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“You do not have to be good.

You do not have to walk on your knees

for a hundred miles through the desert repenting.
You only have to let the soft animal of your body
love what it loves.

Tell me about despair, yours, and I will tell you mine.
Meanwhile the world goes on.

Meanwhile the sun and the clear pebbles of the rain
are moving across the landscapes,

over the prairies and the deep trees,

the mountains and the rivers.

Meanwhile the wild geese, high in the clean blue air,
are heading home again.

Whoever you are, no matter how lonely,

the world offers itself to your imagination,

calls to you like the wild geese, harsh and exciting -
over and over announcing your place

]

in the family of things.’

Mary Oliver,
Wild Geese



Agradecimentos

Agradeco aos meus pais, Gisele e José Paulo, por todo apoio e suporte durante
o periodo do mestrado, mas, principalmente, durante a vida. Por sempre acreditarem
em meus sonhos e apoiarem minhas buscas, e por estarem ao meu lado em todos os
momentos. Vocés sao a base de tudo que construi.

Aos meus orientadores, Carla e Fernando, pela oportunidade de aprendizado e
inicio da carreira como pesquisadora desde a iniciagdo cientifica, e pela continuidade
da parceria no mestrado. Muito obrigada por estimularem minha independéncia, e ao
mesmo tempo por sempre estarem presentes, guiando meus aprendizados e a resolucao
de desafios e garantindo a integridade e qualidade do trabalho. Vocés sdo incriveis e
sou muito grata por ter trilhado esse caminho com vocés.

A Aymam e ao Alan, meus colaboradores nesse trabalho. Vocés foram
imprescindiveis para o meu aprendizado e para a realizagdo dos experimentos. Muito
obrigada, por tudo.

A todos os meus amigos, que me auxiliaram direta e indiretamente durante o
periodo do mestrado. Vocés foram essenciais para a realizagdo dos experimentos e para
a manuten¢do da minha satide mental durante um periodo tao delicado. Muito obrigada
a cada um que esteve ao meu lado.

Ao meu namorado, Humberto, por estar ao meu lado nos momentos dificeis e
por me incentivar, diariamente. E obrigada por comemorar comigo cada conquista.

A mim, por cada passo que eu dei para chegar até aqui. E por cada passo que
darei buscando as novas etapas da minha carreira como cientista. Sei que me preparei
bastante para chegar até aqui, e que esse mestrado me rendeu muitos aprendizados que

levarei para a vida toda.



Financiamento

Este trabalho foi financiado pela Fundac¢io de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP) através de uma bolsa de estudos no pais, nivel mestrado,
concedida a aluna Débora Meyer de Almeida Prado (#2020/12775-0) e pelo auxilio

regular (#2021/10877-3) liderado pelo professor Dr. Fernando Ribeiro Gomes.

Programa de Pos-graduacdo em Fisiologia Geral - Departamento de Fisiologia -

Instituto de Biociéncias - USP - Sao Paulo.



Resumo Geral

Em diferentes estdgios da historia de vida, os animais precisam manter
a homeostase frente a eventos previsiveis, imprevisiveis e/ou desafiadores. Os
glicocorticoides (GC), hormonios liberados em resposta a ativacao do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenais/inter-renais (HHA/HH]I), promovem diversos  ajustes
comportamentais e fisiologicos diariamente; e para restaurar o equilibrio, apds
estimulos estressores. Quando os GC sdo elevados por um periodo estendido e em
concentragdes altas, caracterizando-se uma exposicdo crénica, podem levar a efeitos
deletérios a fisiologia animal, como o acUmulo de tecido adiposo, mudancas no
comportamento alimentar e supressdo da imunidade. Buscamos elucidar os efeitos da
exposicao cronica a corticosterona (CORT) e da condicdo corpérea (Bl) na deposicao
de gordura, no comportamento alimentar e na imunidade de fémeas de Tropidurus
catalanensis. Trinta animais foram divididos em trés grupos: 1. Controle (nenhum
procedimento experimental foi realizado); 2. Implante Vazio (animais receberam
cirurgicamente um implante silastico vazio); e 3. Implante CORT (animais receberam
cirurgicamente um implante silastico com CORT). Amostras de sangue foram
coletadas ao longo do experimento para determinar as concentragdes plasmaticas de
CORT, as contagens total e diferencial de leucdcitos, a capacidade bactericida
plasmatica (BKA), e o titulo de hemaglutinacdo de hemécias. O desafio imunoldgico
da fitohemaglutinina (PHA) foi realizado para avaliar as respostas imunes inata e
adaptativa. O comportamento alimentar e a massa de corpos gordurosos também foram
avaliados. Apos a implantacdo, animais tratados com CORT mantiveram a massa
corpérea estavel ao longo das semanas de cativeiro, enquanto os grupos Controle e
Implante Vazio apresentaram perda de peso. Também houve uma relacéo positiva entre
Bl e corpos gordurosos, na qual animais tratados com CORT apresentaram maior
deposicéo de gordura. A imunidade e o comportamento alimentar ndo foram afetados

pelo tratamento com CORT.



General Abstract

In different life history stages, animals must maintain homeostasis
through predictable, unpredictable and/or challenging events. Glucocorticoids (GC),
hormones released in response to hypothalamus-pituitary-adrenal/interrenal
(HPAJ/HPI) axis activation, promote various behavioural and physiological adjustments
on a daily manner; and in order to restore balance, after facing stressors. When GC are
elevated for an extended period and in high concentrations, characterizing a chronic
exposure, it can lead to deleterious effects on animals’ physiology, such as
accumulation of fat bodies, changes in feeding behaviour and suppression of immune
function. We aim to elucidate the effects of chronic corticosterone (CORT) exposure
and body condition index (BI) in fat deposition, feeding behaviour and immune
function in Tropidurus catalanensis’ females. Thirty animals were divided in three
groups: 1. Control (no experimental procedure was performed); 2. Empty Implant
(animals surgically received an empty silastic tube); and 3. CORT Implant (animals
surgically received one silastic tube filled with CORT). Blood samples were collected
throughout the experiment to assess CORT plasma levels, total and differential
leukocyte count, bacterial Killing ability (BKA), and hemagglutination titer. An
immune challenge using phytohemagglutinin (PHA) was conducted to measure innate
and adaptive immune response. Feeding behaviour and fat bodies were also evaluated.
After implantation, CORT treated animals maintained a stable body mass through
weeks of captivity, while Control and Empty Implant groups displayed weight loss.
There was also a positive relation between Bl and fat bodies, with CORT treated
animals presenting higher fat bodies deposition. No effects of CORT treatment were

observed on immune response or feeding behaviour.



Introducao Geral

Glicocorticoides e metabolismo

Os glicocorticoides (GC) s&o hormonios de producdo e secrecdo controlada
pelo eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenais/Interrenais (HHA/HHI), cujas concentracbes
tém um padrdo de variacdo diaria (Abe et al., 1979; Chung et al., 2011) e sazonal
(Romero, 2002; Lattin & Romero, 2015). GC modulam uma miriade de processos
fisiologicos essenciais, incluindo o metabolismo energético de vertebrados,
apresentando um papel no ajuste das concentragdes de glicose no sangue e nos tecidos,
através da promocao da gliconeogénese (Sapolsky et al., 2000). Estes horménios
também estimulam a gliconeogénese no figado e promovem a lipdlise no tecido
adiposo, promovendo a liberacdo de acidos graxos e glicerol (Kuo et al., 2015). Além
disso, promovem protedlise, além da inibicdo momentanea da sintese proteica, para que
haja uma reserva imediata de gorduras e aminoacidos (Munck & Naray-Fejes-Toth,
1995). Concentracdes basais de GC também sdo associadas ao apetite e ao
forrageamento (Sapolsky et al., 2000). Ja a elevacdo sazonal de GC € associada a
estacdo reprodutiva em diversas espécies (Moore & Jessop, 2003), assim como a
sinalizacdo e a transicao entre estagios da histdria de vida (Crespi et al., 2013).

Outro papel importante e bem estudado dos GC é a coordenacdo de respostas
fisioloégicas e comportamentais as mudancas ambientais imprevisiveis e/ou
desafiadoras (Wingfield et al., 1998), comumente chamadas de resposta ao estresse
(Levine, 2005). De acordo com o modelo do escopo reativo (Romero et al., 2009),
todos 0s animais apresentam a capacidade de responder a estressores, caracterizando
uma homeostase reativa. Esta resposta é considerada adaptativa, na qual o organismo
modula diversos parametros de sua fisiologia necessarios para lidar com as mudancas
e ameacas ambientais (Romero et al., 2009). Durante a resposta a estressores, 0s
animais experienciam uma elevacdo das concentragdes plasmaticas de GC para além
das concentracdes diarias e sazonais (Sapolsky et al., 2000). Essa elevacao € necessaria
para promover ajustes fisiolégicos e comportamentais, que levam ao reestabelecimento
do equilibrio homeostatico (Wingfield & Romero, 2000; McEwen & Wingfield, 2003).

Entretanto, quando ha uma sobrecarga dessa homeostase reativa (ex.: durante
um estresse prolongado), o estresse passa a ter efeitos deletérios para a satde do animal

(Romero et al., 2009). Essa sobrecarga parece estar relacionada ao tipo de receptor
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ativado: receptor de glicocorticoide (GR) ou receptor de mineralocorticoide (MR). A
afinidade do receptor MR é mais alta, mediando a maioria dos efeitos relacionados as
concentracdes diérias e sazonais de GC. Quando os receptores MR atingem sua
saturacdo (frente a concentracdes elevadas de GC, geralmente experienciadas durante
a resposta ao estresse [Sapolsky et al., 2000]), os receptores GR comecam a captar o
horménio e sdo responsaveis pela maioria dos efeitos deletérios associados as
concentragdes elevadas de GC (de Kloet et al., 2019).

No caso destes efeitos deletérios no metabolismo, as concentracGes elevadas
de GC por um periodo estendido comumente levam a resisténcia insulinica (Beaupere
et al., 2021). Além disso, os GC atuam de forma sinérgica com a insulina, resultando
em maior acumulo de tecido adiposo através do estimulo da lipogénese (Dubuc, 1992).
Diversos estudos mostram a associagdo do acimulo de tecido adiposo e resisténcia
insulinica as concentracdes elevadas de GC (Wingfield and Silverin, 1986; Yuan et al.,
2008).

Os horménios GC também sdo associados a alimentagcdo, como mencionado
acima. Além de estimularem o forrageamento (busca por alimento), também resultam
em um aumento de apetite, caracterizado por maior ingestdo alimentar (Leibowitz &
Hoebel, 1997). Um artigo de revisdo de 2022, de Bakshi e coautores, mostra
detalhadamente as relagbes entre mudancas nas concentragdes plasmaticas de leptina
(um hormobnio associado a regulacdo do apetite pelo alimento) e mudangas nas
concentracdes de GC. Por exemplo, em mamiferos, um tratamento com GC resultou
em aumento nas concentracdes de leptina (Lewandowski et al., 2001), o que parece
estar relacionado a um mecanismo de balancear a massa corporal através da ingestdo
alimentar (Friedman, 2002). Sabe-se também que a expressdo da leptina aumenta
dependendo das concentragfes plasmaéticas de insulina (Saladin et al., 1995), o que
indica a relagdo entre estes hormonios. Esses estudos ainda sdo limitados em
vertebrados ndo-mamiferos (revisado em Bakshi et al., 2022), porém, estudos em
peixes mostram que um tratamento com cortisol resultou em um aumento da expresséo
hepatica de leptina através de receptores de GC (Madison et al., 2015; Conde-Sieira et
al., 2018). Ja em lagartos, estudos mostram uma relacdo entre concentracoes
plasmaticas de leptina e de glicose, onde maiores concentracdes de leptina levam a

reducdo das concentracOes de glicose no sangue (Ping et al., 2016). Sendo assim, a
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leptina, a insulina e os horménios GC parecem atuar de forma sinérgica na regulacéo

do metabolismo energético.

Glicocorticoides e imunidade

Além dos seus efeitos no metabolismo, os hormoénios GC também apresentam
um importante papel imunomodulatorio. Estudos realizados em anfibios anuros ilustra
a relagdo entre GC e imunidade, nos quais a realizacdo de desafios imunoldgicos
resultaram na elevacdo das concentracdes plasmaticas de GC (Bastos et al., 2021;
Ferreira et al., 2021; Titon Jr et al., 2021). Sabe-se também que o trafico de leucdcitos
pode ser afetado pelas concentracdes elevadas de GC, resultando em uma reducéo da
quantidade circulante de linfdcitos e eosinofilos (Cronstein et al., 1992). Essa reducédo
é acompanhada de um aumento da quantidade de neutréfilos ou heterofilos (Davis &
Maerz, 2008; Davis et al., 2008; Tuckermann et al., 2005). No entanto, o papel dos GC
na resposta imune é complexo (Dhabhar, 2009; Assis et al. 2015), e depende do padrao
temporal da exposicdo, da concentracdo do horménio e do contexto em que o animal
esta inserido (como por exemplo o estagio da historia de vida, o sexo, 0 ambiente e a
espécie [Neuman-Lee & French, 2017]).

Geralmente, concentracfes basais de GC ou elevadas de forma aguda ou
pontual tendem a aumentar e acelerar a resposta imune (Dhabhar, 2009; Madelaire et
al., 2019), preparando os organismos para a cicatrizacdo e ao combate de infeccbes
(Deak et al., 1999; Martin, 2009). ElevacGes plasmaticas de GC ja foram associadas ao
aumento da atividade fagocitaria em mamiferos e anfibios (Zhou et al., 2010; Assis et
al., 2017; Cain and Cidlowski, 2017). Estudos também mostram a relacdo entre
concentracdes de GC e capacidade bactericida plasmatica em répteis, em que animais
com maiores concentracdes de GC apresentaram melhor capacidade bactericida
plasmética (Spence et al., 2020). Os GC também atuam na resolucdo inflamatoria,
inibindo a sintese de citocinas e mediadores pré-inflamatorios — restaurando o
equilibrio homeostatico e prevenindo danos teciduais (Fernandes et al., 2009). Dentro
deste contexto, estudos mostram que a ativagdo do GR pode resultar na supresséo da
expressdo de IL-6 e C3 (Surjit et al., 2011), o que reforca esse papel de reducdo da
atividade inflamatoria.

Por outro lado, diversos estudos mostram que concentragdes de GC

cronicamente elevadas resultam em imunossupressdo (French et al., 2008, 2006;
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Martin, 2009; Titon et al., 2019). Nesse contexto, estudos mostram que em linfocitos,
0s GC podem suprimir a diferenciacédo de células em Th1l e reduzir a producédo de IFN-
respostas citotoxicas (Franchimont et al., 2000; Liberman et al., 2007; Chen et al.,
2018). Além disso, um estudo em lagartos mostrou que uma resposta ao estresse
induzida pela restricdo da mobilidade resultou em aumento das concentragdes
plasmaéticas de GC e, consequentemente, comprometeu a capacidade de cicatrizacao de
feridas dos animais (French et al., 2006).

Relacdo da condicdo corpdrea com o metabolismo e imunidade

Ha pistas que indicam que a condigdo corpdrea influencia o metabolismo,
comportamento alimentar e a resposta imune de vertebrados. Um estudo realizado em
trés espécies de escamados (Liasis fuscus, Tropidonophis mairii e Stegonotus
cucullatus) mostrou a relacdo entre frequéncia de alimentacdo e condi¢do corpdrea,
sendo que animais que se alimentaram com menor frequéncia exibiram pior condigéo
corpdrea, enquanto animais que se alimentam mais frequentemente, apresentaram
melhores indices de condicdo corpdrea (Brown et al., 2002). Outros estudos em répteis
e mamiferos mostram que a medida de condicdo corpdrea esta relacionada a quantidade
de tecido adiposo ou reservas que 0S animais apresentam, o que significa que animais
com melhores condicGes corporeas tendem a apresentar maior quantidade de gordura
corporal (McCaffrey et al., 2023; Labocha et al., 2014, Alapati et al., 2010).

Além disso, estudos mostram que a condicdo corpdrea pode ser decisiva para
estimar a capacidade de resposta imunitaria dos animais. Por exemplo, Meylan et al.
(2013) mostrou que lagartos da espécie Zootoca vivipara com maior tamanho corp6reo
e condicdo corporea, quando imunologicamente desfiadas com células de carneiro,
mantiveram uma taxa metabolica elevada. Por outo lado, lagartos com menor tamanho
corporeo e condigdo corpOrea apresentaram uma reducdo da taxa metabolica e da
resposta imunolégica (Meylan et al., 2013). O desafio imunologico também resultou
em um aumento da resposta a fitohemaglutinina, mas somente em individuos com
maior condicdo corpérea (Meylan et al., 2013).

Outro estudo realizado em anfibios mostra essa relacdo entre imunidade e
condicdo corporea, em associacdo aos GC. Titon et al. (2018) realizaram um estudo

para avaliar os efeitos da manutencdo em cativeiro nas concentragdes de GC, na
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condicdo corporea e na imunidade inata de sapos (Rhinella icterica). Entre outros
resultados, observou-se que animais com condi¢do corporea elevada apresentaram uma
relacdo positiva entre concentracfes plasmaticas de GC e capacidade bactericida
plasmética, enquanto animais com uma condic¢do corpérea mais baixa apresentaram
uma relacdo negativa entre GC e capacidade bactericida plasmatica (Titon et al., 2018).
Uma relacdo parecida também foi observada em répteis, citada anteriormente, onde
animais com maiores concentracbes de GC apresentaram melhor capacidade
bactericida plasmatica — e esta relacdo foi mais pronunciada em animais com melhores

condicdes corpdreas (Spence et al., 2020).

Tropidurus catalanensis como modelo de estudo sobre os efeitos dos GC
em aspectos integrados de fisiologia e comportamento

A espécie utilizada como modelo, Tropidurus catalanensis €é heliofila,
saxicola ou arboricola, caracterizada pela presenca de escamas quilhadas, membros
bem desenvolvidos, forte dimorfismo sexual na coloracdo e tamanho corpéreo
(Achaval e Olmos, 2007) e cauda mais comprida que o corpo, normalmente chegando
a 65 mm de SVL para fémeas adultas (Wiederhecker et al., 2009). E uma espécie
distribuida pela América do Sul, abrangendo o nordeste da Argentina, noroeste do
Uruguai, sul do Paraguai e sul do Brasil (Saraiva Kunz e Borges Martins, 2013),
possuindo uma populacdo consideravel no territério de Sdo Paulo. Apresenta um
padrdo de reproducdo sazonal, com inicio em setembro e fim em janeiro (Oliveira,
2015).

Objetivos

Considerando os amplos efeitos dos GC na fisiologia dos vertebrados, o
trabalho em quest&o busca elucidar as relagdes entre a corticosterona (CORT, principal
GC em répteis [Koren et al., 2012]), a condicdo corpdrea, a deposicdo de gorduras, o
comportamento alimentar e a imunidade de fémeas de Tropidurus catalanensis.

Obijetivos especificos

1. Avaliar os efeitos do tratamento cronico com a CORT nas funcGes

imunitarias de fémeas de T. catalanensis, através da avaliagdo da

capacidade bactericida plasmatica, da contagem total e diferencial de
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leucdcitos, da resposta a fitohemaglutinina e da hemaglutinacdo de
hemacias.

2. Avaliar os efeitos do tratamento cronico com a CORT na deposicdo de
gordura e no comportamento alimentar de fémeas de T. catalanensis.

3. Avaliar o papel da condicdo corpdrea em determinar como 0s parametros
imunoldgicos, a deposicdo de gordura e o comportamento alimentar se
relacionam com as concentracfes plasmaticas de CORT em fémeas de T.

catalanensis.

Hipoteses e predices

1. Hipotetiza-se que o tratamento crénico com a CORT resultara na piora
das funcdes imunitarias dos individuos, caracterizada por menor
capacidade bactericida plasmatica, reducdo da quantidade total de
leucdcitos, menor hemaglutinacdo de hemacias e menor edema em
resposta a fitohemaglutinina; e que além disso, afetard o perfil
leucocitéario, caracterizado por maior razao heteréfilo:linfocito.

2. Hipotetiza-se que o tratamento crénico com a CORT resulte em
aumento das reservas energéticas, observada por maior ingestdo de
alimentos e maior deposi¢do de gordura corpérea.

3. Hipotetiza-se que a condi¢do corpdrea influencie na resposta dos
animais ao tratamento, observando-se que animais com maior
condicdo corplrea apresentardo melhor resposta imune, maiores

ingestdo alimentar e deposicdo de gordura.
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Conclusoes Gerais

Esse trabalho mostra que o tratamento cronico com a CORT estimulou a
manutengdo da massa corpdrea ao longo das semanas de cativeiro, visto que apos a
cirurgia de implantacao, os animais tratados com o hormonio nao perderam massa, em
comparacao aos grupos Controle e Implante Vazio — que perderam massa ao longo de
todas as semanas do experimento. Além disso, mostramos um possivel papel da CORT
no estimulo da deposicao de corpos gordurosos, o que parece ser um mecanismo de
reserva energética. Essa reserva energética pode ter sido importante para proteger os
animais dos efeitos deletérios relacionados a concentragdes cronicas de CORT, ja que
o tratamento nao afetou parametros imunitarios nem o comportamento alimentar dos
animais. Pesquisas futuras serdo importantes para elucidar as relagcdes entre

concentragdes plasmaticas de CORT, imunidade e metabolismo de 7. catalanensis.
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