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Resumo

A presenca de parasitas, que podem afetar inimeros aspectos da biologia de seus
hospedeiros, possivelmente levando a uma queda em seu desempenho. Entretanto, ao
longo do estabelecimento da associag@o parasita-hospedeiro, alteragdes na fisiologia e
morfologia deste ultimo podem representar mecanismos compensatdrios para os danos
causados pelos parasitas. Sendo assim, carga parasitdria deve ser um importante
determinante do valor adaptativo (fitness) do hospedeiro. O objetivo do presente
trabalho foi estabelecer possiveis correlagdes entre carga parasitaria, massas de diversos
orgaos e desempenho locomotor no sapo-cururu, Rhinella ictericus (Anura: Bufonidae).
O desempenho locomotor dos individuos capturados de R. ictericus foi medido através
do uso de uma pista circular de madeira. Durante um periodo de 10 minutos, os animais
foram forcados a manter desempenho locomotor constante e a distancia total percorrida
foi corrigida para o comprimento rostro-cloacal. Depois das medidas de desempenho
locomotor, os 6rgaos internos foram dissecados, tendo seus parasitas contabilizados. As
massas de todos os drgdos escalaram positivamente com a massa corporea. O numero
de parasitas nos pulmdes e o indice corpdreo também se mostraram positivamente
relacionados a variagdo em massa corpérea. Individuos com maior carga parasitaria
intestinal foram também aqueles que apresentaram um maior numero total de parasitas,
sugerindo a existéncia de variagdo individual na susceptibilidade a diferentes parasitas.
O desempenho locomotor foi negativamente associado a carga parasitaria total,
demonstrando um efeito deletério causado pelos parasitas ao hospedeiro em um aspecto
crucial de sua historia de vida. Hospedeiros com maior carga parasitaria pulmonar
apresentaram maior massa intestinal e renal, sugerindo possiveis mecanismos

compensatdrios dos possiveis danos causados pelos parasitas.



1. Introducao:

Na maioria dos ecossistemas os animais estdo sujeitos a variagdes das demandas
bioticas e abioticas que podem representar restricdes energéticas. Uma demanda comum
no ambiente ¢ a presenga de parasitas, que podem afetar inimeros aspectos da biologia
de seus hospedeiros. A relagdo hospedeiro-parasita desenvolve-se como um resultado de
constante ag¢do e reacdo entre estes. Durante estabelecimento desta associagdo,
alteracdes na fisiologia e morfologia do hospedeiro refletem respostas a varios estresses
associados ao parasitismo, de forma a trazer as condigdes funcionais para valores os
mais proximo possiveis da condicdo de homeostase (Thompson, 1991; Kristan &
Hammond, 2003). Adicionalmente, esta re-organizacdo fisioldgica deve afetar também
o comportamento do hospedeiro, alterando a forma como o complexo hospedeiro-
parasita interage com o ambiente (Thompson, 1991). A natureza onipresente de
parasitas em espécies hospedeiras, e o acumulo de evidéncias para efeitos diretos e
indiretos de infeccdo na eficiéncia de forrageamento, defesa anti-predatoria,
fecundidade e capacidade competitiva do hospedeiro, sugerem fortemente que a carga
parasitaria deve ser um importante determinante do valor adaptativo (fitness) do
hospedeiro (Goater, 1993).

Diversos estudos integrativos realizados com anfibios anuros tém demonstrado a
importancia da manuten¢do da integridade de aspectos morfologicos e fisioldgicos
subjacentes ao desempenho locomotor, sendo este, por sua vez, correlacionado com
aspectos comportamentais (Pough et al., 1992). Estudos estabeleceram, por exemplo,
que anuros podem usar metabolismo aerdbio e anaerobio na sintese de ATP para
sustentar altos niveis de exercicio locomotor, sendo a magnitude entre esses dois tipos
de metabolismo bastante varidvel entre espécies. Dentre os anuros, os Dendrobatideos e
os Bufonideos sdo grupos particularmente caracterizados por altas taxas de consumo de
oxigénio durante a atividade locomotora, locomog¢do sustentada por muito tempo e
busca ativa de alimentos no ambiente (Pough et al., 1992). Desta forma, animais
pertencentes a estes dois grupos representam modelos interessantes para um estudo
sobre o efeito da carga parasitaria sobre o balango energético e o desempenho
locomotor aerobiamente sustentado.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer possiveis correlagdes entre carga
parasitaria, massas de diversos orgdos e desempenho locomotor em um Bufonideo,

Rhinella ictericus (Anura: marinus). A hipotese testada foi a da existéncia de uma
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correlagdo negativa entre carga parasitaria, principalmente pulmonar e intestinal, € o
desempenho locomotor. Adicionalmente, esperamos encontrar também alteracdes
compensatdrias nas massas destes Orgdos parasitados. Esta hipotese foi principalmente
acoplada a presenca de parasitas pulmonares, ja que estes devem interferir no processo
de ventilagdo e prejudicar a eficiéncia do processo de difusdo pulmonar, prejudicando a
entrega de oxigénio para os tecidos durante a os periodos de alta demanda aerdbia
(Holmes and Zohar, 1991; Goater et al., 1993). Adicionalmente, os parasitas intestinais
podem afetar a eficiéncia de assimilagdo dos nutrientes, alterando a absor¢cdo ou
motilidade do intestino, além de competirem com o hospedeiro pela aquisi¢do de
nutrientes (Holmes and Zohar, 1991), provavelmente levando a uma queda do

desempenho locomotor do hospedeiro ao longo do tempo.



2. Materiais e métodos

2.1. Sitio de estudo e espécie incluida

Rhinella ictericus ¢ uma espécie de Bufonidae, pertencente ao grupo marinus,
que esta distribuida por toda regido sul-sudeste de Mata Atlantica do Brasil (desde o Rio
Grande do Sul até o sul do Espirito Santo), sul para leste do Paraguai e a provincia de
Misiones na Argentina (Stevaux 2001; Sabagh and Carvalho e Silva 2008, Pramuk et al.
2008). Machos foram coletados durante o inverno (maio a julho 2007, N=9; maio a
julho de 2008 N=17) na cidade de Botucatu, estado Sao Paulo, Brasil (22°53” S, 48°27’
W).

Dados de campo de umidade e temperaturas do ar e da agua foram coletados
com carregadores de dados Hobo (onset computer corporation), mas somente para os
animais coletados em 2008. Estes carregadores foram programados para registrar dados
a cada 5 minutos e foram deixados nos micro-ambientes onde individuos desta espécie

foram comumente encontrados.

2.2. Captura dos anuros e manutengdo em laboratorio

Os individuos foram capturados manualmente e colocados individualmente em
potes plasticos contendo agua. Posteriormente, os animais foram transportados até o
laboratério onde foram mantidos em suas caixas plasticas individuais contendo um
abrigo e um recipiente plastico com agua livre constante. Durante sua permanéncia no
biotério, os animais foram expostos aos ciclos naturais de luminosidade e temperatura.

Cada individuo foi alimentado uma vez por semana com dois neonatos de
camundongo. Os animais foram mantidos no biotério por um periodo de 7 a 30 dias, e

mantiveram condigdes corpdreas estaveis ao longo deste periodo.

2.3. Desempenho locomotor

O desempenho locomotor dos individuos capturados de R. ictericus foi medido
através do uso de uma pista circular de madeira, com perimetro de 3,93 m. Durante um
periodo de 10 minutos, os animais foram for¢ados a manter desempenho locomotor

constante, empregando-se uma estimulacdo manual padronizada. Todos os testes de
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desempenho locomotor foram realizados no interior de uma camara climatica
(ELETROlab, Modelo 011), mantida a 25 °C e 75% U.R. Ao término dos testes de
desempenho locomotor, o comprimento rostro-cloacal dos individuos (0,0lmm) foi
medido através do uso de uma paquimetro digital (DIGIMESS, Three-button Digital

Caliper), e a distancia total percorrida foi corrigida para o comprimento rostro-cloacal.

2.4. Carga parasitaria e massas dos orgdos

Depois das medidas de desempenho locomotor, os animais foram anestesiados
em uma solugdo de benzocaina (1g.L™) por 20 minutos (Fernandes ef al. 2005) e mortos
pela ruptura do corddo espinhal. Rins, pulmdes, figado, ventriculo, estomago, intestinos
e bexiga urindria foram dissecados, tendo seus parasitas contabilizados com o auxilio de
uma lupa (ZEISS, Stemi DV4). Finalmente, estes orgdos e a carcaca foram mantidos
por 8 dias em estufa de secagem (ELETROIab, 122 FC) mantida a 60°C para a obtengo
de massa seca. Um indice corpdreo dos individuos foi calculado a partir dos residuais da
regressdo da massa corporea, como varidvel dependente, pelo comprimento rostro-

cloacal, como varidvel independente.

2.5. Anadlise dos dados

Todas as varidveis foram inicialmente submetidas a analise descritiva. Em
seguida, as variaveis foram transformadas (log;o) e a influéncia da massa corpdrea sobre
as demais variaveis foi estimada através do uso de regressdo linear. Posteriormente, a
existéncia de correlacdes entre as variaveis foi testada através do coeficiente de Pearson.
Quando as analises de regressdo demonstraram uma influéncia significativa da massa
corpdrea sobre qualquer variavel, residuais da massa corpdrea foram calculados para
posterior inclusdo na matriz de correlagdo. Quando uma determinada varidvel ndo foi
afetada significativamente pela massa corporea, os dados transformados em log;o foram
incluidos na matriz de correlacdo. Todas as andlises estatisticas foram desempenhadas

através do programa Statistica (Statsoft, Tulsa, OK).



3. Resultados

3.1. Medidas de campo

Todos os machos de R. ictericus foram coletados vocalizando dentro da 4gua,
em lagos permanentes na regido de Rubido Junior de Botucatu. Aqueles coletados em
2007 foram encontrados no Jardim Botanico do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Campus de Botucatu (N=5) e na Associagdo dos Docentes da UNESP Botucatu (N=4).
Em 2008, individuos foram coletados em um lago proximo a UNESP Botucatu (Distrito
de Rubido Jr. N=9), com temperatura da agua de 15,42 + 0,2°C, e também na
Associagdo dos Docentes da UNESP Botucatu — N=8, com temperatura da dgua de 18,6
+ 1,1°C. Os dados de temperatura foram coletados durante os 3 dias de coleta em cada

local por aproximadamente 2 horas cada dia, totalizando 144 registros.

3.2. Andlise descritiva, alometria e correlagdo entre as variaveis fisiologicas,

morfologicas e carga parasitaria

A estatistica descritiva dos dados de desempenho locomotor, massa corporea,
massa de 6rgios e carga parasitaria (em diferentes 6rgdos e total) encontra-se na Tabela
1.

As massas de todos os 6rgdos escalaram positivamente com a massa corporea,
com indices de inclinagdo (B) entre 0,73 e 0,93 (Tabela 2). O numero de parasitas nos
pulmdes e o indice corpéreo também se mostraram positivamente relacionados a
variacdo em massa corpérea (f de 0,38 e 0,79, respectivamente - Tabela 2).

O desempenho locomotor foi negativamente associado a carga parasitaria total e
a massa renal (Tabela 3, Figuras 1 e 2). Hospedeiros com maior carga parasitaria
pulmonar apresentaram maior massa intestinal e renal (Tabela 3, Figuras 3 e 4).
Individuos com maior carga parasitaria intestinal foram também aqueles que
apresentaram um maior numero total de parasitas (Tabela 3, Figura 5). Por fim, a massa
ventricular foi positivamente associada a do intestino, a massa dos pulmdes foi
positivamente associada a do estdmago, e uma correlagdo positiva foi também

observada entre a massa dos rins e a do intestino (Tabela 3).



Tabela 1. Analise descritiva das varidveis fisioldgicas, morfologicas e carga parasitaria.

Intervalo Intervalo

Desvio confianga confianga

Variaveis N Média padrao Minimo Maximo (-95.00%) (+95.00%)
DIST10 25 68,12 11,19 48,29 100,75 63,50 72,74
PARPUL 26 31,69 42,20 0 162 14,65 48,74
PARID 26 42,38 124,34 0 599 -7,84 92,61
PARIG 26 36,08 124,70 0 595 -14,29 86,44
PAREST 26 0,38 1,58 0 -0,25 1,02
PARBEX 26 0,08 0,39 0 -0,08 0,23
PARRIM 26 0,08 0,27 0 -0,03 0,19
PARCAV 26 1,11 4,05 0 19 -0,52 2,75
PARTOTAL 26 111,80 244,86 1,00 1205 12,90 210,71
MASSA FRESCA 26 125,34 41,12 69,45 219,14 108,73 141,94
MASSA SECA 26 28,91 12,29 10,48 57,74 23,95 33,87
CARCACA 26 26,99 11,65 9,58 54,58 22,29 31,70
CORACAO 26 0,08 0,03 0,03 0,18 0,07 0,09
PULMAO 26 0,20 0,07 0,09 0,35 0,17 0,22
FIGADO 26 0,81 0,34 0,27 1,60 0,67 0,94
INTESTINO 26 0,36 0,14 0,16 0,69 0,30 0,41
RIM 26 0,08 0,03 0,04 0,15 0,06 0,09
ESTOMAGO 26 0,35 0,10 0,20 0,60 0,31 0,39
BEXIGA 26 0,04 0,02 0,02 0,09 0,03 0,05
CRC 26 113,75 11,25 95,14 134,71 109,21 118,29
DIST10CRC 25 59,89 9,85 44,82 85,01 55,82 63,96

DIST10 — distancia percorrida pelo animal durante 10 minutos, PARPUL — parasitas no pulmio, PARID —
parasitas no intestino delgado, PARIG — parasitas no intestino grosso, PAREST — parasitas no estémago,
PARBEX - parasitas na bexiga, PARRIM — parasitas no rim, PARCAV - parasitas na cavidade peritoneal,
PARTOT - parasitas totais, CRC — comprimento rostro-cloacal, DISTIOCRC — distancia percorrida pelo

animal divide pelo seu comprimento rostro-cloacal.



Tabela 2. Equacdes de regressoes para o efeito da massa corporea sobre as diferentes

variaveis fisioldgicas, morfoldgicas e carga parasitdria.

Variaveis Beta R’ P
CORACAO 0,93 0,86 3,75E-12
PULMAO 0,92 0,84 2,37E-11
FIGADO 0,92 0,84 3,39E-11
INTESTINO 0,74 0,52 1,82E-05
RIM 0,78 0,52 2,37E-06
ESTOMAGO 0,85 0,71 3,26E-08
BEXIGA 0,81 0,65 3,94E-07
DESEMPENHO LOCOMOTOR -0,02 - 0,91
PARASITA PULMAO 0,38 0,11 0,05
PARASITA INTESTINO FINO -0,26 0,03 0,21
PARASITA INTESTINO GROSSO -0,14 - 0,50
PARASITA ESTOMAGO 0,16 - 0,42
PARASITA PERITONIAL 0,21 0,01 0,29
PARASITA TOTAL 0,12 - 0,55
"INDICE CORPOREO 0,79 0,60 1.83E-06

. . ~ * . , . . ~ 7
Valores de P significantes estdo destacados. Indice corporeo: residuais da regressdo da massa corporea,

como variavel dependente, pelo comprimento rostro-cloacal, como variavel independente.
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Figura 1. Relacdo entre desempenho locomotor e carga parasitaria total em

Rhinella ictericus de Botucatu (SP).
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Figura 2. Relacdo entre desempenho locomotor e massa dos rins em Rhinella

ictericus de Botucatu (SP).
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Figura 3. Relacdo entre carga parasitaria pulmonar e massa dos rins em Rhinella

ictericus de Botucatu (SP).
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Figura 4. Relagdo entre carga parasitaria pulmonar e massa do intestino em

Rhinella ictericus de Botucatu (SP).
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Figura 5. Relagdo entre carga parasitaria total e carga parasitaria do intestino

delgado em Rhinella ictericus de Botucatu (SP).
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4. Discussio

4.1. Carga parasitaria nos orgdos e desempenho locomotor

A variagdo em desempenho locomotor aerobiamente sustentado encontra-se
intimamente associado a func¢do de diversos mecanismos subjacentes, associados tanto a
disponibilizacdo de nutrientes quanto de oxigénio para a musculatura em exercicio
(Hoppeler & Weibel, 1998). Parasitas alojados nos 6rgaos de seus hospedeiros impdem
a estes um déficit nutricional, tanto de energia quanto de materiais e, desta forma,
podendo em teoria afetar seu desempenho. Esse efeito pode ser notdvel quando o
parasita encontra-se, principalmente, no trato digestorio (sistema de aquisicdo de
nutrientes), ou nos sistemas pulmonar ou circulatério (sistema de aquisi¢do e
distribui¢do de oxigénio) (Bennett and Putnam, 1982; Holmes and Zohar 1991; Kristan
and Hammond, 2003). O presente estudo mostrou que a carga parasitaria total de
machos adultos de Rhinella ictericus apresenta um impacto significativo em seu
desempenho locomotor (Figura 1), sendo os parasitas particularmente numerosos nos
pulmdes e intestino. A correlacdo positiva entre a carga parasitaria intestinal e total
também sugere que existe uma variagdo individual na susceptibilidade a infestagdo
parasitaria em diferentes 6rgdos (Figura 2).

Provavelmente, a correlagdo negativa entre desempenho locomotor e carga
parasitaria encontrada no presente estudo deve estar associada a um desbalanco
energético e/ou nutricional no hospedeiro causado pela presenga e atuagdo dos parasitas.
A presencga de parasitas intestinais pode resultar em dreno energético e nutricional do
hospedeiro tanto através da competicdo direta por produtos da digestdo, quanto por
estimular respostas de reparo tecidual aos danos diretamente causados pelos parasitas a
estes tecidos (Holmes and Zohar, 1991). Possibilidades adicionais sdo a redu¢do da
eficiéncia da assimilagdo de nutrientes dada as fungdes alteradas de absor¢do ou
motilidade intestinal e a inducdo de anorexia (Holmes and Zohar, 1991). Kristan (2002)
relatou que infeccdes com Heligmosomoides polygyrus (nematddeo intestinal) em
camundongos (Mus musculus) resultaram em um aumento na massa da mucosa do
intestino delgado, sendo esta por¢do responsavel pela digestdo e absorcdo de nutrientes.
Um estudo realizado com Scinax longilineus detectou que a presenca de nematodeos
intestinais (Cosmocerca minaensis) causou uma série de alteragdes morfoldgicas no

intestino grosso, incluindo hipertrofia das células caliciformes, ldmina propria mais
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fibrosada, atrofia seguida de dilatacdo das vilosidades, populacio aumentada de
macrofagos organizados em grupos condensados e capilares menos numerosos e
anastomosados (Costa, 2006). Uma correlagdo positiva entre a carga parasitiria do
pulmao e a massa do intestino foi encontrada no presente estudo (Tabela 3), sugerindo o
aumento de massa intestinal como um mecanismo compensatério para o dreno
energético e nutricional associado ao reparo da estrutura pulmonar causado pelos
parasitas 14 instalados. Como individuos com maior carga parasitaria intestinal tiveram
uma maior carga parasitdria total, incluindo nos pulmdes, ndo podemos também
descartar a possibilidade de competicado por nutrientes por parte dos parasitas intestinais
€ uma resposta compensatoria em massa da mucosa intestinal.

Adicionalmente, estudos realizados com porquinhos-da-india e ovelhas
infectados com o nematodeo intestinal Trichostrongylus colubriformis registraram, em
resposta a perda de proteina plasmatica dentro do intestino, um aumento de sintese
protéica no figado e uma grande depressdo de sintese de proteina muscular (Thompson,
1991). Uma redugdo do furnover protéico da musculatura esquelética poderia acarretar,
eventualmente, em redugdo da area de corte transversal da musculatura esquelética. A
reducdo da area de corte da musculatura encontra-se intimamente associada a reducgao
da sua capacidade de realizagdo de for¢a (James et al. 2007). Na perereca Hypsiboas
multilineatus, por exemplo, a massa do musculo plantaris representa um dos mais
importantes determinantes da variagdo individual na habilidade de salto (James et al.
2006). Desta forma, o desempenho locomotor reduzido de individuos de R. ictericus
com alta carga parasitaria poderia ser, a0 menos em parte, devido a uma redugdo da
capacidade de gerar forca muscular. Talvez os individuos caracterizados por uma maior
carga parasitaria ¢ menor desempenho locomotor dentre os sapos incluidos no presente
estudo tivessem, além de uma maior massa intestinal, uma menor massa de musculatura
esquelética das patas traseiras. Infelizmente, dados de massa da musculatura esquelética
ndo foram coletados no presente estudo.

Outra possibilidade ¢ a de que a relagdo entre carga parasitaria e desempenho
locomotor em R. ictericus seja explicada, ao menos em parte, por uma reducdo da
eficiéncia na via de transporte de oxigénio para sustentar este exercicio. Largartos
Sceloporus occidentalis infectados com Plasmodium mexicanum, por exemplo,
apresentam abunddncia de eritrécitos imaturos, uma reducdo na concentracido de
hemoglobina ¢ na taxa maxima de consumo de oxigénio, além de reducdo do

desempenho aerdbio (Bennett & Putnan, 1982). A presen¢a de grandes nematddeos
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pulmonares de anfibios deve interferir no processo de troca de oxigénio na barreira de
difusdo ao destruir as membranas pulmonares, além de alterar a mecanica de ventilagao
e causar obstru¢do de vasos (Goater et al. 1993). Segundo Goater e colaboradores
(1993), Bufo bufo recém-metamorfoseados e infectados com Rhabdias bufonids, um
nematodeo pulmonar, apresentam uma queda no desempenho fisico, podendo este
dever-se tanto ao seu efeito negativo sobre as taxas de crescimento, quanto pelo efeito
direto destes parasitas sobre o processo de transferéncia de oxigénio. E importante
salientar que o efeito destes nematddeos pulmonares deve ocorrer principalmente
durante os periodos de alta atividade aerdbia ou sob estresse (Holmes and Zohar, 1991;
Goater et al., 1993).

Os resultados deste trabalho mostraram também uma correlagdo positiva da
massa dos rins com a carga parasitaria pulmonar, além de uma correlacdo negativa da
massa renal com o desempenho locomotor (Tabela 3). Embora estes resultados ja
tenham sido encontrados em roedores (Kristan & Hammond, 2003) e representem mais
uma evidéncia da provavel interferéncia de altas cargas parasitarias sobre a homeostase
destes hospedeiros, os mecanismos subjacentes a estas correlagdes permanecem
obscuros.

Correlagdes entre massas de 6rgdos foram também encontradas (Tabela 3),
embora estas ndo haja evidéncias para discernir até que ponto estas correlacdes
poderiam dever-se a presenga de um continuo de carga parasitaria na amostra € seus
efeitos metabolicos (Kristan, 2002; Kristan & Hammond 2003). Diversos modelos de
funcionamento e evolugdo metabdlica apontam para a existéncia de diversos
mecanismos através dos quais as correlagdes entre massas de Orgdos observadas
poderiam ser explicadas sem a necessaria interferéncia da carga parasitaria (Bennett &
Ruben 1979; Konarzewski and Diamnod 1995; Ksiazek, 2004).

Recentemente, estudos sobre a carga parasitaria de  Rhabdias
pseudosphaerocephala em Rhinella marinus na Austrdlia demonstraram que os
individuos que constituem a linha de frente da onda de invasdo no continente
apresentam um nivel de infestacdo inferior aos individuos pertencentes a populacdes
estabelecidas a mais tempo, sugerindo que a presenga de parasitas pulmonares pode
reduzir o desempenho destes hospedeiros invasores e até mesmo ser utilizado como um
método de controle biologico (Dubey & Shine, 2008). Os resultados apresentados pelo

presente estudo, com uma espécie pertencente a0 mesmo grupo no género (grupo
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marinus), corroboram esta hipdtese ao verificar a correlacdo entre nivel de parasitismo e

locomogdo forgada em laboratoério.
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