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RESUMO

Os anfibios enfrentam uma panzootia, desde a década de 50, provocada por uma
doenca infecciosa emergente, causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd). Esta doenga é denominada quitridiomicose e esta associada a reducéo
populacional de mais de 500 espécies de anfibios e a extingdo de aproximadamente
90 espécies. A infeccdo atinge a pele dos anfibios, comprometendo funcdes
fisioldgicas essenciais para a sobrevivéncia, tais como, respiragao, osmorregulagao
e absorgédo de agua, o que pode levar o hospedeiro a morte. Contudo, as espécies
apresentam diferentes susceptibilidades a doenga. Sabe-se que algumas espécies
sdo altamente vulneraveis enquanto outras sao resistentes ao patégeno. Uma das
possiveis explicagdes para as variagdes na resisténcia ao Bd esta na propria pele
dos anfibios, que tem mecanismos para combater a infeccdo. Peptideos
antimicrobianos, produzidos pelas glandulas granulares da derme, desempenham
um papel fundamental na protecdo dos anfibios contra patégenos. Estudos
anteriores observaram diferengas marcantes entre as espécies de desenvolvimento
direto Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii quanto a resisténcia a infeccao
por Bd, mesmo se tratando de espécies simpatricas, . henselii apresenta altas
cargas e prevaléncias do fungo em suas populagdes, enquanto ndo se detecta Bd
nas populagées de H. binotatus. Contudo, os mecanismos responsaveis por esse
contraste ainda nao foram elucidados. O presente estudo investigou a morfologia da
pele de H. binotatus e I. henselii, com o objetivo de identificar diferencas estruturais
que possam esclarecer as variagdes na resisténcia a infec¢ao pelo fungo Bd. Foram
realizados cortes transversais em seis regides da pele de seis individuos por
espécie. As seccbes foram desidratadas em uma série crescente de etanol,
incluidas em Leica Historesin® e seccionadas a 5 uym em microtomo LEICA
RM2255. As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina e tricrbmico de
Mallory e observadas e fotografadas em microscoépio Optika® B-510 BF com camera
CB-10+ e programa Proview. A histologia mostra uma estrutura da pele semelhante
entre as duas espécies, porém com diferencas significativas de espessura: a
epiderme e os estratos esponjoso e compacto de H. binotatus sdo mais espessos
que os de [ henselii. Além disso, H. binotatus apresenta maior quantidade de

glandulas mucosas distribuidas pelo corpo, enquanto /. henselii contém maior



quantidade de glandulas granulares. As analises também revelaram que, em ambas
as espeécies, a regiao ventral apresenta maior espessura epidérmica em comparagao
a dorsal, e que a regiao ventral femoral se destaca pela predominéncia de glandulas
granulares, sugerindo um papel especifico na protegao contra microrganismos. Por
fim, observou-se que a regido palmar € a mais espessa do corpo em ambas as
espécies, caracterizando-se pela abundéancia de glandulas mucosas, enquanto a
plantar apresenta glandulas de menor didmetro, mas com presenca relativamente

maior de granulares em /. henselii.

Palavras-chave: Brachycephalidae, Craugastoridae, derme, epiderme, fungo,

glandulas, pele, quitridio, quitridiomicose.



ABSTRACT

Amphibians have been facing a panzootic since the 1950s, caused by an emerging
infectious disease triggered by the fungus Batrachochytrium dendrobatidis (Bd). This
disease, known as chytridiomycosis, is associated with population declines in more
than 500 amphibian species and the extinction of approximately 90 species. The
infection affects the skin of amphibians, impairing essential physiological functions for
survival, such as respiration, osmoregulation, and water absorption, which can
ultimately lead to the host’s death. However, species exhibit different susceptibilities
to the disease. Some species are known to be highly vulnerable, while others are
resistant to the pathogen. One possible explanation for variations in resistance to Bd
lies in the amphibians’ skin itself, which has mechanisms to combat infection.
Antimicrobial peptides, produced by the granular glands in the dermis, play a key role
in protecting amphibians against pathogens. Previous studies have reported striking
differences between the direct-developing species Haddadus binotatus and
Ischnocnema henselii in their resistance to Bd infection. Even though they are
sympatric species, . henselii shows high fungal loads and prevalence in its
populations, whereas Bd has not been detected in H. binotatus populations.
Nonetheless, the mechanisms underlying this contrast remain unclear. The present
study investigated the skin morphology of H. binotatus and I. henselii with the aim of
identifying structural differences that could shed light on variations in resistance to Bd
infection. Transverse sections were taken from six skin regions of six individuals of
each species. The sections were dehydrated in a graded ethanol series, embedded
in Leica Historesin®, and cut at 5 um using a LEICA RM2255 microtome. Slides were
stained with Hematoxylin—Eosin and Mallory’s trichrome, and then observed and
photographed under an Optika® B-510 BF microscope with a CB-10+ camera and
Proview software. Histology revealed a similar general skin structure between the
two species but with significant differences in thickness: the epidermis and both the
spongy and compact dermal layers of H. binotatus were thicker than those of /.
henselii. In addition, H. binotatus exhibited a greater number of mucous glands
distributed throughout the body, whereas . henselii contained a larger number of
granular glands. Analyses also showed that in both species the ventral region had a

thicker epidermis compared to the dorsal region, and that the ventral femoral region



was characterized by a predominance of granular glands, suggesting a specific role
in protection against microorganisms. Finally, it was observed that the palmar region
was the thickest skin area in both species, characterized by an abundance of
mucous glands, whereas the plantar region showed glands of smaller diameter but

with a relatively higher proportion of granular glands in I. henselii.

Keywords: Brachycephalidae, Craugastoridae, chytrid, chytridiomycosis, dermis,

epidermis, fungus, glands, skin.
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1 INTRODUGAO

Um dos aspectos mais alarmantes da crise global da biodiversidade é a
reducao das populagdes de anfibios, observada em escala mundial desde meados
da década de 1950 (Houlahan et al., 2000). Diversos fatores contribuem para essa
perda, incluindo o comércio de anfibios, a introducdo de espécies exdticas ou
invasoras, a expansdao da ocupacdo humana, as mudangas climaticas e a
disseminagdo de doencas infecciosas que afetam esses organismos (Collins;
Crump, 2010). Contudo, nas ultimas quatro décadas, as doengas infecciosas tém se
configurado como um dos principais fatores responsaveis por esse declinio,
especialmente devido a disseminagao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd)
Longcore et al (1999), que esta associada a redugao populacional de mais de 500
espécies de anfibios e a extincdo de aproximadamente outras 90 espécies no
mundo (Scheele et al., 2019).

Batrachochytrium dendrobatidis, popularmente conhecido como quitridio, é
um fungo pertencente a uma linhagem basal do filo Chytridiomycota (Fisher; Garner;
Walker, 2009). Ele se destaca por ser um parasita de vertebrados (Pessier et al.,
1999; Scheele et al., 2019), e por ser a unica espécie de fungo capaz de infectar e
se desenvolver dentro das células da pele de anfibios anuros, causando uma
doencga denominada quitridiomicose (Pessier et al., 1999).

A infeccao inicia-se quando os esporos do fungo, chamados zodsporos,
entram em contato com a pele do anfibio anuro, onde se desenvolvem em uma
estrutura adulta denominada talo (Berger et al., 2005). Cada talo produz uma unica
estrutura reprodutiva chamada zoosporangio (Berger et al., 2005) que, quando
madura, libera novos zodsporos flagelados, que podem infectar outras areas do
mesmo hospedeiro ou novos organismos (Rollins-Smith et al., 2002). O
desenvolvimento da quitridiomicose afeta principalmente as células epiteliais da
epiderme, em especial as células queratinizadas (Berger et al., 2005), danificando a
pele do animal (Pessier et al., 1999). Em casos mais graves, a doenca pode induzir
hiperqueratose, formando uma barreira impermeavel capaz de comprometer a
funcdo cutanea e comprometendo processos fisioldgicos essenciais, que podem

levar o hospedeiro a morte (Pessier et al., 1999).
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A pele dos anuros € um 6rgéao vital para esses organismos (Duellman; Trueb,
1994). Por ser altamente permeavel, ela é responsavel por processos fisioldgicos,
como a respiragcao, absor¢cao de agua e transporte de ions, que sao essenciais para
a sobrevivéncia desses organismos (Duellman; Trueb, 1994). Ela também
desempenha um papel crucial na capacidade dos organismos de explorar nichos
ecoldogicos e habitats diversos, além de ser a primeira linha de defesa contra
predadores e patdogenos que possam causar infecgdes e doengas (Clarke, 1997;
Varga; Bui-Marinos; Katzenback, 2019). Morfologicamente, ela é composta por duas
camadas principais: epiderme e derme (Duellman; Trueb, 1994). A epiderme é a
camada mais superficial e € geralmente formada por uma unica camada de células
queratinizadas denominada estrato cérneo e por uma camada basal mais espessa,
chamada estrato granuloso (Duellman; Trueb, 1994; Guo; Hillyard; Fu, 2003). Ja a
derme € a camada mais profunda e é subdividida em estrato esponjoso e estrato
compacto (Duellman; Trueb, 1994). A maioria dos processos fisioldgicos da pele
ocorre na derme, especialmente no estrato esponjoso, onde estdo localizadas as
duas principais glandulas responsaveis pela manutencido da homeostase cutanea:
as glandulas mucosas e as glandulas granulares (Duellman; Trueb, 1994; Toledo;
Jared, 1995). As glandulas mucosas sao responsaveis pela produgao e secregao de
um muco que reveste e umedece a pele dos anfibios, auxiliando na respiracéo,
reprodugao, termorregulacdo e osmorregulagdo desses organismos (Campantico;
Guardabassi; Torasso, 1978; Toledo; Jared, 1995). J&4 as glandulas granulares
produzem e secretam compostos toxicos e biologicamente ativos, como aminas,
proteinas, esteroides e alcaloides, que protegem os anfibios de predadores (Daly,
1995; Daly; Wyers; Whittaker, 1987). As glandulas granulares também sao parte do
sistema imunoldgico, atuando como parte da resposta inata a microorganismos
invasores (Daly, 1995; Myers et al, 2012). Essas glandulas sintetizam peptideos
antimicrobianos (AMPs) na superficie da pele como forma de combater os
organismos patogénicos (Rollins-Smith et al., 2002; Rollins-Smith, 2009; Myers et al,
2012).

Para combater a quitridiomicose, os anuros podem recorrer a componentes
produzidos pela pele que sejam eficazes na inibicdo do desenvolvimento do
patdogeno (Greenberg; Palen; Mooers, 2017). O mucossoma, que consiste em um
microecossistema do muco produzido pelas glandulas mucosas e pelas secre¢des

das gléndulas granulares, € composto por AMPs, anticorpos e alcaloides secretados,
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assim como por metabdlitos produzidos pela microbiota da pele (Woodhams et al.,
2014). Ele desempenha um papel fundamental na protegcdo dos anfibios a
patogenos externos, sendo inclusive capaz de inibir o desenvolvimento do Bd em
algumas espécies (Woodhams et al., 2007, 2014). Estudos como o de Rollins-Smith
et al (2002) mostram que, os AMPs do mucossoma de anuros ranideos (Ranidae)
sdo eficazes na inibicdo do crescimento do Bd, pois conseguem se reorganizar em
estruturas anfipaticas helicoidais, que perfuram a bicamada lipidica da membrana e
a parede celular do fungo (Barra; Simmaco, 1995; Rollins-Smith et al, 2002;
Rollins-Smith, 2009).

Embora seja eficaz, a agdo do mucossoma nao € uniforme entre os anuros
(Searle et al., 2011; Woodhams et al., 2014). Espécies e populagdes de anfibios
diferem na forma como respondem a doencga (Searle et al., 2011). Por exemplo,
Rana pipiens (Schreber, 1782) e Xenopus laevis (Daudin, 1802) sdo resistentes a
infeccdo, enquanto Bufo boreas (Baird and Girard, 1852) e Alytes obstetricans
(Laurenti, 1768) sao mais vulneraveis (Rollins-Smith et al., 2002; Woodhams et al.,
2006; Carey et al., 2006). As causas dessa variagao nao sao totalmente conhecidas,
mas diversos sao os fatores que podem influenciar a susceptibilidade de uma
espécie ao desenvolvimento da doenga, como ecologia, biogeografia, histéria de
vida e, sobretudo, secre¢des da pele (Woodhams et al., 2006; Searle et al., 2011;
Greenberg; Palen; Mooers, 2017).

Em um estudo prévio de Assis et al., (2025) intitulado “Environmental
Detection of the Amphibian Chytrid Fungus in Water Bodies Predicts Host Infection
Along a Deforestation Gradient”, observou-se a auséncia total do Bd em populagdes
de Haddadus binotatus (Spix, 1824). Ao mesmo tempo, altas prevaléncias desse
mesmo patégeno foram observadas nas populagdes da espécie simpatrica
Ischnocnema henselii (Peters, 1870) (Figura 1). Os resultados de Assis et al. (2025)
corroboram com um estudo anterior publicado, em que se observou 0os mesmos
padrées de infecgao para as duas espécies (Martins et al., 2022).

Haddadus binotatus ¢ um anuro endémico da Mata Atléantica brasileira (Coco
et al., 2014), com distribuicdo que se estende da Bahia ao Rio Grande do Sul
(Hedges et al., 2008; Haddad et al., 2008, 2013). Ja /. henselii também ocorre na
Mata Atlantica, porém sua distribuicdo é mais restrita, abrangendo os estados de
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Haddad et al., 2013).

Ambas as espécies habitam areas florestadas com cobertura vegetal abundante
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(Haddad et al., 2013) e se alimentam principalmente de pequenos artrépodes
terrestres (Borges et al., 2005; Dietl; Engels; Solé, 2009). Elas também apresentam
habito noturno e criptozoico, ou seja, permanecem escondidas durante o dia em
pequenas galerias naturais ou sob a serrapilheira (Haddad et al., 2013) e
compartiham do mesmo modo reprodutivo, depositando ovos terrestres sem
espuma no chao (Nunes-de-Almeida; Haddad; Toledo, 2021). Suas proles também
dispdbem de desenvolvimento direto, nutricdo lecitotrofica, além da auséncia de
alimentagao parental (Nunes-de-Almeida; Haddad; Toledo, 2021).

Se ambas as espécies apresentam uma ecologia similar, compartilhando os
mesmos habitats, habitos, alimentagcdo e modo reprodutivo, entdo o que explica
essa variagdo na suscetibilidade a quitridiomicose? Os padrbes opostos de
contaminagao observados sugerem a existéncia de fatores intrinsecos as espécies
relacionados a resisténcia a infecgdo. Neste estudo, buscamos investigar a estrutura
morfolégica da pele de Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii, identificando
diferengas estruturais que possam elucidar as variagdes na resisténcia a infecgcao
pelo fungo Bd. Nossa primeira hipdtese é que a pele de H. binotatus apresente
maior espessura dos estratos epidérmicos e dérmicos em comparagao com /.
henselii. Nossa segunda hipotese é que H. binotatus tenha maior numero de
glandulas granulosas distribuidas pelas regides, pois a espécie € mais resistente a

infecgao pelo quitridio.
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Figura 1 - Graficos de violinos da carga de Bd em H. binotatus (n = 66) e I. henselii
(n = 69), amostrados ao longo de oito regides geograficas (Wilcoxon: W = 924,
P-valor < 0,01, Assis et al,. 2025).
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Fonte: Adaptado de Assis et al., 2025.

1.1 Objetivo geral

Descrever e analisar comparativamente a estrutura da pele de /. henselii e H.
binotatus para a identificagdo de padrées morfoldégicos que possam auxiliar no
entendimento da vulnerabilidade dessas espécies ao fungo B. dendrobatidis. Este
estudo fornecera dados sobre a organizagao dos estratos da pele, suas espessuras
médias, bem como sobre o numero, o tipo e o tamanho das glandulas cutaneas de

ambas as espécies.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta das amostras

Para a realizacao da pesquisa, foram utilizados seis exemplares de Haddadus
binotatus e seis exemplares de Ischnocnema henselii provenientes da Coleg¢ao de
Anfibios Célio F. B. Haddad (CFBH), do Departamento de Biodiversidade do Instituto
de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), em Rio Claro, Sao
Paulo, Brasil. Para H. binotatus, foram selecionados trés machos e trés fémeas. A
sexagem nao foi possivel de ser realizada em /. henselii.

Em cada animal, foram realizadas cortes macroscépicos, de tamanho médio
de 4 mm, com bisturi nas seguintes regides: dorsal central (DC), dorsal escapular
(DE), ventral escapular (VE), ventral femoral (VF), palmar (PAL) e plantar (PLA)
(Figura 2).

Figura 2 — Regides dos cortes de pele nos anfibios: dorsal central (DC), dorsal
escapular (DE), ventral central (VC), ventral femoral (VF), palmar (PAL) e plantar
(PLA).

Fonte: Imagem ilustrativa por Mariana Gibim Paes de Almeida.



20

2.2 Preparacgao do material para histologia

Apds a coleta, as amostras foram armazenadas em solugdo tampao de
fosfato (NaCl 7,5 g/L, Na2HPO4 2,38 g/L e KH2PO4 2,72 g/L) por 24 horas. Foi
realizada a desidratagao através de uma série crescente de concentragdes de alcool
etilico (70%, 80%, 90% e 95%), com duracdo de 20 minutos por etapa.
Posteriormente, as mesmas foram embebidas por trés dias em moldes plasticos
contendo historresina de embebi¢cdo mais polimerizador Leica Historesin® (blocos
histologicos).

Apds esse periodo, os blocos foram seccionados em micrétomo LEICA RM
2255 (Leica®) com 5 uym de espessura, que foram recolhidos em laminas de vidro
previamente limpas e identificadas, e as sec¢gbes armazenadas em estufa a 37 °C
para secagem. Foram confeccionadas seis laminas histoldgicas por regido, cada
uma contendo oito seccbes (Figura 2). As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina, para a visualizagao de estruturas baséfilas e acidofilas, como

nucleos, citoplasma e organelas (Junqueira, Junqueira, 1983).

2.3 Coloragao pela hematoxilina de Harris-eosina aquosa (Junqueira;
Junqueira, 1983)

Para tanto, as secg¢des foram reidratadas por um minuto em agua destilada e
coradas com hematoxilina de Harris por oito minutos. Depois foram lavadas em agua
corrente por trés minutos e coradas com eosina aquosa por cinco minutos para,
enfim, lava-las novamente em agua corrente. Finalmente as |aminas foram
colocadas em suportes de madeira a temperatura ambiente para secarem e,
posteriormente, cobertas com Entellan® e laminula, para posterior observacao e

documentacéo fotografica.

2.5 Andlise das laminas

As observagdes das laminas permanentes foram realizadas sob Microscopio
Trinocular B-510 BF, com auxilio do programa Proview, e as secg¢des foram
fotografadas com cédmera CB-10+, todos da marca Optika®, no Laboratério de
Herpetologia do Departamento de Biodiversidade do IB/UNESP/Rio Claro - SP.
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2.6 Analise dos dados

Neste estudo, para cada individuo, foram determinados o numero total e
tamanho médio das glandulas por sec¢ao da pele e a espessura média dos estratos
epidérmicos e dérmicos.

Os dados de espessura e diametro foram obtidos utilizando o programa
Proview Optika® com uma ferramenta capaz de medir a distancia entre dois pontos.
Para a obtencdo da espessura meédia da epiderme, do estrato esponjoso, da
camada calcificada e do estrato compacto, cada fragmento analisado foi dividido em
10 partes iguais, nas quais se mediu a espessura de cada camada. Em seguida,
foram calculados a média e o desvio padrdo, resultando no valor médio de
espessura para cada camada. A medida da espessura total foi determinada pela
soma dos valores médios individuais de cada camada.

Para as glandulas, a contagem foi realizada inspecionando toda extensao da
secgcdo e separando as glandulas em mucosas e granulares. A identificagdo de
glandulas mucosas e granulares utilizou os parametros estabelecidos por Brunetti,
Herminda, Faivovich (2012) para diferenciagcao. Para a obtencado do diametro médio
de cada tipo de glandula, foram mensuradas até cinco glandulas de cada categoria,
e em seguida calculada a média dos valores obtidos.

Para as analises comparativas, foram considerados os seguintes parametros
morfo-histoldgicos: espessura total da pele, espessura da epiderme, niumero total de
glandulas mucosas e granulosas e o didmetro médio de cada tipo de glandula. A
espessura total da pele corresponde a soma da espessura da epiderme, do estrato
esponjoso, do estrato compacto e da camada calcificada.

Os dados foram organizados em planilhas, contendo os valores individuais
obtidos para cada espécie. A normalidade das distribuigdes foi inicialmente avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilk, o qual indicou que os dados nédo seguiam distribuigao
normal (P < 0,05). Dessa forma, para a analise estatistica empregou-se o teste de
Mann-Whitney U (Mann, Whitney, 1947), utilizado em comparagdes entre dois
grupos independentes quando os dados ndo apresentam normalidade. Esse teste
baseia-se na ordenagdo dos valores e avalia se as distribuicdes entre os grupos
diferem significativamente. A hipétese nula (Ho) foi estabelecida como a auséncia de
diferencga significativa entre os grupos analisados, e o nivel de significancia adotado
foi a = 0,05. Valores de P < 0,05 foram considerados indicativos de rejeicao da

hipétese nula, sugerindo diferenga estatisticamente significativa entre os grupos,
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enquanto valores de P > 0,05 indicaram auséncia de evidéncias suficientes para
rejeita-la.

As analises estatisticas, assim como os graficos comparativos, foram feitos
pelo aplicativo GraphPad Prism 10 (GraphPad Software, 2023). Graficos de caixas e
de barras foram produzidos com base nos valores de medianas e médias,

respectivamente, e na variagao dos valores individuais para cada grupo.
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3 RESULTADOS
3.1 Caracterizagao morfolégica

O comprimento rostro-cloacal (CRC) médio dos individuos analisados neste
estudo foi de: H. binotatus = 61,04 mm + 4,00 mm (n = 6); I. henselii = 29,41 mm %
1,04 mm (n = 6).

3.1.1 Pele dorsal

A pele dorsal de H. binotatus apresenta espessura média de 186,91 + 31,56
Mm (Quadro 1) e é composta por uma camada unica de células queratinizadas e por
uma epiderme de espessura meédia de 38,90 + 6,11 ym (Quadro 1), formada por
quatro a cinco camadas celulares. Abaixo da epiderme, encontra-se a derme
dividida em estrato esponjoso e estrato compacto . O estrato esponjoso (45,85 +
12,09 ym) e o estrato compacto (98,26 + 12,85 pym), sendo este ultimo formado por
fibras de colageno dispostas longitudinalmente. Uma camada calcificada (3,90 %
0,51 um) é encontrada em praticamente toda a extensdo dorsal da espécie,
dividindo os estratos esponjoso e compacto . As glandulas mucosas apresentam
diametro médio de 74,44 + 9,05 ym (Quadro 1), formato acinar e sdo compostas por
células turgidas, com bordas bem delimitadas e lumen. As glandulas granulosas
(88,01 £ 14,61 pm; Quadro 1) também possuem lumen, mas sdo de formato
sincicial. Ambas apresentam dutos epidérmicos formados por uma dupla camada de
células (Figura 9) que conectam o lumen ao exterior para a liberagédo de secregdes -.
A Figura 3A apresenta as estruturas morfologicas da pele dorsal de H. binotatus.

A pele dorsal de Ischnocnema henselii apresenta espessura média de 91,71 £
21,38 ym (Quadro 1). E formado por uma camada queratinizada, uma epiderme de
duas a trés camadas de células (14,32 £ 5,14 uym; Quadro 1) e por uma derme
também dividida em estrato esponjoso e estrato compacto (20,59 £ 6,80 ym; 53,8 +
8,8 um, respectivamente). A camada calcificada (2,45 + 0,65 um) também esta
presente, dividindo os estratos da derme. As glandulas mucosas apresentam
didmetro médio de 48,57 * 8,47 ym (Quadro 1), formato acinar e sdo compostas por
células turgidas, com bordas bem delimitadas e lumen. As glandulas granulosas
(61,90 + 9,66 uym; Quadro 1) também possuem lumen, mas apresentam formato

sincicial. Ambas apresentam dutos epidérmicos formados por uma dupla camada de
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células que conectam o lumen a superficie (Figura 9). As estruturas morfoldgicas da

pele dorsal de /. henselii estao ilustradas na Figura 3B.

Figura 3 - Sec¢des da pele dorsal de Haddadus binotatus (A) e Ischnocnema
henselii (B) corados com Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato
esponjoso (EE); glandulas mucosas (M); glandulas granulosas (G); camada
calcificada (CC); estrato compacto (EC), melandcitos (ML). A seta preta indica a

camada calcificada, enquanto a vermelha indica a camada de melandcitos

Fonte: imagens do autor.
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3.2.2 Pele ventral

A pele ventral central de H. binotatus apresenta espessura média de 179,12 +
30,38 um. A epiderme é composta por trés camadas celulares, com espessura
média de 45,29 £ 6,15 uym . A derme é formada pelo estrato esponjoso (43,43 + 9,81
pMm) e pelo estrato compacto (87,63 + 13,67 um). Uma camada calcificada (3,37 +
0,76 um) divide os estratos . As glandulas mucosas apresentam didmetro médio de
69,20 + 7,13 ym, enquanto as granulosas possuem diametro de 77,96 + 9,54 ym .
Ambas as glandulas sao morfologicamente iguais as da pele dorsal. A regido
caracteriza-se pela auséncia de melanédcitos . Para a visualizagdo das estruturas
morfoldgicas da pele ventral central de H. binotatus e suas medidas morfométricas,

consulte a Figura 4 e o Quadro 2, respectivamente.

Figura 4 - Seccao transversal da pele ventral central de Haddadus binotatus corada
com Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso (EE); glandulas
mucosas (M); glandulas granulosas (G); camada calcificada (CC); estrato compacto

(EC). A seta preta indica a camada calcificada.

Fonte: imagem do autor.
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A pele ventral femoral de H. binotatus possui espessura média de 122,84 +
30,34 uym. A epiderme apresenta de duas a trés camadas celulares (Figura 5), com
espessura média de 26,28 + 5,20 um. A derme € composta pelos estratos esponjoso
(27,77 = 8,46 um) e compacto (65,51 £ 16,22 ym). Entre eles, encontra-se a camada
calcificada (3,28 + 0,46 um). As glandulas mucosas apresentam didametro médio de
68,19 + 5,72 ym e as granulosas 86,06 + 13,13 uym, ambas morfologicamente
semelhantes as da regiao dorsal. Melandcitos estdo presentes de forma dispersa.-.
Para a visualizagdo das estruturas morfolégicas da pele ventral femoral de H.
binotatus e suas medidas morfométricas, consulte a Figura 5 e o Quadro 3,

respectivamente.

Figura 5 - Seccéo transversal da pele ventral femoral de Haddadus binotatus corada

com Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso (EE); glandulas
granulosas (G); camada calcificada (CC); estrato compacto (EC); melandcitos (ML).
A seta preta indica a camada calcificada, enquanto a vermelha indica a camada de

melandcitos.

Fonte: imagem do autor.
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A pele ventral central de I. henselii apresenta espessura média de 105,28 +
16,22 pym. A epiderme €& composta por duas a trés camadas celulares, com
espessura média de 19,13 + 4,73 ym. A derme também é formada pelo estrato
esponjoso (28,5 + 1,14 uym) e pelo estrato compacto (54,91 + 9,47 ym). A camada
calcificada (2,74 + 0,88 um) esta presente, separando os estratos. As glandulas
mucosas apresentam didmetro médio de 63,77 + 16,43 pm e as granulosas 53,47 +
14,02 um, mantendo a mesma morfologia da regido dorsal. Nao ha melandcitos
nesta regido. As estruturas morfologicas da pele ventral central de /. henselii estédo
apresentadas na Figura 6, enquanto suas medidas morfométricas podem ser

encontradas no Quadro 3.

Figura 6 - Secgao transversal da pele ventral central de Ischnocnema henselii
corada com Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso (EE);
glandulas mucosas (M); glandulas granulosas (G); camada calcificada (CC); estrato

compacto (EC). A seta preta indica a camada calcificada.

Fonte: imagem do autor.
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A pele ventral femoral de I. henselii caracteriza-se por espessura média de
97,45 + 24,74 um. A epiderme apresenta duas a trés camadas celulares, com
espessura média de 17,53 + 5,26 um. A derme é constituida pelos estratos
esponjoso (27,13 £ 11,14 ym) e compacto (49,79 + 7,68 um). Entre eles, encontra-se
a camada calcificada (3,00 + 0,67 uym). As glandulas mucosas apresentam diametro
médio de 57,78 £ 4,52 ym, enquanto as granulosas (68,84 + 9,56 um). Melandcitos
estdo presentes de forma dispersa. A Figura 7 ilustra as estruturas morfolodgicas da

pele ventral femoral de I. henselii, e o Quadro 3 reune suas medidas morfométricas.

Figura 7 - Seccgao transversal da pele ventral femoral de Ischnocnema
henselii corada com Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso
(EE); glandulas mucosas (M); glandulas granulosas (G); camada calcificada (CC);

estrato compacto (EC). A seta preta indica a camada calcificada.

Fonte: imagem do autor.
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3.3.3. Palmar

A pele palmar de H. binotatus caracteriza-se por espessura média de 317,24
+ 117,20 ym, oscilando em funcédo da presenca de tubérculos. Nos tubérculos, a
epiderme é formada por cinco a seis camadas celulares, com espessura média de
84,82 £ 11,57 ym. A derme nessa regido € composta por um volumoso estrato
esponjoso (162,38 £ 89,38 uym) e por um estrato compacto reduzido (66,19 + 14,70
pMm). Nos tubérculos, a camada calcificada é ausente, e os melandécitos apresentam
distribuicdo descontinua. Fora dos tubérculos, a epiderme €& mais delgada, com
cerca de quatro camadas celulares. A derme apresenta estrato esponjoso menos
desenvolvido e estrato compacto proporcionalmente mais espesso. A camada
calcificada (3,85 + 1,54 um) esta presente apenas nas regides fora dos tubérculos,
de forma parcial e descontinua, enquanto melandcitos distribuem-se de maneira
continua pelo estrato esponjoso. As glandulas mucosas apresentam diametro médio
de 103,15 £ 8,07 ym e as granulosas (96,47 + 4,21 ym), ambas situadas no estrato
esponjoso e morfologicamente semelhantes as da regido dorsal. Para detalhes
sobre as estruturas morfolégicas da pele palmar de H. binotatus, ver Figura 8; para

as medidas morfométricas, ver Quadro 4.

Figura 8 - Seccao transversal da pele palmar de Haddadus binotatus corada com
Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso (EE); glandulas
mucosas (M); estrato compacto (EC); melandcitos (ML). A seta vermelha indica a

camada de melandcitos.

Fonte: imagem do autor.
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Figura 9 - Seccao transversal da pele palmar de Haddadus binotatus corado com

Hematoxilina-Eosina evidenciando glandula mucosa (M) e epiderme (E).

Fonte: imagem do autor.

A pele palmar de I. henselii caracteriza-se por espessura media de 145,46 £
65,39 um, variando em fungdo da presenca de tubérculos. Nos tubérculos, a
epiderme é formada por trés camadas celulares, com espessura média de 43,58 +
25,86 uym, e a derme é composta predominantemente pelo estrato esponjoso (70,79
+ 27,42 ym) e por um estrato compacto reduzido (28,91 £ 12,10 um). Nessa regiao,
a camada calcificada € ausente, e os melandcitos distribuem-se de forma dispersa.
Fora dos tubérculos, a epiderme € mais delgada, com duas camadas celulares. A
derme acompanha essa reducgdo, com estrato esponjoso menos desenvolvido e
estrato compacto mais espesso. As glandulas mucosas apresentam didametro médio
de 79,50 £ 10,43 pym e as granulosas (77,37 £ 25,40 ym), mantendo a mesma
morfologia descrita para o restante do organismo. Para detalhes sobre as estruturas
morfolégicas da pele palmar de I. henselii, ver Figura 10; para as medidas

morfométricas, ver Quadro 4.
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Figura 10 - Secc¢des transversais da pele palmar de Ischnocnema henselii coradas
em Hematoxilina-Eosina no aumento de 10x (A) e 40x (B). Legenda: epiderme (E);
estrato esponjoso (EE); glandulas mucosas (M); estrato compacto (EC); melandcitos

(ML). A seta branca indica a camada de melandcitos.

Fonte: imagens do autor.
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3.3.4. Plantar

A pele plantar de H. binotatus apresenta espessura média de 154,18 uym %
39,47 pm, semelhante ao palmar, mas em menor propor¢ao, ja que possui
tubérculos de menor tamanho. A epiderme €& composta por quatro camadas
celulares, com espessura média de 54,52 um * 11,57 um. A derme é constituida
pelos estratos esponjoso (42,09 um £ 13,11 um) e compacto (54,32 ym £ 13,79 pm).
Entre eles, encontra-se a camada calcificada (3,26 um + 1,01 ym), continua em toda
a regido. As glandulas mucosas apresentam didmetro médio de 89,72 ym £ 14,19
gum e as granulosas (83,96 ym + 27,85 pm), ambas localizadas no estrato
esponjoso. Uma delgada camada de melandcitos distribui-se regularmente ao longo
do estrato esponjoso. Para detalhes sobre as estruturas morfolégicas da pele palmar

de H. binotatus, ver Figura 11; para as medidas morfométricas, ver Quadro 5.

Figura 11 - Secc¢ao transversal da pele plantar de Haddadus binotatus corado com
Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso (EE); glandula
mucosas (M); camada calcificada (CC); estrato compacto (EC); melanécitos (ML). A
seta preta indica a camada calcificada, enquanto a vermelha indica a camada de

melandcito.

Fonte: imagem do autor.
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A pele plantar de I. henselii caracteriza-se por espessura média de 78,74 *
32,68 um. A epiderme é composta por trés camadas celulares nos tubérculos e por
duas nas regides remanescentes, com espessura media de 23,97 £ 11,80 uym. A
derme divide-se em estrato esponjoso (20,85 + 13,14 ym) e compacto (30,85 + 6,34
pgm). A camada calcificada (3,07 + 1,40 pym) esta presente, separando os estratos.
As glandulas mucosas apresentam didmetro médio de 68,50 + 24,35 ym e as
granulosas (61,31 £ 11,03 pym). Os melandcitos distribuem-se de forma dispersa nos
tubérculos e continua nas areas mais delgadas. Para detalhes sobre as estruturas
morfologicas da pele palmar de [. henselii, ver Figura 12; para as medidas

morfomeétricas, ver Quadro 5.

Figura 12 - Secgao transversal da pele plantar de Ischnocnema henselii
corado com Hematoxilina-Eosina. Legenda: epiderme (E); estrato esponjoso (EE);
glandula granulosa (G); camada calcificada (CC); estrato compacto (EC);
melandcitos (ML). A seta preta indica a camada calcificada, enquanto a vermelha

indica a camada de melandcito.

Fonte: imagem do autor.
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3.2. Comparagao morfométrica entre as espécies
3.2.1 Pele dorsal

A pele dorsal de H. binotatus € marcadamente mais espessa que a de /.
henselii, tanto na epiderme (Mann-Whitney = 0, P-valor = 0,002; Figura 13A), quanto
na espessura total (Mann-Whitney = 0, P-valor = 0,002; Figura 13B). Ischnocnema
henselii apresenta maior numero de glandulas granulosas (Mann-Whitney = 5; P =
0,039; Figura 13D), embora o didametro dessas estruturas seja inferior ao observado
em H. binotatus (Mann-Whitney = 1; P = 0,008; Figura 13F). Em contraste, as
glandulas mucosas s&o significativamente mais numerosas em H. binotatus
(Mann-Whitney = 0; P = 0,002; Figura 13C) e também exibem maior didmetro nessa
espécie (Mann-Whitney = 5; P = 0,009; Figura 13E).

Quadro 1 - Valores médios (+ desvio padrao) da espessura da epiderme,
espessura total da pele e caracteristicas glandulares da regido dorsal de Haddadus

binotatus e Ischnocnema henselii.

Variaveis H. binotatus I.  henselii
Espessura total 186,91 + 31,56 pm 91,17 £ 21,38 ym
Espessura da epiderme 38,90 £ 6,11 um 14,32 £ 5,14 ym
Numero de mucosas 25,33 +4,97 3,83 + 3,87
Diametro das mucosas 74,44 £ 9,05 ym 48,57 £ 8,47 um
Numero de granulosas 2,83 + 3,06 10 £ 6,99
Diametro das granulosas 88,01 £ 14,61 ym 61,90 £ 9,66 ym

Fonte: autoral.



Figura 13 - Graficos de caixas comparativos entre os valores médios da
espessura da epiderme, espessura total da pele e caracteristicas glandulares na

regiao dorsal de Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii.

Fonte: autoral.
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3.2.2 Pele ventral central

Na regido ventral central, H. binotatus apresenta pele (Mann-Whitney = 0,
P-valor = 0,002; Figura 14A) e epiderme (Mann-Whitney = 0, P-valor = 0,002; Figura
14B) mais espessas que I. henselii. Nao foram observadas diferengas no numero de
glandulas granulosas entre as espécies (Mann-Whitney = 9, P-valor = 0,173; Figura
14D), assim como no didmetro dessas glandulas (Mann-Whitney = 8, P-valor =
0,246; Figura 14F). As glandulas mucosas em /. henselii sdo menos numerosas
(Mann-Whitney = 3, P-valor = 0,015; Figura 14C), mas n&o apresentam diferencas

no didmetro em relagcéo a H. binotatus (Mann-Whitney = 4, P-valor = 0,519; 14E).

Quadro 2 - Valores médios (+ desvio padréo) da espessura da epiderme,
espessura total da pele e caracteristicas glandulares na regido ventral central de

Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii.

Variaveis H. binotatus I.  henselii
Espessura total 179,12 + 30,38 pm 105,28 + 16,22 pm
Espessura da epiderme 45,29 £ 6,15 ym 19,13 £ 1,14 uym
Numero de mucosas 27 £15,18 8,83+ 6,79
Diametro das mucosas 69,20 £ 7,13 ym 53,47 £ 14,02 ym
Numero de granulosas 8,33 £ 5,16 14,83 + 7,99
Diametro das granulosas 77,96 £ 9,54 ym 63,77 £ 16,43 ym

Fonte: autoral.



Figura 14 - Graficos de caixas comparativos entre os valores médios da
espessura da epiderme, espessura total da pele e caracteristicas glandulares da

regido ventral central de Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii.

Fonte: autoral.
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3.3.3 Pele ventral femoral

As peles ventrais femorais de H. binotatus e de I. henselii ndo apresentam
diferencas na espessura total (Mann-Whitney = 6, P-valor = 0,649; Figura 15A),
apenas a epiderme, que é mais espessa em H. binotatus (Mann-Whitney = 4, P-valor
= 0,026; Figura 15B). Nao ha diferengas no numero de glandulas granulosas entre
as espécies (Mann-Whitney = 8, P-valor = 0,132; Figura 15D), mas o didametro médio
destas glandulas é maior em H. binotatus (Mann-Whitney = 4, P-valor = 0,026;
Figura 15F). Ja para as glandulas mucosas, também nao ha diferengas no numero
para ambas as espécies (Mann-Whitney = 15, P-valor = 0,677; Figura 15C), apenas

no didmetro médio, que € menor em I. henselii (Mann-Whitney = 2, P-valor = 0,031;

Figura 15E).

Quadro 3 - Valores médios (+ desvio padrao) da espessura da epiderme,

espessura total da pele e caracteristicas glandulares da regiao ventral femoral de

Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii..

Variaveis

H. binotatus

I.  henselii

Espessura total

122,84 + 30,34 ym

97,45 £ 24,74 ym

Espessura da epiderme

26,28 + 5,20 ym

17,53 + 5,26 ym

Numero de mucosas

10 + 7,62

8 + 6,32

Diametro das mucosas

69,18 £ 5,72 ym

57,78 £ 4,52 ym

Numero de granulosas

15,67 + 4,89

19,17 + 11,02

Diametro das granulosas

86,06 £ 13,13 uym

68,84 £ 9,52 ym

fonte: autoral.




Figura 15 - Graficos de caixas comparativos entre os valores médios da
espessura da epiderme, espessura total da pele e caracteristicas glandulares da

regiao ventral femoral de Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii.

Fonte: autoral.
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3.3.4 Pele palmar

Na pele palmar, H. binotatus apresenta maior espessura total (Mann-Whitney
= 2, P-valor = 0,008; Figura 16A) e de epiderme em comparacao a [I. henselii
(Mann-Whitney = 1, P-valor = 0,004; Figura 16B). O numero médio de glandulas
granulosas nao é diferente entre as espécies (Mann-Whitney = 13,5, P-valor = 0,545;
Figura 16C). As glandulas mucosas também sdo mais numerosas (Mann-Whitney =
1, P-valor = 0,006; Figura 16D) e maiores em H. binotatus (Mann-Whitney = 0,
P-valor = 0,002; Figura 16E). Nao foi possivel realizar o teste estatistico para o
didmetro de glandulas granulares, pois 0 numero de glandulas granulosas na regiao
palmar foi muito baixo nas duas espécies, tendo sido identificado um total de trés

para os individuos de H. binotatus (n = 6) e de trés para /. henselii (n = 6).

Quadro 4 - Valores médios (+ desvio padrao) da espessura da epiderme,
espessura total da pele e caracteristicas glandulares da regido palmar de Haddadus

binotatus e Ischnocnema henselii.

Variaveis H. binotatus I.  henselii
Espessura total 317,24 £ 117,20 pm 145,46 + 63,39 um
Espessura da epiderme 84,82 £ 11,57 um 43,58 + 25,86 pm
Numero de mucosas 20 + 8,56 6,17 = 3,66
Diadmetro das mucosas 103,15 £ 8,07 um 79,5+ 10,43 ym
Numero de granulosas 0,40 + 0,82 0,5+0,55
Diametro das granulosas 96,47 £ 4,21 ym 77,37 £ 25,40 ym

Fonte: autoral



Figura 16 - Graficos de caixas comparativos entre os valores médios da
espessura da epiderme, espessura total da pele e caracteristicas glandulares da

regido palmar de Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii.

Fonte: autoral
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3.3.5 Pele Plantar

A pele plantar de H. binotatus apresenta maior espessura total
(Mann-Whitney = 0, P-valor = 0,002; Figura 17A) e de epiderme (Mann-Whitney = 0,
P-valor = 0,002; Figura 17B) em relacdo a /. henselii. Quanto as glandulas
granulares, ndo foram observadas diferengas entre as espécies, tanto no numero
(Mann-Whitney = 11, P-valor = 0,313; Figura 17D), quanto no diametro
(Mann-Whitney = 4, P-valor = 0,342; Figura 17F). Para as glandulas mucosas, elas
sdo mais abundantes em H. binotatus (Mann-Whitney = 7, P-valor = 0,002; Figura
17C), porém n&o apresentam diferencas no didmetro em comparagao com /. henselii
(Mann-Whitney = 1, P-valor = 0,177; Figura 17E).

Quadro 5 - Valores médios (+ desvio padrao) da espessura da epiderme,
espessura total da pele e caracteristicas glandulares da regido plantar de Haddadus

binotatus e Ischnocnema henselii.

Variaveis H. binotatus I.  henselii
Espessura total 154,18 um £ 39,47 uym 78,74 ym = 32,08 ym
Espessura da epiderme 54,52 um £ 11,57 ym 23,97 um £ 11,80 um
Numero de mucosas 20 ym = 4,65 3,33+2,42
Diametro das mucosas 89,72 ym £ 14,19 ym 68,50 um £ 24,35 um
Numero de granulosas 3,29 + 1,01 9+297
Diametro das granulosas 83,96 ym £ 27,85 ym 61,31 um £ 11,03 um

Fonte: autoral



Figura 17 - Graficos de caixas comparativos entre os valores médios da
espessura da epiderme, espessura total da pele e caracteristicas glandulares da

regido plantar de Haddadus binotatus e Ischnocnema henselii.

Fonte: autoral
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4 DISCUSSAO

Como previsto na hipotese deste estudo, tanto a epiderme quanto a derme de
H. binotatus sao mais espessas que as de /. henselii. Isso ocorre provavelmente ,
porque quanto maior for uma espécie, mais espessa tende a ser a pele (Wada et al.,
2024). Haddadus binotatus, cujos individuos deste estudo apresentam CRC meédio
de 61,04 £ 4,00 mm, € maior que /. henselii, cujos individuos apresentam CRC
médio de 29,41 £ 1,04 mm, corroborando as observacdes de Wada et al. (2024).
Estes resultados levantam novas hipdteses sobre a relagdo entre o tamanho
corporeo dos anfibios e a sua susceptibilidade a quitridiomicose. Desse modo,
individuos de maior porte poderiam apresentar uma epiderme proporcionalmente
mais espessa, 0 que potencialmente ofereceria uma barreira fisica mais eficiente
contra a penetracao e infecgao pelo patégeno.

Espécies do clado Brachycephaloidea (Gunther, 1858), especialmente da
familia Brachycephalidae (Gunther, 1858), a familia de /. henselii, apresentam uma
epiderme relativamente delgada, composta por poucas camadas celulares.
Brachycephalus rotenbergae (Nunes et al., 2021) e Brachycephalus pitanga (Alves,
2009) possuem epiderme composta por uma a duas camadas celulares (Medina,
2023). De forma semelhante, Ischnocnema parva (Girard, 1853) e Eleutherodactylus
Jjohnstonei (Barbour, 1914) apresentam trés a quatro camadas em ambas as regides
(Medina, 2023). Nesse contexto, I. henselii possui um padrédo intermediario, com
duas a trés camadas celulares tanto na regido dorsal quanto na ventral. Esses
dados sugerem que uma epiderme delgada possa representar um padrao
conservado no grupo.

Em H. binotatus, a epiderme se mostrou consideravelmente mais delgada
quando comparada com espécies filogeneticamente proximas. Anuros do género
Pristimantis (de la Espada, 1870) apresentam epiderme que varia de cerca de 50
Mm, como em P. cryptomelas (Lynch, 1979), P. huicundo (Guayasamin et al., 2004) e
P. ocreatus (Lynch, 1981), e até cerca de 620 ym, como em P. andinogigas
(Yanez-Mufioz et al., 2019; Sanchez-Nivicela, 2023). Em comparagao, a espessura
da epiderme em H. binotatus para as regides dorsal e ventral é de 38,90 um e 45,29
Mm, respectivamente. Assim, embora apresente uma pele mais delgada em

comparagao as especies mais proximas, H.binotatus mantém uma epiderme mais
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espessa que [. henselii, o que reforca a possibilidade de trajetérias evolutivas
distintas entre as duas espécies de estudo.

Uma possivel explicagdo para a maior infecgdo em | henselii € a menor
espessura da pele na regido ventral, comparada a H. binotatus. A pele do ventre &
especializada na absor¢gédo de agua e mantém contato constante com o substrato
umido, propicio para o contato e penetracdo do fungo através da pele (Toledo,
Jared, 1993), especialmente se considerarmos que a transmissédo deste patégeno
acontece a partir do contato do anfibio com corpos de agua (Longcore, Pessier,
Nichols, 2019) Assim, como a regido €& uma das mais afetadas quando
contaminadas com o Bd (Pessier et al, 1999), é possivel que a maior espessura de
H. binotatus sirva como uma forma de prote¢cdo mecanica a infecgao.

Nossa segunda hipotese previa que H. binotatus apresentaria maior
quantidade de glandulas granulares distribuidas pelo corpo, uma vez que essa
espécie demonstra maior resisténcia a infecgdo pelo quitridio. Essas glandulas
secretam peptideos antimicrobianos (AMPs), conhecidos por atuar no combate ao
Bd (Rollins-Smith et al., 2002), o que inicialmente sugeriu maior abundancia em H.
binotatus. Entretanto, os resultados revelaram o oposto: em comparagédo com /.
henselii, H. binotatus apresentou maior abundancia de glandulas mucosas do que
granulares. Isso sugere que outros fatores podem estar envolvidos na resisténcia de
H. binotatus ao fungo.

A alta quantidade de glandulas mucosas pode influenciar na resisténcia de H.
binotatus ao Bd, provavelmente devido ao mucossoma. O mucossoma, como dito
anteriormente, € um microecossistema formado pelo muco produzido pelas
glandulas mucosas e pelas secregcdes das glandulas granulares (Woodhams et al.,
2014). Ele contém AMPs, anticorpos, alcaloides e metabdlitos da microbiota
cutanea, desempenhando papel crucial na protecdo contra patdgenos externos
(Woodhams et al., 2014). Em um estudo anterior Martins et al (2022) observaram
que o bacterioma de H. binotatus apresenta alta diversidade taxonbémica e
estruturacdo de comunidade microbiana. Considerando que H. binotatus apresenta
maior quantidade de glandulas mucosas em relagéo as granulares, é possivel supor
que uma maior produgcdo e secregbes mucosas possa favorecer uma microbiota
mais diversa, que atuaria inibindo a colonizagao pelo fungo Bd.

Ischnocnema henselii apresentou maior abundancia de glandulas granulares.

Essa espécie parece seguir um padrdo de distribuicdo de glandulas diferente de
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outros Brachycephalidae. Clemente-Carvalho (2009) mostra que representantes de
Brachycephalus (Fitzinger, 1826) apresentam predominancia de glandulas mucosas
em relagdo as granulares, o inverso do padrao encontrado em /. henselii neste
estudo.

A regidao palmar revelou caracteristicas relevantes que merecem destaque.
Para ambas as espécies, ela & caracterizada por variacbes na espessura, com
aumento do estrato esponjoso e do estrato compacto na area dos tubérculos em
comparagdo com a pele adjacente. No que se refere as glandulas, ambas as
espécies apresentam predominancia de glandulas mucosas nessa regiéo,
caracteristica também observada em outros anuros (Luna, McDiarmid, Faivovich,
2018). As glandulas granulares, por sua vez, foram pouco representativas nesta
regido. Esses resultados, em conjunto, sugerem que a regido palmar estd menos
relacionada a mecanismos de defesa quimicos; e, apesar do espessamento
observado, essa regidao pode estar mais susceptivel a infec¢ao devido a preferéncia
do patégeno por areas queratinizadas (Longcore, Pessier, Nichols, 2019).

A auséncia da camada calcificada na regido palmar também levanta
importantes consideragdes sobre o papel dessa area na absorgdo e regulagdo
hidrica. A camada calcificada € descrita como um componente dérmico associado a
protecdo contra a desidratagao (Toledo, Jared, 1993). O espessamento acentuado
da epiderme e da derme palmar pode atuar como uma barreira fisica adicional,
reduzindo a perda de agua por evaporagdo e, ao mesmo tempo, regulando sua
absorcao a partir do substrato umido (Alexander et al., 2018). Dessa forma, essas
camadas mais espessas de pele poderiam suprir, a0 menos em parte, a funcao de
protecao contra o ressecamento que seria desempenhada pela camada calcificada,
tornando sua presenga menos necessaria para o equilibrio hidrico..

Os resultados obtidos neste estudo oferecem contribuigdes significativas,
mas revelam aspectos que merecem atencdo em investigagdes futuras. A sexagem
das espécies nao foi realizada, o que impede a andlise de possiveis diferencas
morfologicas relacionadas ao sexo. A utilizagdo de apenas um tipo de corante
restringiu a visualizagdo de certas estruturas cutaneas, limitando a caracterizagao
completa das camadas da pele e das glandulas presentes. Além disso, nossos
achados nao permitem a afirmacédo de uma relagdo causal entre as caracteristicas

da pele de H. binotatus e I. henselii e suas vulnerabilidades a quitridiomicose.
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Diante disso, recomenda-se que estudos futuros explorem esses aspectos,
possibilitando uma analise mais abrangente, profunda e integrada das estruturas
cutaneas e seus papéis na resisténcia as doengas dérmicas de anfibios. Por fim,
estudos subsequentes também devem investigar a composicdo das glandulas
mucosas e granulosas, bem como suas atividades biolégicas, buscando
compreender como estas podem interagir com o Bd. Além disso, € essencial avaliar
experimentalmente como a pele das duas espécies responde a infecgao pelo Bd e
quais alteragcbes morfologicas ocorrem ao longo de um processo infeccioso,
contribuindo para uma compreensao mais aprofundada da resisténcia e

vulnerabilidade desses anuros frente a esse agente patogénico.
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CONCLUSAO

Haddadus binotatus apresentou pele mais espessa em comparagao com

Ischnocnema henselii.

Haddadus binotatus apresentou predominancia de glandulas mucosas em

praticamente todas as regides do corpo, exceto na regiao ventral femoral.

Ischnocnema henselii apresentou maior quantidade de glandulas granulares

distribuidas pelo corpo em comparagdo com Haddadus binotatus.

A regido palmar contém o tegumento com maior espessura e o maior
diametro de glandulas para ambas as espécies, em comparagiao com as

outras regides.

As diferengas observadas entre as duas espécies podem indicar estratégias
distintas de organizagao tegumentar e permitem elaborar hipoteses sobre

como cada uma lida com a infecg¢ao pelo quitridio.

A resisténcia de Haddadus binotatus a infecgao pelo Bd pode estar
relacionada ao mucossoma da pele, dada a predominancia de glandulas

mucosas.
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