L e AF.
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Individuos de S. gutturalis da populacéo invasora mostraram menor indice corporeo, maior
CBP e N:L em campo que individuos da populacdo nativa. Apds a submissdo experimental
aos estressores, sapos invasores e nativos mostraram aumento da CORT, e os invasores
mantiveram CBP comparativamente maior que os nativos. Esses resultados indicam que a
desidratacdo é um estressor para sapos, sendo capaz de ativar o eixo HHI, aumentando a
secrecdo de CORT e estimulando a funcéo imunitaria. Adicionalmente, 0s sapos invasores
apresentam uma funcdo imune inata constitutivamente elevada se comparada a dos nativos,
0 que poderia aumentar seu valor adaptativo no novo ambiente e favorecer o sucesso de

disperséo.

Palavras-chave: Desidratacdo, estresse, corticosterona, imunocompeténcia, animais

invasores.
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ABSTRACT

Among tetrapods, amphibians represent the group with the most permeable skin and
the highest risk of water stress. Currently, it is known that dehydration can trigger a stress
response in vertebrates, activating the hypothalamus-pituitary-adrenal/interrenal axis
(HPA/I), increasing the levels of glucocorticoids (GC) and, consequently, modulating the
immune response. Although they have a clear implication for the fitness, these effects of
dehydration on immunocompetence remain little explored in the literature, particularly for
anuran amphibians. The objective of this thesis was to understand the impact of dehydration
as a stressor on aspects of innate immune function in anuran amphibians. Particularly, it was
investigated whether individuals of Rhinella ornata, a species of toad associated with the
mesic and forest regions of Brazil, is able to activate a stress response when dehydrated, the
consequences of this water stress on immunocompetence and the ability to respond to a
secondary stressor. The impact of dehydration as a stressor on immune function was also
investigated in native and invasive populations of the toad Sclerophrys gutturalis in South
Africa, considering the different climatic conditions in which these populations live. Briefly,
individuals were subjected to dehydration of 10% and 20% of standard body mass and had a
blood sample collected to assess variables such as plasma corticosterone concentration
(CORT), hematocrit (HCT), neutrophil: lymphocyte ratio (N:L), bacterial killing ability
(BKA) and phagocytic activity of leukocytes (PP). Then, the animals were submitted to
movement restriction under non-dehydrating conditions (secondary stressor). Our results
showed that dehydration increased CORT, HCT and N:L in toads. Secondary restriction
stress resulted in the maintenance of a high plasma CORT concentration and an increase in
N:L and PP. Individuals of S. gutturalis from the invasive population showed lower body

index, higher BKA and N:L in the field than individuals from the native population. After
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experimental submission to stressors, invasive and native toads showed an increase in CORT,
and the invaders maintained BKA comparatively higher than the native ones. These results
indicate that dehydration is a stressor for toads, being able to activate the HHI axis, increasing
the secretion of CORT and stimulating immune function. In addition, invasive toads have a
constitutively high innate immune function compared to that of natives, which could increase

their fitness in the new environment and favor the success of dispersion.

Keywords: Dehydration, stress, corticosterone, immunocompetence, invasive animals.
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INTRODUCAO

O tegumento dos vertebrados representa um compromisso evolutivo entre a
necessidade de uma protecdo mecanica e, a0 mesmo tempo, a necessidade de trocar materiais
e energia com o ambiente (Lillywhite, 2006). Embora a maior parte dos vertebrados terrestres
apresentem queratinas fibrosas que fortalecem o tegumento, anfibios possuem pouca
queratina cutanea e um estrato corneo estreito (Lillywhite, 2006), caracterizando uma pele
altamente permeavel (Toledo & Jared, 1993). Dessa forma, comparado com outros grupos
de tetrdpodes, a maioria dos anfibios apresenta alta taxa de perda evaporativa de dgua, 0 que
0s torna mais propensos ao risco de desidratacdo. Anfibios requerem um ambiente Gmido
para manter as trocas gasosas, cultivar bactérias simbiontes associadas a funcdo imune,
proteger seus ovos e realizar suas atividades ecoldgicas (Duellman & Trueb 1994; Rollins-
Smith et al. 2011; Martin & Carter, 2013; Watling & Braga, 2015), e a variacao
interespecifica em caracteristicas do balango hidrico encontra-se associada a disponibilidade
de agua no ambiente. Espécies que vivem em ambientes mais xéricos, por exemplo, mostram
taxas de perda evaporativa de agua mais baixas, maiores taxas de absorcao de agua, e melhor
desempenho locomotor quando desidratados do que espécies provenientes de ambientes
mésicos e florestados (Titon et al., 2010; Titon & Gomes, 2015; 2017). Em um contexto
semelhante, adaptacdes comportamentais e fisiologicas associadas a condi¢des ambientais
mais secas ja foram descritas para populacdes de espécies de anuros invasoras em ambientes
mais xéricos que aqueles em que populagdes nativas sdo encontradas (Tingley et al., 2012;
Kosmala et al., 2017, 2020; Roznik et al., 2018). Tanto o sapo cururu (Rhinella marina) na
Australia quanto o sapo gutural (Sclerophrys gutturalis) em Cape Town, na Africa do Sul,

mostram maior tolerdncia a desidratacdo e melhor desempenho locomotor quando
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desidratados do que seus coespecificos nas regides nativas e mais umidas (Kosmala et al.,
2017; Vimercati et al., 2018, 2019). Tais caracteristicas auxiliam a dispersdo e aumento
populacional no front de invaséo.

A submisséo a condicOes dessecantes pode desencadear uma resposta de estresse,
elevando a concentracdo plasmatica de glicocorticoides (GC) em diversas espécies de
vertebrados (Moeller et al., 2017), incluindo sapos (Barsotti et al., 2019; 2021). Quando
estimulos estressores sdo detectados na amidala e hipocampo, um sinal neuronal é enviado
para 0 hipotadlamo através das catecolaminas epinefrina e norepinefrina. As células
neurossecretoras do nucleo paraventricular no hipotadlamo secretam o fator liberador de
corticotropina (CRF) e arginina vasopressina (AVT), que por sua vez atuam na hipofise
estimulando a glandula hipofisaria a secretar o horménio adrenocorticotropico (ACTH).
Existem evidéncias de que outros hormoénios também atuem como secretagogos do ACTH,
como oxitocina (OT) e mesotocina (MT), no entanto, ainda sdo esparsas (Romero &
Wingfield, 2015). Uma vez que o ACTH foi liberado na corrente sanguinea, ele atinge as
células corticosteroidogénicas e se liga aos receptores ligados na membrana estimulando a
sintese de corticosteroides (Romero & Wingfield, 2015), resultando em aumento da sintese,
secre¢do e concentracdo plasmatica dos GC, sendo a corticosterona (CORT) o principal GC
encontrado em anfibios. A participacdo da CORT frente a um evento de desidratacdo também
envolve seu papel mineralotropico, pois esse hormdnio promove a retencédo e reabsor¢édo de
agua na pele, bexiga e rins através do aumento de Na* em anfibios (Uchiyama et al., 2014).

Os GC participam de uma resposta integrada a estressores, modulando vérias fungdes
fisiolOgicas e, dentre estas, as fun¢bes imunitarias vem recebendo particular atengdo. Os GCs
tém amplos efeitos na imunocompeténcia, incluindo mudancas na atividade de células natural

Killer, nameros de células T, producgdo de linfocitos, anticorpos e citocinas (Marketon &
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Glaser, 2008; Fonner et al., 2017). Dado que os GCs alteram o trafego de leucdcitos entre
compartimentos, os nimeros e proporcdes de leucdcitos no sangue tém sido comumente
utilizados como indicadores de infeccdo e estresse fisiolégico em anfibios e outros
vertebrados (Davis et al., 2008; Campbell, 2015; Savage et al., 2016). Neutréfilos e linfocitos
constituem a maioria dos leucocitos sanguineos em anfibios e, em resposta a estressores
(Bennett & Alspaugh, 1964; Bennett et al., 1972; Turner, 1988; Savage et al., 2016), o
numero de linfocitos diminui (linfopenia) enquanto o nimero de neutrofilos circulantes
aumenta (neutrofilia), refletindo alteragcdes na distribuicao e producdo dos leucécitos (Davis
te al., 2008; Savage et al., 2016). Os neutréfilos sdo mobilizados para a corrente sanguinea e
tornam-se disponiveis para recrutamento e ativacdo em locais de inflamacéo, refletindo um
aumento da resposta imunitaria em determinados compartimentos (Dhabhar & McEwen,
1996; Dhabhar, 2002).

E importante considerar que os GCs apresentam um efeito bifasico e complexo sobre
a imunocompeténcia, sendo o efeito preponderante dependente de fatores como a intensidade
e duracdo da elevacdo dos niveis circulantes de GCs e os tipos de receptores ativados
(Dhabhar et al., 1993; 1995; Dhabhar, 2014). Majoritariamente, em resposta a estressores
agudos de baixa intensidade, é observado estimulo de diversos aspectos da imunidade, como
aumento da apresentacdo de antigenos, funcdo celular efetora, producdo de anticorpos e
receptores de citocinas proinflamatérias (Dhabhar & McEwen, 1996; Dhabhar & McEwen,
1997). Em contrapartida, a elevacdo cronica dos GCs tem sido associada a efeitos
imunossupressores, 0s quais incluem inibigdo da expresséo de citocinas pré-inflamatorias e
estimulagdo dos fatores anti-inflamatdrios (Cain & Cidlowski, 2017), além de atrofia em

tecidos linfoides (Sapolsky et al., 2000, Dhabhar, 2014).
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Estudos com diferentes protocolos de estresse em anfibios tém mostrado resultados
diversos do papel imunomodulador realizado pela CORT (Gomes et al., 2012; Graham et al.,
2012; Narayan et al., 2011; Narayan & Hero, 2014a; 2014b; Assis et al., 2015; 2017; Barsotti
et al., 2017; Titon et al., 2018; 2019). A restricdo de movimentos é capaz de aumentar a
CORT juntamente com efeitos estimulatérios ou supressores da imunidade, variando de
acordo com o tempo e intensidade do estressor, bem como do parametro imune avaliado. A
razdo N:L, por exemplo, aumenta ap0s a restricdo, mas sua resposta estd associada a
intensidade do estressor, sendo que o confinamento com restricdo de movimentos apresenta
um escopo de resposta maior quando comparada com o confinamento sem a restricdo de
movimentos (Assis et al., 2015). Da mesma forma, a fagocitose é estimulada apos a restricdo
de movimentos (Graham et al., 2012; Assis et al.,, 2017; Barsotti et al., dados ndo
publicados). Por outro lado, embora a capacidade bactericida plasmatica (CBP) também
mostre estimulo e inibicdo em diferentes contextos, parece ser uma medida mais robusta, que
mantem alta variabilidade interindividual por longos periodos e menor maleabilidade em
funcao de estressores (Assis et al., 2015; 2017; 2019; Barsotti et al., 2017; 2019; Titon et al.,
2018; 2019; 2020). Estudos mostram que uma diminuic¢do da CBP foi observada tanto apds
submissdo a estressores agudos quanto de longo-prazo (Graham et al., 2012; Assis et al.,
2015; Titon et al., 2017; 2018; 2019).

Diante desse cenario, em que a desidratacdo eleva os niveis de GCs e estes atuam
sobre aspectos imunitarios, parece logico esperar que o estado hidrico poderia ter
consideravel impacto sobre a fungdo imune (Brush & DeNardo, 2017). Porém, a relacdo entre
desidratacédo, alteracdes dos niveis plasméaticos de GCs e imunidade ainda é pobremente
explorada. Um estudo em laboratério com o monstro-de-gila (Heloderma suspectum)

mostrou que, apos a desidratacdo, os animais tiveram um aumento de diferentes aspectos da
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imunidade inata (lise e aglutinacdo, CBP e perfil leucocitario), porém, sem elevacao
significativa dos niveis plasmaticos de corticosterona (CORT) (Moeller et al., 2017). Outro
estudo, realizado com cascavel (Crotalus atrox), também mostrou um aumento de fungdes
imunitarias (lise e aglutinacdo e atividade antimicrobiana plasmatica) apos a desidratacao
(Brush & DeNardo, 2017). Vale destacar que essas duas espéecies (H. suspectum e C. atrox)
experimentam em seu habitat natural um periodo de seca pronunciado durante o ano (Moeller
etal., 2017; Brush & DeNardo, 2017), e talvez animais adaptados a estas condi¢cdes mostrem
menor sensibilidade a desidratacdo, aumentando sua resposta imune sem elevar os niveis de
GCs em resposta a esse estimulo. Por outro lado, talvez animais que habitam regides mésicas
apresentem uma resposta de estresse mais pronunciada quando desidratados, elevando os
niveis de GCs e suprimindo a imunidade, tornando o animal mais vulneravel a doencas. No
entanto, estudos relacionando estado hidrico e imunidade em animais de ambientes tropicais
mésicos ainda Sao escassos.

Rhinella ornata mostra ser um bom modelo para estudos sobre estresse hidrico em
espécies de ambiente mésico, uma vez que apresenta uma distribuicdo geografica associada
a ambientes florestados e bordas de mata (Kloss, 1972; Jim, 1980; Baldissera et al., 2004;

Titon et al., 2010). No capitulo | (Dehydration as a stressor in toads [Rhinella ornata]) e 1l

(Dehydration followed by a secondary stressor sustains high circulating corticosterone and
improves immunity in toads) investigamos se a desidratacdo € um estressor para essa espécie,
sendo capaz de ativar o eixo HHI e aumentar a CORT. Adicionalmente, avaliamos a
responsividade a um estressor secundario (restricdo de movimentos) e aspectos da imunidade
de sapos R. ornata exibindo diferentes niveis de desidratagao.

Espécies invasoras também se mostram interessantes como sistema de observagéo de

ajustes fisioldgicos rapidos a ocupacdo de ambientes climaticamente distintos. No capitulo
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I11 (Challenges of a novel range: water balance, stress and immunity in na invasive toad) da
presente tese, investigamos a resposta ao estresse e seus efeitos na imunocompeténcia de
individuos nativos e invasores de Sclerophrys gutturalis, também apresentando diferentes

niveis de desidratacao.

CONCLUSOES

A exposicdo das duas espécies de sapos estudadas, R. ornata e S. gutturalis, a
diferentes niveis de desidratacdo (10 % e 20% da massa corpdrea padrdo) resultou em
aumento correspondente da concentracdo plasmaética de corticosterona (CORT). Esse
resultado foi observado inclusive para individuos da populagdo invasora de S. gutturalis, 0s
quais demonstram ser mais resistentes ao estresse hidrico. Dessa forma, a desidratagdo
representa um estressor para esses anuros, com intensidade de resposta variavel e dependente
de intensidade do estressor.

A exposicao de individuos de R. ornata a restricdo de movimentos (em condic¢des ndo
desidratantes) ap6s a desidratacdo resultou na manutencdo da concentracédo elevada de CORT
plasmatica e refletiu em aumento da razdo neutrofilo: linfocito (N:L) e atividade fagocitica
(AF). Sendo assim, a submissdo desses sapos a dois estressores agudos de forma consecutiva
gerou uma reposta de estresse sustentada e um efeito imunoestimulador. Vale ressaltar que
esses resultados sdo pertinentes a submissdo consecutiva a dois estressores agudos e que,
talvez, a submisséo inicial a um estressor crénico antes do agudo secundario pudesse gerar
resultados diferentes, como uma imunossupressao.

Com relagdo a S. gutturalis, individuos da populacdo invasora mostraram maior

capacidade bactericida plasmatica (CBP) e N:L em campo, e mantiveram a CBP maior ap6s
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a submissdo aos estressores (desidratacdo seguida de restricdo de movimentos) quando
comparados com individuos da populacdo nativa. Esses resultados indicam que sapos
invasores apresentam fungdes imunitarias constitutivamente elevadas, o que poderia conferir
vantagens de ajustes as condi¢des climaticas prevalentes no ambiente recentemente ocupado.

Dado que as populacdes de anfibios vém sofrendo um declinio acentuado,
principalmente devido as mudangas climaticas, fragmentacdo e perda de habitat, as quais
expdem os anfibios a um maior risco de dessecacdo, entender como a desidratacdo pode
modular a resposta a estressores e a imunocompeténcia se tornou uma questao imprescindivel
a ser investigada. Estudos futuros, envolvendo a desidratacdo e exposicdo a estressores
crénicos, bem como estudos comparativos de animais de diferentes biomas, seriam

interessantes para dar continuidade ao entendimento dessas relacdes.
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