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Resumo: Como parte das variaveis ambientais, os parasitemna a trajetoria
ontogenética e influenciam a expressao de inUncan@xteres fenotipicos que afetam a
aptidao fitnesg de seus hospedeiros. Deste modo, compreender gsrparasitas se
relacionam com diferentes aspectos da organizagécarduica do fenotipo é
determinante para estabelecer a importancia dasipes como agente seletivo dos
hospedeiros. Dentro do gradiente de desempenhagsengenho locomotor pode
fornecer, de forma integrativa, um sistema propfeita o estudo das conseqiiéncias da
carga parasitaria sobre as condicfes fisicas deigelleiros. A presenca de parasitas
alojados nos orgaos de seus hospedeiros, juntaroemietivacdo do sistema imune,
pode impor a estes um déficit nutricional, tantedergia quanto de materiais, afetando
seu desempenho locomotor. Dentro do gradiente tigdap os efeitos parasitarios no
comportamento dos hospedeiros comprometem seu dévalividade, sobrevivéncia e
estratégias nas disputas intra/intersexuais, imdtuidisplays que podem ser
informativos quanto a qualidade genética dos macRos possuir comportamento
reprodutivo observavel em campo e ser de facil pudag¢do em laboratoridgrhinella
icterica torna-se um bom modelo para estudar as relacoge @arasitas e a
organizacao hierarquica do fenétipo. A partir de €pi exposto, o objetivo do presente
estudo foi compreender como a carga parasitariangreese associada a variacdes de
caracteristicas comportamentais, fisioldgicas e foltmicas em Rhinella icterica
Dentre as variaveis medidas encontram-se: Esfoocal\vem campo, taxa metabdlica
em repouso, desempenho locomotor, carga parasit@ssa dos 6rgaos internos (baco,
coracao, intestino, rim e figado) e perfil leucagda. Machos adultos dB. icterica
encontrados na natureza séo infectados por helsni@aliferentes grupos taxondémicos.
Adicionalmente, individuos dd&. icterica com maiores cargas parasitarias (total,
pulmonar e/ou do tratro gastro-intestinal) apremamt aumento da massa do intestino,
rins e ventriculo; aumento da relagdo neutrofilofititos; queda da taxa metabdlica de
repouso; queda do desempenho locomotor. Este estumbtui que a carga parasitaria
esta relacionada a diversos aspectos da organikhég@vquica do fendtipo, incluindo
tanto aspectos fisiologicos e morfologicos ass@sado custo energético de
manutencdo quanto ao desempenho locomotor. Ao manosdos componentes
associados a selecao sexual, o esfor¢co vocal,ugdarelacdo com a carga parasitaria
nesta espécie.
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Abstract: As part of the environmental variables, the pagaséffect the ontogenetic
trajectory and influence the expression of manynphgic characters that affect host
fitness. Thus, understanding how the parasitesrededed to different aspects of the
hierarchical phenotype organization is necessagstablish the importance of parasites
as selective agents to their hosts. Within the igradof performance, locomotor
performance can provide a suitable system to shuelgonsequences of parasite load on
the physical conditions of the hosts. The presarigearasites lodged in the bodies of
their hosts, along with activation of the immunstsyn, can impose a nutritional deficit,
both of energy and materials, affecting the locamgerformance of the host. Within
the gradient of fitness, parasites affect behasfathe hosts, compromising their level
of activity, survival, and strategies in intra/irgexual disputes, including displays that
can be informative of male genetic quality. GivdmattRhinella icterica shows
reproductive behavior easy to be observed in #ld,fand is also easily manipulated in
the laboratory, this species is a good model tdysthe parasitic relationships with the
hierarchical organization of the phenotype. Thel gdahis study was to understand
how the parasite load is linked to variationsRhinella ictericabehavior, physiology
and morphology. Among the variables measured avealveffort in the field, resting
metabolic rate, locomotor performance, parasital,laaternal organs mass (spleen,
heart, intestine, kidney and liver), and blood Bukes. Adult males oR. icterica
found in nature are infected with helminths fromffatent taxonomic groups.
Additionally, individuals ofR. ictericawith higher parasitic loads (total, lung and / or
gastro-intestinal) showed increased intestinalnéygd and heart masses; increased
neutrophils:lymphocytes ratio, decreased restingtabwdic rate, and decreased
locomotor performance. This study concludes thatgte load is related to several
aspects of the hierarchical organization of thenphge, including both morphological
and physiological aspects associated with the obsmaintenance and locomotor
performance. At least one of the components agsaciith sexual selection, vocal

effort, is not related to the parasite load in 8pecies.
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Efeitos parasitarios nas caracteristicas que compfea organizacao hierarquica do
fendtipo do hospedeiro

O fendtipo de um individuo é resultante da intevagétre o seu genotipo e o
ambiente a que este individuo é exposto ao longuddistoria de vida. A variagdo na
interacdo entre gendtipos e os diversos fatoreseaalts ao longo da trajetéria da vida
dos individuos gera a variabilidade fenotipica, &ao da selecdo natural sobre esta,
produz as suas diferencas em aptiddo. Adicionaknantxpressao fenotipica resulta da
complexidade dos fatores individuais, seus arradg@stro de hierarquias e de suas
interacbes (Arnold 1983; Garland Jr and Carter 1%04dklefs and Wikelski 2002;
Willmore et al. 2007).

Como parte das variaveis ambientais, os paradisana a trajetéria ontogenética

e influenciam a expresséo de inUmeros caractenesifigcos de seus hospedeiros como
estratégia para sua sobrevivéncia e transmissaorn@shet al. 2010). A forma e o grau
desses efeitos sdo determinados pelos caracttae®mados a viruléncia, resisténcia e
tolerancia, e de como esses caracteres afetamidéi@mo hospedeiro (Carval and
Ferriere 2010; Schulte et al. 2010). Esses efefodem ocorrer desde a vida
embrionaria até a morte do hospedeiro (Schall .e1$82; Hamilton and Zuk 1982;
Tinsley 1990; Folstad and Karter 1992; Goater 1%k and McKean 1996; Johnson
et al. 1999; Clobert et al. 2000; Gandon et al.220Cistan 2002; Moore and Wilson
2002; Brown et al. 2006; Medoc and Beisel 200&r8than et al. 2008).

O desenvolvimento de constante acdo e reacao leospedeiro e parasita ao
longo do estabelecimento da associacéo entreresi@dsa em alteragdes na fisiologia e
morfologia do hospedeiro (Johnson et al. 1999; Rela# al. 1999; Tinsley et al. 2002;
Kristan and Hammond 2004; Dingemanse et al. 208@jicionalmente, diversos

estudos tém demonstrado que esta reorganizacadipieaodo hospedeiro pode
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envolver também diversos aspectos de seu compartajraterando a forma como o
complexo hospedeiro-parasita interage com o aniSthall et al. 1982; Thompson
1990; Moller 2008; Kolluru et al. 2009). Tais afiebes refletem respostas ao estresse
associado ao parasitismo, de forma a trazer asgg@@msdfuncionais do hospedeiro para
valores 0 mais proximo possivel da condi¢cdo de lbstase (Thompson 1990; Kristan
2002a; Kristan and Hammond 2003; Kristan and Hanim2004). O acumulo de
evidéncias de efeitos diretos e indiretos da irfflecgugere fortemente que a carga
parasitaria deve ser um importante determinantevalor adaptativo fitnes3 do
hospedeiro (Holmes and Zoar 1990; Goater 1993; eflobt al. 2000; Moore and
Wilson 2002; Zhong and Yan 2005; Kolluru et 2009). Deste modo, a compreensao
de quais sdo as caracteristicas fenotipicas doetlesp afetadas pelos parasitas, bem
como suas consequéncias sobre a aptidao, é dedetmipara estabelecer a importancia
do parasita como agente seletivo dos individuopdueiros. Para tanto, é necessario
compreender como 0s parasitas se relacionam caredliés aspectos da organizacao
hierarquica do fendtipo.

No paradigma da organizacdo hierarquica do fenofgnoposto por Arnold
(1983) e complementado por Garland & Carter (1994gxpressdo dos caracteres
morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos (massa péoea e de seus Orgaos
constituintes, densidade mitocondrial e atividageedzimas nas mais diversas vias
metabdlicas nos diferentes 6rgaos, quantidade d&deas e leucdocitos na corrente
sanguinea, por exemplo), bem como suas inter-edacependem da interagédo entre o
genotipo e o meio ambiente em que o individuo s®rEm, e sS40 responsaveis por
caracterizar os diferentes aspectos da habilidagledesempenho do organismo
(eficiéncia digestoria, metabdlica e da defesa itatin, taxas de crescimento,

desempenho locomotor aerébio e anaerébio, por dr&n@ desempenho, por sua vez,
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limita as op¢gbes comportamentais do organismo enasdiente. O comportamento do
individuo é responsavel, por sua vez, pela suaesokéncia (sucesso nas disputas por
obtencdo de recursos energéticos, uso de diferpatkdes de defesa anti-predatorias,
por exemplo) e reproducédo (sucesso nas disputasafdu intersexual na obtencéo de
acasalamentos), afetando sua aptiddao. A partired@ssssuposto, a organizagao
hierarquica do fenétipo pode ser dividida em undigrate de desempenho (influéncia
dos caracteres morfolégicos, fisioldgicos e biodqods no desempenho do individuo) e
um gradiente de aptidao (influéncia do desempemhcaomportamento e aptiddo do

individuo) e, a partir desta divisdo, mostrar aagfio da selecdo natural sobre os
individuos e os padrdes de co-evolugdo entre ametifes aspectos morfologicos,
fisiol6gicos e comportamentais que integram o figed{Arnold 1983; Garland and

Carter 1994; Wikelski and Romero 2003).

Exemplos de efeitos parasitarios no gradiente de sempenho

O desempenho locomotor tem sido freqientementestigaelo dentro do
contexto da fisiologia ecoldgica e comparativa pmia série de razbes conceituais e de
ordem prética. Primeiro, a locomoc¢éo é um compenfemtdamental para a maior parte
dos comportamentos, estando intrinsicamente askocia defesa territorial,
forrageamento, escape de predadores, interacOesortks migracdo, entre outros;
freqientemente refletindo aspectos da ecologia odampental das espécies,
populacdes e até mesmo sexos dentro de uma espgaimonalmente, o desempenho
representa, dentro da organizacdo hierarquica cddtif®, o ponto de maior
probabilidade de atuacdo da selecdo natural. Aommetempo, o desempenho
locomotor reflete as interagbes de multiplos ageala fisiologia e morfologia

subjacentes, permitindo identificar estruturas @ches que impdem limitagcbes

4|Pagina



Dissertacdo Eduardo H. Moretti - Introducéo

intrinsecas ao desempenho. Finalmente, a loconpmgi®ser facilmente estimulada em
laboratorio, permitindo medidas em diferentes g@disntensidade e duragédo (Arnold
1983; Bennett and Huey 1990; Bennet 1991; Cloleat. 2000; Irschick and Garland,
2001). Desta forma, a medida do desempenho loconpmtde fornecer, de forma
integrativa, um sistema propicio para o estudoocdaseqléncias da carga parasitaria
sobre as condicdes fisicas dos hospedeiros.

Numerosos estudos comparativos tém demonstradoaqieeomocgao pode
apresentar uma alta demanda energética e, em nasipgEies, as mais altas taxas
metabdlicas sdo alcancadas durante a atividadentwiooa de alta intensidade (e.g.,
Taylor et al 1982; Taigen 1983; Hinds et al. 1993). Sabe-sébéamque a variacao
intra e interespecifica em desempenho locomotab&anente sustentado encontra-se
intimamente associada a func¢éo de diversos mecasisuabjacentes, associados tanto a
disponibilizagdo de nutrientes quanto de oxigérasapa musculatura em exercicio
(Hoppeler and Weibel 1998). A presenca de parasit@igdos nos O0rgdos de seus
hospedeiros, principalmente no trato digestérim sistemas pulmonar e circulatorio,
pode impor a estes um déficit nutricional, tantedergia quanto de materiais, afetando
seu desempenho locomotor. (Schall et al. 1982; Esland Zohar 1990; Kristan and
Hammond 2003).

Em um trabalho de captura e recaptura, juntamente @s resultados de um
trabalho experimental, Kelehear e colaboradore992@010) demonstraram que a
queda do desempenho locomotor Blefo marinu$ esta associada a uma limitacdo
energética relacionada ao efeito d@habdias pseudosphaerocephalblematoda
pulmonar) na taxa de crescimento, diminuindo a iNiksle de individuos recém-

metamorfoseados e adultos dhinella marina Esses estudos de Kelehear e

1 A nomenclatur&ufo marinussera substituida péthinella marinano restante do texto, de acordo com
Pramuk et al. (2008).
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colaboradores (2009; 2010) confirmam estudos amésride Goater and Ward (1992) e
Goater e colaboradores (1993) que mostraram, empetalmente, os efeitos do
Rhabdias bufonigNematoda pulmonar) na reducdo de captura de p(asasexia),
taxa de crescimento e sobrevivéncia, impactanddretathente a capacidade
locomotora deBufo bufo.Em outro estudo, desta vez com lagattaserta vivipara
individuos recém-nascidos com menor taxa de crestore de desempenho locomotor
apresentaram maiores carga de protozoarios sangui@mbert et al. 2000).

Muitas infeccBes protozoérias e helminticas causaarexia do hospedeiro, o
que poderia explicar, pelo menos em parte, a m@xarde crescimento e a limitagcédo
energética no desempenho nos individuos infect@@oater and Ward 1992; Coop and
Holmes 1996; Kelehear 2009). Simultaneamente aeaimras infec¢bes parasitérias
podem causar queda da eficiéncia na assimilacaoutientes, tanto através da
competicdo direta por produtos da digestdo, qupatoestimular respostas de reparo
tecidual aos danos diretamente causados pelositpar@dolmes and Zohar 1990).
Kristan (2002), por exemplo, relatou que camundengMus musculus
experimentalmente infectados com um nematddeo timiks (Heligmosomoides
polygyrug apresentaram aumento na massa da mucosa dinmteéslgado, sugerindo
uma resposta compensatéria a competicdo por nigsiepor parte dos parasitas
intestinais. Estudos realizados com porquinhosadaie ovelhas infectados com o
nematodeo intestinalrichostrongylus colubriformisegistraram, em resposta a perda
de proteina plasmatica dentro do intestino, um atonge sintese protéica no figado e
uma grande depressao de sintese de proteina mudtwdapson 1990).

Esse aumento na degradagdo da musculatura escpeléta sintese protéica no
figado pode ser ainda uma consequéncia da regpmstatema imune a infeccdo na sua

fase aguda. A resposta imune causa uma resposemlfiioa no musculo esquelético
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mediado pelos niveis de glicocorticéides e citdo@as inflamatérias, levando a um
desequilibrio negativo de nitrogénio no hospedeieoum custo energético adicional ao
hospedeiro devido a acelerada quebra de proteirapage levar a uma reducédo da
massa corpoérea (Hasselgren and Fischer 1998; Lehmind Deerenberg 2000). De
acordo com Lochmiller and Deerenberg (2000) adagldo sistema imune consomem
glicose e glutaminas em altas taxas, levando a upa&da queda nas reservas
energéticas e ao aumento da gliconeogénese nodeigspee provocando severas
reducbes de tecido magro caso a infec¢do se toomica. Esse processo catabodlico
pode elevar o custo de manutencdo dos animaisrvallgepelo aumento na taxa de
consumo de oxigénio do hospedeiro logo apds ooikicidesencadeamento da resposta
imune as infeccdes parasitarias (Lochmiller and ré&d®erg 2000). Em situacdes
particularmente desfavoraveis, uma combinacdo dm aemanda energética
(termogénese, por exemplo) e baixa disponibilidésleecursos no ambiente (durante o
inverno, por exemplo), esse aumento no custo deute@géo associado a infeccdo
parasitaria pode aumentar as restricdes a sobreviv@& reproducdo do hospedeiro
(Kristan and Hammond 2003; Ricklefs and Wikelski02D Em mamiferos, por
exemplo, camundongos de laboratomdué musculusexperimentalmente infectados
por Nematoda intestinaHgligmosomoides polygyrysapesar de apresentar mesma
massa corpérea que 0 grupo experimental, apreaantama menor reserva lipidica,
diminuiram a capacidade intestinal de absorcaolidesg e tiveram um aumento na
taxa metabolica de repouso. Quando outro gruparsssnos camundongos infectados
foi, simultaneamente, exposto ao frio os individapsesentaram menores reservas
energéticas e um aumento do custo de manutencabtafikand Hammond 2000).

Por outro lado, a resposta metabolica a infeccéaspiaria pode ser diferenciada

em vertebrados ectotérmicos. Schall e colaboradd@#2) encontraram um aumento
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na taxa maxima de consumo de oxigénio em lag&tekporus occidentalisfectados
comPlasmodium mexicanymmas nenhuma alteracao nas taxas metabdlicapaiesce
Recentemente, Scholnick e colaboreadores (2010)tranas que Sceloporus
occidentalisinfectados conPlasmodium mexicanuapresentaram um aumento de 30%
no consumo de oxigénio quando comparados a lagadosinfectados durante a
recuperacdo apods atividade locomotora. J& Morettiolaboradores (enviado para
publicacdo) encontraram uma correlacdo negativae ecérga parasitaria total e
desempenho locomotor de sapd?Rhifiella ictericga coletados na natureza, mas
nenhuma relacdo com a taxa de consumo de oxig@niobServada. Todos esses
trabalhos mostram que, muitas vezes, os efeitospdogsitas no desempenho do
hospedeiro séo particularmente importantes dunaertiodos de alta atividade aerdbia
do hospedeiro, permanecendo inconspicua durantdicées de baixa demanda
energética (Holmes and Zohar 1990; Goater et 83)19

Os estudos acima expostos mostram relagées entasitpa e 0 gradiente de
desempenho dos organismos, evidenciando a imp@tdagresenca de parasitas como
fator modelador de estruturas e mecanismos sultgcam desempenho e custo de
manutengdo dos hospedeiros, mesmo que sua acadestjema indireta. Entretanto,
diversos outros estudos tém investigado a impaddada presenca de parasitas na
determinacdo do comportamento do hospedeiro e,eqdeatemente, em seu valor

adaptativo.

Efeitos parasitarios no gradiente de aptidao
Os parasitas, juntamente com os efeitos no gradié@tdesempenho, podem
afetar caracteres relacionados ao comportamentdag®edeiros que é fundamental

para os caracteres de forrageamento como, por éxebysca de alimentos, defesa
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anti-predatéria e comportamento reprodutivo (Bathand Behnke 1990). Essas
alteracdes comportamentais estdo relacionadadmger@, aos danos parasitarios nos
orgaos infectados, comprometendo o funcionamentmalodo 6rgao. Outro fator sao

as alteracdes nos niveis nutricionais do hospedeinto de energia como de materiais,
pela competicdo e queda da eficiéncia de assimildganutrientes e anorexia. Outra
possibilidade sdo as modulagBes parasitarias nsen®Es neuroenddocrinos do
hospedeiro que ocorrem, principalmente, nas retagidre parasitas e hospedeiros
intermediarios (Holmes and Zoar 1990; Thomas €2Gil0).

Estudos com peixes e répteis tem mostrado comocités parasitarias alteram
0s niveis de atividades do hospedeiro e como &sselaciona com a busca de alimentos
e a defesa anti-predatdria. Holmes and Zoar (19803traram que metacercarias
(Diplostomum spathaceynalojadas na retina podem prejudicar a acuidagealide
peixes, aumentando o tempo por busca de alimetdgando a uma reducdo na
eficiéncia alimentar e aumentando o risco dos iddies serem predados, tanto pelo
aumento do tempo gasto forrageando quanto pelgdedia resposta de fuga. Clobert e
colaboradores (2000) mostraram que lagattasdrta vivipard com menor resisténcia
locomotora pds-nascimento tendiam a ter um niveatiledade voluntéria reduzida,
menor taxa de crescimento e maior carga de pratiozoganguineos, contudo, esses
individuos mais infectados tiveram menor risco dedpcdo, acessado através das
caudas inteiras. Inversamente, individuos com magsisténcia locomotora pos-
nascimento tiveram maior nivel de atividade, mésa de crescimento e baixa carga
parasitaria, mas maiores incidéncias de caudasrapet Apesar de ndo medirem a
taxa de tomada de alimento, esses autores sugermsgndividuos usam estratégias
diferentes que podem resultar no final em aptiddmethante entre os individuos

infectados e ndo infectados.
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Outros estudos, porém, mostram como as infeccOesiffias podem estar
relacionadas ao comportamento reprodutivo dos lesms e como essa relacdo esta
associada ao sucesso nas disputas intrasexualsekxiial por acasalamentos. Kolluru e
colaboradores (2008) estudaram os efeitos da dietafeccdo porGyrodactylus
turnbulli (Trematoda) no comportamento reprodutivo de pe({Rexcilia reticulata,
através de competicdo e dominancia entre os mabfazhos infectados gastaram mais
tempo forrageando e menos tempo cortejando e cordpetntrasexualmente que
machos néo infectados, sugerindo que machos idfextado energeticamente mais
limitados. Em contrapartida, os machos ndo padwstavenceram mais disputas
intrasexuais, cortejaram as fémeas mais frequenteneereceberam respostas positivas
das fémeas ao cortejo mais freqientemente que madectados. Por outro lado, em
espécies com dimorfismo sexual em mamiferos (seadnachos, geralmente, maiores
que as fémeas), 0 sucesso reprodutivo esta retaimocom a habilidade competitiva
dos machos que resultaram na evolugdo de tamampéreo grande e de armamentos
(chifres, cornos, por exemplo), em contrapartid®@ bma relacdo entre o
desenvolvimento desses caracteres e mortalidadenaokos, sendo o parasitismo a
principal causa desta mortalidade (Moore and WiR@oR).

A evolugdo por selecdo sexual esta relacionada aanfiito que envolve a
expressdo dos caracteres sexuais secundarios, ejaestes aumentam 0 SuUCESSO
reprodutivo, mas ao mesmo tempo parecem diminginaaces de sobrevivéncia dos
individuos. Contudo, esse conflito mostra a haad&l e qualidade dos individuos que
conseguem sobreviver e se reproduzir mesmo apaeskntcaracteres que parecem
diminuir suas chances de sobrevivéncia (Zahavi 199%7). Para Hamilton and Zuk
(1982) essa qualidade dos individuos indicadacipé@mente, pelos ornamentos mais

desenvolvidos, esta associada a genes relaciodadesisténcia a varios patégenos e
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parasitas. Desta maneira, individuos de alta caddicconseguem alocar mais recursos
energéticos no desenvolvimento de caracteres sexsegundarios exacerbados.
Complementando essa hip6tese, Fostad and Karte92)1%ropuseram que a
testosterona é responsavel por modular essa qdeli®@egundo esses autores, embora
altas concentragfes plasmaticas de testosterorimacoro beneficio de desenvolver
caracteristicas sexuais secundarias exageradagntndo potencialmente o sucesso
reprodutivo do individuo, este hormdnio apresema efeito imunossupressor. A
imunossupressao testosterona-dependente représemtaalto custo para o individuo
e, desta forma, a sinalizagcdo de viabilidade difladpelo caractere sexual se
enguadraria nos critérios de indicador honestod¥ial®77). Sendo assim, os perfis de
testosterona e/ou responsividade a esta e, comgeqiente, seus efeitos -
imunossupressao e expressao das caracteristiasissedos machos - devem ser auto-
regulados em resposta a carga parasitaria. Delerae em conta, pela hipétese do
obstaculo imunocompetenteque a eficiéncia da regulacdo parasita-dependente
apresentaria um componente genético.

Essas relagbes entre parasitismo e componentesratberge de aptidéao
reforcam a importancia destes organismos como $aletivo para os hospedeiros e sua

importancia na evolucao de caracteres sexuais gagas.

Rhinella icterica (Anura: Bufonidae) como modelo para estudar as ral;0es entre
parasitas e organizagao hierarquica do fendtipo dbospedeiro

A maioria dos estudos que analisam a influénciafakoses bibticos e abibticos
na organizagdo hierarquica do fendtipo concentratrabalhos no gradiente de
desempenho e na influéncia deste no comportamgntpye mensurar a aptiddo dos

individuos a longo prazo, principalmente na natr@zustoso (Wikelski and Romero
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2003). Em contraste, caracteres do gradiente denmge=nho e comportamento de
alguns animais podem ser mensurados em campo ealonatério e capazes de
produzir resultados valiosos sobre aptidao doviddos, mesmo que de forma indireta
(Arnold 1983; Wikelski and Romero 2003). Por essegivos, é importante estudar
como variaveis bioticas e abidticas afetam carastgue representam, de uma forma
geral, as dindmicas de cada gradiente fenotipiaca Banto,Rhinella icterica uma
espécie da familia Bufonidae, torna-se um modeteréssante, pois, € facil de
manipulad-lo em laboratorio para medir caracteresfot@micos (massa corplrea e
comprimento rostro-cloacal, por exemplo) e fisiabdg (taxa metabdlica de repouso e
desempenho locomotor, por exemplo), ambos reladamaao gradiente de
desempenho. Adicionalmente, é possivel medir aspeict comportamento reprodutivo
em campo, tais como a taxa de vocalizacdo, querektéionado ao gradiente de
aptiddo. Assim senddg. ictericarepresenta um importante sistema para o estudo do
impacto da carga parasitaria sobre diversos aspeleabiologia de uma espécie de
vertebrado em vida livre.

Adicionalmente, diversos estudos integrativos redidbs com anfibios anuros
tém demonstrado a importancia de diversos aspewd®Idgicos e fisioldgicos para a
determinacdo do desempenho locomotor, sendo estesup vez, correlacionado com
aspectos comportamentais (Pough et al. 1992; Jamned. 2006). Alguns grupos
filogenéticos séo particularmente caracterizadosftas taxas de consumo de oxigénio
durante a atividade locomotora, como por exempé,atividade de forrageamento
relacionado a busca ativa de alimentos no ambienteracdes sociais e dispersdo
(Pough et al. 1992). Dentre estes, destacam-seeodr@batideos e os Bufonideos,
representando modelos interessantes para um estbd® o efeito da carga parasitaria

sobre o0 balango energético e o desempenho locoraetobiamente sustentado. Esse
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efeito da carga parasitaria deve refletir-se eneigide organizacdo superiores, tais
como o forrageamento em campo e reproducdo comoum impacto sobre o valor
adaptativo.

A manutencdo da atividade vocal em anuros rep@seéambém, uma alta
demanda aerdbia (Pough et al. 1992; Bevier 1995542 996) e devido ao conspicuo
comportamento vocal dos machos de anuros, esteogtédm se mostrado
particularmente interessante para testes de prasniassociadas a selecdo sexual
(Hausfater 1990; Sullivan 1991; Pfennig and Tin2692; Sullivan and Kwiatkowski
2007; Castellano 2009). Para a maior parte dasiespde anuros, caracteres associados
ao tamanho e propriedades das vocalizagOes saotan@s nos processos de selecao
intrasexual e intersexual. Fémeas de diversos grdp@anuros preferem, de uma forma
geral, caracteristicas comportamentais energetit@rexigentes, como a manutencao
de altas taxa de vocalizacdo, e que expde 0s machms maior risco de predacéo
(custo direto) e/ou reducao do crescimento (custicato), mas que, provavelmente,
aumentam o sucesso reprodutivo dos machos (Hinahdwsullivan 1990; Andersson
1994; Wells 2001; Sullivan and Kwiatkowski 2007).

Em anfibios, a motivacdo de vocalizar esta assa@adambiente social em que
os individuos se encontram (Wells 1988; Penna.e2Q05). Segundo Wells (1977),
machos de espécies com periodos reprodutivos owat@smn de estratégia dependendo
da densidade de machos no sitio reprodutivo. Quandensidade de coro é alta,
machos procuram ativamente por fémeas e interaggesssivas entre 0s machos
tornam-se comuns. Neste caso, fatores relaciorematkesempenho locomotor podem
ser mais importantes no sucesso reprodutivo. Contylando a densidade de coro é
baixa ficam vocalizando em lugares fixos na tevdatle atrair as fémeas. Neste caso,

fatores relacionados as propriedades da vocalizpgdem ser mais importantes no
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sucesso reprodutivo. Em densidades intermedi&faspachos adotam uma estratégia
incorporando elementos de atracdo por vocalizagkoaira ativa (Wells 1977). Além
disso, o desenvolvimento das bases controladoedsteras do comportamento vocal,
bem como sua ativacdo na época reprodutiva, € deedgliar horménios esteroides,
como a testosterona (Wilczynski and Chu 2001) erticosterona, que esta relacionada
a mobilizacdo energética necesséria para a susient@sta atividade (Emerson 2001).
Tanto os andrégenos quanto os hormdnios intergepadem apresentar efeitos
Imunossupressores, aumentando a probabilidade feec@es parasitarias (Wingfield
1994).

Na regido de Botucatu (SPR. icterica é reprodutivamente ativo durante o
inverno, com estacdo reprodutiva, relativamentdacuse estendendo de julho a
setembro e um pico de atividade em agosto (Jim)2@iservagdes pessoais revelaram
gue os individuos machos desta espécie variam aeypartamento de acordo com
Wells (1977), mostrando-se um excelente modelo pariéicar os efeitos parasitarios
em aspectos relacioanados ao gradiente de desemfesempenho locomotor, por
exemplo) e ao gradiente de aptiddo (comportamertal ypor exemplo), fundamentais
no sucesso reprodutivo dos individuosRleicterica A presenca dos parasitas deve
também alterar diversos aspectos morfolégicos eidonais em niveis de organizacao
inferiores, subjacentes ao desempenho e a ap#dawestigacdo de variaveis morfo-
funcionais tais como a taxa de consumo de oxigéninassa de diferentes 6rgaos e o
perfil leucocitario, deve permitir um maior enteménto tanto dos possiveis fatores
limitantes do desempenho aerdbio, comportamentcalvec da manutencdo da
homeostase energética, quanto dos mecanismos cesaipeos do efeito deletério

causado pelos parasitas.
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Objetivos

Considerando todos os aspectos acima citados, ativibjcentral do presente
projeto de Mestrado, foi compreender como a casgasitaria encontra-se associada a
variacdes de caracteristicas comportamentais, mgifas e fisiolégicas erRhinella
icterica. Dentre as variaveis medidas encontram-se: l.rgsfeocal em campo. 2.
Temperatura de atividade dos animais em campoa®a Tetabdlica em repouso. 4.
Desempenho locomotor. 5. Carga parasitaria. 6. #Mdss 6rgdos internos (coragao,
figado, rins, intestino e baco). 8. Perfil leucaci.

De maneira especifica, foram testadas as hipotesegie os individuos de.

icterica com maior carga parasitaria devem ter:

* Menor esfor¢o vocal, desempenho locomotor e imdiiceondicéo corpérea;
* Maior taxa metabdlica de repouso;
» Maior massa relativa de 6rgdos como coracéo, intgsins, figado e baco;

e Maior relacdo neutrofilo:linfocito e maior conceagéio de eosindfilos na

circulagdo sanguinea.
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Sitio de estudo e espécie incluida

Rhinella icterica(Anura: Bufonidae), a espécie utilizada no presesgtudo,
encontra-se distribuida por toda regido sul-sudisstéata Atlantica do Brasil (desde o
Rio Grande do Sul até o sul do Espirito Santosula leste do Paraguai e a provincia
de Misiones na Argentina (Stevaux 2002; Pramuk.e€2098). Na regido de Botucatu,
onde os animais foram coletadd?, icterica é reprodutivamente ativo durante o
inverno, com estacao reprodutiva se estendendalde p setembro e um pico de
atividade em agosto (Jim 2002). Como a maior padwmte caracteres medidos poderia
apresentar variagdo sazonal, ontogenética e sesualedidas foram restritas a machos,
primariamente durante o pico da temporada repnrealuioram coletados 28 individuos
da espéci®hinella icterica(Figura 1). Os individuos foram coletados em 4lidades
distintas do Municipio de Botucatu (Viveiro de msd&acae: 22°59'25.5"S;
48°30'13.6"W, Associacdo dos Docentes da Unesf5225.04"'S; 48°29'24.33"W,
Jardim Botanico do Instituto de Biociéncias: 2292334"S; 48°30'00.8"W e lago da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia: 2B8”S; 48°30'02.9”"W). Vinte
e dois individuos foram coletados entre os diade€filho e 28 de setembro de 2009 e
0s outros 6 entre os dias 14 de julho e 21 de jd#@010. Para todos os individuos
foram coletados dados ambientais de campo, esfoogal em campo, perfil
leucocitario e parasitas. Além desses dados, mam@imeiros vinte e dois individuos,
foram coletados dados da taxa metabdlica de repdasempenho locomotor e massas
secas de 6rgaos.

Os animais foram coletados sob a licenca de capgturansporte do IBAMA
(processo numero 02010.003380/04-82). A metodolggiea obtencdo dos dados
descrita nos itens a seguir foi aprovada pela Cs#inisle Etica na Experimentagéo

Animal (nimero protocolo 169-CEEA).
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Dados de campo

Os individuos foram localizados por inspecdo viseialoram submetidos a
observacdo focal durante 30 minutos para quargdmado comportamento vocal.
Foram utilizadas lampadas vermelhas e o iniciordgstros comportamentais se deu
10 minutos apés o individuo ter sido localizadorapeinimizar a interferéncia do
observador sobre o comportamento apresentado pmeiogis. Todas as observacgoes
foram exclusivamente noturnas. Para cada individumimero total de vocaliza¢des foi
contado para obtencéo do esfor¢o vocal, calculapartr do nimero de vocalizagdes
em 30 minutos multiplicado pela duragdo média. Apéé&rmino de cada observacao, a
temperatura corpérea superficial foi medida com termoémetro infravermelho (TI-
900, Instrutherm). Os individuos foram entéo cagatas e transportados ao laboratério
em recipientes plasticos individuais, para postexiteta adicional de dados.

Dados de temperatura e umidade do ambiente foréetados através do uso de
carregadores de dados (Hobo) (Navas and Araujo; ZBOMes 2002). Os carregadores
de dados de temperatura e umidade foram colocamomitro-habitats utilizados para

vocalizacdo, e programados para registrarem dadadaa5 min.

Manutenc¢do dos anuros em laboratorio

Os animais foram mantidos em recipientes plastindi&viduais com plantas
plasticas, substrato Umido e algum objeto paraefmn abrigo. As tampas dos
recipientes tinham uma tela para permitir circutaga ar. Os animais foram expostos
ao ciclo natural de luz e temperaturas compativ@is seu regime térmico natural. Os
recipientes foram diariamente inspecionados, pataada de fezes, impedindo a
autoinfestagdo. Todas as medidas em laboratoréonfoealizadas entre 14 e 30 dias da

chegada ao laboratério.
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Taxa metabdlica em repouso

As taxas metabdlicas de repouso foram estimadagéatde medidas de taxa de
consumo de oxigénio. Anuros 100% hidratados foratocados individualmente em
camaras metabdlicas (750 mL) por 2 horas no imtad®® uma camara climatica
(Germinator 102FC — Eletrolab Ltda.) a temperatxgerimental (25°C) antes de
qualguer medida. Este periodo de aclimatacdo deauficiente para que 0s animais se
recuperem de qualquer estresse de manipulacaona@ssuma postura de repouso e
equilibrem sua temperatura corporea com a expetah@@omes et al. 2004). Durante
o periodo de aclimatac&o, ar a 100 mL:mnfioi bombeado através das caAmaras usando
um fluximetro acoplado a bomba (Flowbar Multichelnr 8 pump system - Sable
Systems; Henderson, NV, USA), para evitar ocoreémg hipdxia e/ou hipercapnia.
Durante as medidas, um chumaco de algoddo umedfidolocado no interior das
camaras metabdlicas para auxiliar a manutencaoatdm¢o hidrico. Um sistema de
controle do fluxo de ar com canais multiplos (Maulkixer V3 - Sable Systems;
Henderson, NV, USA) foi usado para direcionar, segialmente, ar das camaras
metabdlicas, no mesmo fluxo, para um analisadooxigénio (FC-10a @analyzer -
Sable Systems; Henderson, NV, USA). Antes de pasdaranalisador de oxigénio, as
amostras de ar vindas das camaras passaram por iltra €ontendo
drierite/ascarite/drierite, para remover o vaporagea e o gas carbdnico. Dados do
analisador de oxigénio foram registrados em um covagor equipado com o software

EXPEDATA 1.1.15 (Sable Systems; Henderson, NV, USA)avés de uma interface

UI2 (Sable Systems; Henderson, NV, USA). A taxaolesumo de oxigénio (@std)

foi calculada como:

V,Osstd = V. * (FEO, —FS0,) / (1 —=FS0,),
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onde V,é o fluxo de ar (ml.mih CNTP; Condicdes Normais de Temperatura e
Presséo) &EO, e FSO, sdo as concentracdes fracionais de@ar seco, de entrada e
saida da camara, respectivamente. As camaras riessbdoram filmadas para
monitorar movimentos, e as medidas foram repetiéas obtencdo de 20 minutos de
registro de continuo repouso de cada animal. Amtdspois de cada registro continuo
dos animais, foi registrada uma linha base de Xutms de ar livre de C@ agua, e o
consumo de oxigénio foi calculado para as menofgs7 damostras continuas (5
minutos). Imediatamente antes e depois de cada fesimedida a massa corpoérea
(0,01g), e a média desses valores foi usada pgressar a taxa de consumo de

oxigénio como mL @gt.h?.

Desempenho locomotor

O desempenho locomotor dos animais foi realizadontesior de uma camara
climatica (FITOTRON — Modelo 011, Eletrolab), maiatia 25 °C e 75% U.R.
Anteriormente as medidas, os animais foram indadisheénte mantidos por duas horas a
temperatura do teste em recipientes plasticos aonsubstrato Umido, para prevenir
perda de agua corporea. Os individuos tiveram lsei@igas urinarias esvaziadas, sendo
em seguida secos com papel absorvente, pesados 0. medidos em seu
comprimento rostro-cloacal (0.01 cm). Os animararfoentdo estimulados a saltar em
uma pista circular de madeira, com perimetro d@ 8ygFigura 2). Durante um periodo
de 10 minutos, os animais foram forcados a margserdpenho locomotor constante,
empregando-se uma estimulagdo manual padronizaddistAncia total percorrida
durante esse periodo foi corrigida para o comprimewstro-cloacal e expressa como

unidades de comprimento rostro-cloacal.
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Perfil leucocitario

No ultimo dia de medidas, os individuos tiveram mmssa corpérea medida
(0,01g) e uma seringa contendo EDTA 10% foi utdezgara retirar uma amostra de
sangue (cerca de 1QQ) através de puncado cardiaca. Cerca dglLl@e sangue foram
utilizados para a realizacao de esfregacos e, ppmstente, cada lamina foi fixada em
metanol e coradas segundo o protocolo do kit Henfes 2leterminagbes da proporgéo
entre os diferentes tipos de glébulos brancos famatisadas e estabelecidas de acordo

com Allender and Fry (2008) e Heatley and John2009) (Figura 3).

Massa dos 6rgaos

Depois das medidas de desempenho locomotor e dladeetda amostra de
sangue, os animais foram anestesiados em uma salecBienzocaina (1g). por 20
minutos (Fernandes et al. 2005) e mortos atravésupgtura do corddo espinhal.
Ventriculo, figado, rins, intestino, baco, foramssdicados e suas massas Umidas foram
pesadas (0,0019).

Finalmente, 6rgdos e carcaca foram mantidos poas8am estufa de secagem
(Biothec BT 316) mantida a 8D, para a obtencdo de massa seca. Um indice de
condi¢do corporea dos individuos foi calculado dirpdos residuais da regresséo da
massa corpérea, como variavel dependente, pelo reauemo rostro-cloacal, como

variavel independente (Jakob et al. 1996, Schuttstétide et al. 2005).

Carga parasitaria
Os endoparasitas encontrados foram retirados elmbrados com o auxilio de
uma lupa (ZEISS, Stemi DV4). Prevaléncia, interdédmédia e abundancia média de

infeccdo para cada espécie foram calculados del@amm Bush et al. (1997). Para
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proceder a identificacdo das espécies, os Acanthate foram mantidos em agua na
temperatura de 4°C durante uma noite, e entdodsa&in uma solugao fria de AFA
(alcool-formalina-acido acético), sendo posteriartagreservados em alcool 70%. Os
Trematoda, depois de colocados em uma lamina sipn@slos com uma laminula,
foram fixados em uma solucdo fria de AFA. Os Nematéoram fixados em uma
solucdo quente de AFA (~70°C). Todas as espéciéeldantos estdo preservadas em
alcool 70%. Amostras das diferentes espécies fqyeonessadas para identificacao.
Acanthocephala e Trematoda foram corados com carmidlarificados com eugenol.
Nematoda foram clarificados com fenol. Todas as sara® processadas foram
analisadas com um sistema computadorizado (Leican Qute). As espécies de
helmintos foram identificadas pela morfologia erfometria (Anexos 1e 2) de acordo
com Travassos et al. (1969), Vicente et al. (199®males (2007). Os espécimes
encontrados serdo depositados na Colecdo Helmgtal@o Instituto de Biociéncias

de Botucatu (CHIBB).

Andlise dos resultados

Todas as variaveis foram inicialmente submetidaanalise descritiva. Em
seguida, as variaveis foram transformadas fJaga influéncia da massa corporea sobre
as demais variaveis foi estimada através do usegtessao linear. Quando as andlises
de regressdo demonstraram uma influéncia signifcala massa corpérea sobre
qualquer variavel, residuais da massa corporeafeedculados para posterior inclusao
nas analises posteriores. Foram realizadas dufiseande componentes principais com
rotagdoVarimaxcom normalizaca#&aiser para os dois grupos de variaveis fenotipicas
com maior numero de variaveis medidas: as variaueigoldgicas conN = 20 (massa

seca corporea, do ventriculo, figado, intestinme e o indice de condigdo corpérea) e
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as variaveis associadas ao perfil leucocitario dénr 28 (quantidade relativa de
neutrofilos, eosindfilos, linfécitos e basofilosaeelacdo entre neutrofilos e linfocitos).
Componentes principais com eigenvalues > 1.00 foreonsiderados para as
interpretacdes, incluindo as variaveis com valades extracdo maiores que 0.70.
Resultantes de cada componente extraido foram ladém=i através de regressdes e
salvos como variaveis compostas. Estas variavaispastas, em conjunto com o
esfor¢o vocal, desempenho locomotor, taxa metabdkcrepouso, quantidade relativa
de mondcitos e massa seca do bago, foram cornetatas com as variaveis associadas
a carga parasitaria (Pearson). Foi realizada umaznde correlacdo, sendo que o0s
dados de carga parasitaria foram organizados mgodmfectado (parasitas totais,
parasitas pulmonares e parasitas do trato gasstiimal). Todas as analises estatisticas

foram realizadas através do progratatistica(Statsoft, Tulsa, OK).
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Dados ambientais de campo

A analise descritiva para todas as variaveis eptasentes na Tabela 1. A
temperatura da 4gua manteve-se mais alta que ar dfe dorma constante, e a
temperatura corporea dos individuos observadovesgterrelacionada com as duas
temperaturas ambientais (Tabela 2). O esforco vdeaR. icterica ndo guardou

nenhuma relagdo com as variaveis ambientais (T2bela

Andlise descritiva e alometria
Todas as massas de 6rgdos escalaram positivanoemte massa corporea (0.45
<B <1.16, Tabela 3). Ja a quantidade relativa dedeitos escalou negativamente com

a massa corporefl € -3.29, Tabela 3).

Espécies, prevaléncia, intensidade média e abunddmcmédia de infeccao
parasitaria em Rhinellaicterica

As espécies de helmintos que infectaram os indbdadieR. icterica foram
Acanthocephalus saopaulensf{gcanthocephala) Physalopterasp., Oswaldocruzia
subauricularis, Rhabdiasp., espécie ndo identificada da familia Cosmodaesi
Falcaustra masculdNematoda), Mesocoelium monaflrematoda)e uma espécie de
Trematoda nao identificada. A espécie mais pretaléni Rhabdiassp. e a mais

abundante foMesocoelium mongJabela 4).

Andlise de componentes principais e correlacdes eafcarga parasitaria com as
variaveis comportamentais, fisiolégicas e morfologas
A analise de componentes principais das variaveigaidgicas resultou em trés

componentes (Tabela 5). O primeiro componente eplB33.65% da variancia e foi
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relacionada com as massas do coracao, intestine.€xr segundo componente explicou
22.72% da variancia e foi relacionada com a masgadrea e o indice corpoéreo. O
terceiro componente explicou 17.30% da varianciai eelacionada com a massa do
figado. J4 a andlise de componentes principaisvdadaveis associadas ao perfil
leucocitario resultou em dois componentes (Tabela s#8ndo que o primeiro
componente explicou 52.98% da variancia e foi refea com a quantidade relativa
de neutrofilos e da relacdo entre neutrofilo: lgiid em um sentido, com a quantidade
relativa de linfécitos no sentido oposto. O segundmponente explicou 22.84% da
variancia e foi relacionada com a quantidade kedatle eosindfilos e basoéfilos em
sentidos contrarios.

Individuos com maior carga parasitaria total apresam menores taxas
metabodlicas de repouso (Tabela 7, Figura 4), mmiorglores para o primeiro
componente morfoldgico, e maior carga parasitarlenpnar e no trato gastrointestinal
(Tabela 7). Os individuos com maior carga parasianlmonar apresentaram menor
desempenho locomotor (Tabela 7, Figura 4) e maiowderes para 0 primeiro
componente morfolégico (Tabela 7). Individuos comianquantidade de parasitas no
trato gastrointestinal apresentaram menores valpaeg o0 primeiro componente do
perfil leucocitario (Tabela 7). A massa do bacorelacionou positivamente com o
esfor¢co vocal e negativamente com os valores abfidoa o segundo componente do
perfil leucocitario (Tabelas 6 e 7). Houve tambémaucorrelacdo negativa entre 0s
valores obtidos para o segundo componente morfaogio primeiro componente do
perfil leucocitério (Tabelas 5, 6 e 7), e uma dag&o positiva entre os valores obtidos
para o terceiro componente morfolégico e o seguwotaponente do perfil leucocitario

(Tabelas 5,6 e 7).
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Os resultados mostram que os individuoRdestericaencontrados na natureza
sao infectados por diversas espécies de parastasupgos taxondmicos diferentes, e
gue esses parasitas infectam diversos 6rgéos @rdpdDs resultados mostram também
correlacdes da carga parasitaria com caracterefologicos e fisiologicos, mas néo
com caracteres comportamentais (Tabela 7). Dewalgantar, antes mesmo de passar
para a discussdo mais profunda das relagbes emtédifo do hospedeiro e caraga
parasitaria, que os sapos adultos foram capturs@ositureza, quando as suas relacdes
com os parasitas ja estam estabelecidas e, pdteanta, por muito tempo. Assim, nao
podemos discenir se as relacdes observadas rejaresem efeito da presenca dos
parasitas ou se a variacdo individual da condiisioldgica antes da infeccdo causou a
diferentes cargas parasitarias observadas no peesstudo (Beldomenico and Begon
2010). O cenario mais provavel € que a variacawitheal na condicao fisiologica e
susceptibilidade a infeccao, inicialmente, deteamindiferentes cargas parasitarias.
Provavelmente, esta variacdo na carga parasitérita dransforma os fenétipos dos

hospedeiros através de um processo de constaetagao.

Parasitasversus gradiente de desempenho

As relacdes encontradas neste estudo entre cargsitfda e as caracteristicas
morfo-fisiolégicas corroboram alguns resultados vim® obtidos por Moretti e
colaboradores (enviado para publicacdo) para estama espécie. Houve uma
correlacdo negativa entre carga parasitaria e ¢esg@m locomotor, entretanto, a
correlacéo obtida por Moretti e colaboradores @hwipara publicagéo) se deu com a
carga parasitaria total, e no presente estudo, a@arga parasitaria pulmonar. Esses
resultados corroboram a hipétese da relacdo negatitre desempenho locomotor e

carga parasitaria (Tabela 7, figura 5). Vale destaentretanto, quBhabdiassp. foi o
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parasita com maior prevaléncia no presente estlidbe(a 4). A relagcdo encontrada
entre desempenho locomotor e carga parasitariagmainvai de encontro a conclusdes
de estudos anteriormente realizados com mamifades,que existe uma maior
probabilidade de ocorréncia de efeitos deletérias cdrga parasitaria sobre o
desempenho do hospedeiro quando os parasitas a&sfados nos trato digestivo,
pulmdes e circulacdo, sistemas responsaveis, tespaente, pela aquisicdo de
nutrientes, trocas dos gases respiratorios e lligtéo de nutrientes e gases
respiratorios (Schall et al. 1982; Holmes and Zat280; Goater et al. 1993; Kristan
and Hammond 2003). Estudos experimentais com Bdéosi infectados por
nematodeos pulmonares tém demonstrado o impacsesiearasitas na sobrevivéncia
do hospedeiro, na taxa de obtencdo de alimenta, daxcrescimento e desempenho
locomotor de juvenis (Goater et al. 1993; Keleletal. 2009). Goater e colaboradores
(1993) e Kelehear e colaboradores (2009) sugeremn ajypresenca de parasitas
pulmonares deve interferir na troca de gases m8ps pela destruicdo das
membranas pulmonares, alterar a mecéanica de \@tila obstruir vasos sanguineos,
embora estas hipéteses ndo tenham sido testadasnt#é. Adicionalmente, os
individuos infectados devem alocar recursos eneogt que seriam usados na
sustentacdo do exercicio, para minimizar os daamssiparios. A presenca de parasitas
pode causar drenos energéticos e nutricionais sppeldieiro via competicao direta pelos
produtos da digestdo e pela estimulacdo de regaresposta imunoldgica em 6rgaos
danificados (Holmes and Zoar 1990; Lochmiller andei2nberg 2000; Poulin and
George-nascimento 2007). De acordo com Keleheadabaradores (2010), o dreno
energético causado por nematdédeos pulmonares dirainaxa de crescimento de
Rhinella marinaadultos. Em outro estudo, juvenis Be marinaque apresentavam

menores desempenhos locomotores eram aqueles resertavam menores taxas de
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crescimento em decorréncia a infeccdo por nemasopgalmonares (Kelehear et al.
20009).

Além de a carga parasitaria pulmonar encontrareggtivamente associada a
uma reduzida capacidade para realizacdo de exesdobbiamente sustentado, a carga
parasitaria total encontra-se associada a dimiaulgitaxa metabdlica de repouso em
R. ictericg sugerindo que a interferéncia dos parasitas poderer ndo somente na
capacidade maxima de transferéncia de energiaganiemo, mas também em seu
custo de manutencédo (Tabela 7, figura 4). Essedtades ndo corroboram a hipotese
inicialmente formulada de que a taxa metabdlicaraf®muso estaria correlacionada
positivamente com a carga parasitaria. Diversogdest tém mostrado divergéncias
quanto aos efeitos das infec¢des parasitarias sto @e manutencdo dos animais.
Aparentemente, existem padrbes de alteracOes mfacdds para endotermos e
ectotermos. Em endotermos, geralmente, ndo h&aglies ou h4 um aumento na taxa
metabodlica de repouso (Devevey et al. 2009; Kristad Hammond 2000, 2006;
Lochmiller and Deerenberg 2000) enquanto que eotegabos ou ndo ha alteragbes ou
ha uma queda na taxa metabdlica de repouso (Opd#igal. 1996; Arakelova et al.
2003; Schall et al. 1982; Scholnick et al. 20103lv&z, o fato de que ectotermos
apresentam menor requerimento energético e umadstase metabdlica muito mais
flexivel quando comparados aos endotermos, facaquam conflito energético gerado
pela infeccao parasitaria (inducéo de anorexiangeato da taxa metabdlica associada a
ativacdo e manutencdo das células imunes) possarsgensado por uma reducdo da
taxa metabdlica somente em ectotermos. Contudmes@ssarios estudos para verificar
essa hipétese.

A reducdo da taxa metabodlica de repouso pode aamentolerancia dos

organismos a fatores estressantes, apesar de regincdes a aptiddo dos individuos
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(Parsons 1991). Essa diminuicdo da taxa metabélic®. ictericaassociada a altas
cargas parasitarias poderia ser consequéncia, rmpelos em parte, de anorexia
associada ao parasitismo (Kyriazakis et al. 1998).anfibios, por exemplo, Goater and
Ward (1992), Goater et.al1993) and Kelehear et.gR009), apesar de ndo medirem
taxa metabodlica dos animais, mostraram que infeced@perimentais com juvenis de
Bufo bufo por Rhabdias bufonie Rhinella marinapor R. pseudosphaerocephala
respectivamente, resultaram em reducédo na capturetas, taxa de crescimento e
sobrevivéncia dos hospedeiros. J& Moretti e cotatmyes (enviado para publicacéo),
apesar de ndo ter encontrado uma relacdo entra pargsitaria e taxa metabdlica de
repouso, encontraram uma correlacao negativa eatga parasitaria pulmonar e indice
corporeo em individuos machos Re ictericaencontrados na natureza, que poderia
estar relacionado, possivelmente, a um efeito deeaia nas reservas energéticas do
hospedeiro. Adicionalmente a reducdo na frequéabimentar, parasitas intestinais
podem impor reducéo da eficiéncia de assimilac& mdrientes devido a alteracdes
intestinas de absor¢ao ou motilidade (Holmes archZ©990).

Como mostrado anteriormente por Moretti e colabmmesl (enviado para
publicacdo), e corroborando a hipétese formuladapresente estudo encontrou
correlacdes significativas entre carga parasitariaassas de 6rgdos. Individuos com
maior carga parasitéria total e pulmonar sdo agusden maiores massas do coracgao,
intestino e rim (Tabela 7). Uma maior massa intaestdeve representar mecanismos
compensatorios para 0os drenos energéticos e outisi alocados para 0S reparos
estruturais causados pelos parasitas instaladongé®s do hospedeiro, ja que o0s
individuos com maior carga parasitaria total sdaebrs com maiores cargas
parasitarias nos pulmao e intestino (Tabela 7). Bigode descartar também um

possivel efeito direto da presenca dos parasitastinais gerando uma remodelacdo do
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intestino (Kristan 2002; Schwans 2006). J& a relqudsitiva entre carga parasitaria e
remodelacgéo renal representaria evidéncias ddandecia dos parasitas na homeostase
dos hospedeiros e/ou estar associada a uma infesgéondéria, contudo os
mecanismos por tras dessas correlacdes ndo sas (kaistan and Hammond, 2003;
Wang et al2008).

O aumento da massa cardiaca poderia estar assaciadsgeitos causados por
Rhabdiassp. no pulméo. Devevey e colaboradores (2009)rartrabalho com roedores
infectados por pulgas encontraram que animaistades possuiam uma maior massa
cardiaca, do baco e um nivel de hematécrito m&egundo esses autores uma maior
massa cardiaca e, consequentemente, um maior vaistdico, poderia representar
um mecanismo compensatoério dos efeitos da anedmécar J& um bagco maior estaria
associado a um efeito combinado da ativacdo denssstimune e a necessidade em
produzir e maturar novas hemaceas. Vale enfatimarag parasitas pulmonares que
infectam R. icterica sdo Rhabdiassp. e que esses nematddeos se alimentam de
heméceas, além de terem sidos os parasitas com pnei@léncia de infeccdo (Tabela
4), porém, medidas de hematdcrito seriam necesspega testar se estes animais
estavam anémicos também.

Em anfibios adultos, os locais primarios de eriitepe sdo o baco, figado e
medula 6ssea. Além da eritropoiese, 0 baco € aipahlocal de granulopoiese de
basofilos, o que poderia explicar a relagdo pasitibservada entre massa do bago e a
concentracdo de basdfilos dra icterica (Hadji-Azimi et al. 1987; Allender and Fry
2008). Adicionalmente, foi encontrada pd&taictericauma correlagdo positiva entre
concentracdo de eosindfilos e a massa do figaddpseste 6rgdo o principal local de
granulopoiese de eosindfilos e mondcitos (Hadjirdizet al. 1987; Allender and Fry

2008). Além dessa relacdo entre massa dos oOrgaguas perfis sanguineos, o0s
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resultados mostram que os neutréfilos sdo maiscioglados com os linfocitos,
corroborando a intima associacéo entre essesiploéscelulares em resposta ao estresse
(Benett et al. 1972; Davis et al. 2008). Por outxdo, os eosindfilos sdo mais
relacionados com os basofilos (Tabela 6), sendo eoe ambas as relacoes,
neutroéfilos/linfécitos e eosindfilos/basofilos, aimento de um tipo celular esta
relacionado com a diminuicdo do outro tipo cel(Babela 6). Apesar da eosinofilia
estar associada ao parasitismo (Allender and Feg)2@ao foi encontrado neste estudo
uma correlacdo entre concentracdo de eosindfilos &aarga parasitaria (Tabela 7),
talvez por ndo haver uma relagéo linear entre edsas variaveis. J4& em relacdo aos
basofilos pouco se sabe sobre sua funcdo em as)fili@s provavelmente, tem acédo
similar aquela descrita para outros vertebradomnde associados no processo de
inflamacédo precoce, nas reacdes de hipersensislidtaediata e situagdes de estresse
grave (Claver and Quaglia 2009).

Individuos com maior carga parasitaria no tratotrgagestinal apresentam
maior propor¢cdo de neutréfilos (N) e menor de kitfis (L), corroborando a hipotese
da correlacdo positiva da relagdo neutrofilo:liitfidicom a carga parasitaria (Tabela 7).
Um aumento na propor¢do de neutrofilos em relagio lmfocitos na circulacéo
sanguinea esta associado a diversos fatores astessem diferentes vertebrados,
sendo esta alteracdo decorrente do aumento da ntag@® plasméatica de
glicocorticéides (Davis et a008). Estudos realizados em mamiferos demonsjtem
enquanto a reducdo do numero de linfocitos cir¢cetaem resposta do tratamento com
glicocorticéides decorre da sua redistribuicdo pargios compartimentos, o aumento
do numero de neutrdfilos circulantes decorre dduxaf a partir da medula 6ssea,
acompanhado de uma atenuac&o do recrutamento ygana compartimentos (Bishop

et al 1968; Dhabhar 2002). Em salamandras e rds, o @aanman proporgcédo entre
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neutrofilos e linfécitos foi observado 72 horas apgecéo de hidrocortisona (Bennett
et al 1968; 1972). Adicionalmente, um aumento do numeeo neutrdfilos foi
observado em sapos expostos a pesticidas (Cabaga2905), e um aumento da
relacdo N:L foi observada em salamandras no irdaieemporada reprodutiva (Davis
and Maerz 2008a), e em individuos em condicéo tileet@ (Davis and Maerz 2008b).
O fato de que todos os individuos incluidos noemesestudo eram machos coletados
durante a temporada reprodutiva provavelmente omtaniformes em relacdo aos
efeitos de alteragdes sazonais na concentracamrtilsosterona sobre a relacao N:L.
Embora a relagdo entre estresse e a proporcaoNertresteja bem estabelecida
na literatura, alguns autores tem chamado a atemédto de que os efeitos de doencas
no perfil leucocitario sdo similares aos efeitos ekiresse, em que neutrofilia e
linfopenia s&o comumente observados em diferemtgmg de vertebrados (Davis et al.
2008). De fato, sendo os neutrdfilos fagociticos, groliferagdo na circulagdo combate
infeccdes, e poderia acarretar em aumento da gr@pdi: L durante infeccdes (Davis
et al. 2004). Entretanto, dado que o estresse raan@esusceptibilidade a doencas e
infeccbes podem aumentar o estresse, estes doiesfabrnam-se dificeis de serem
dissociados (Davis et al. 2008). Alguns autoresdégerido que uma possivel distin¢cao
entre os efeitos do estresse e da infeccédo poeltaa associada a observacao de outros
aspectos do perfil leucocitario. Infec¢bes gerabmeasultam em aumento no numero
de mondcitos (Davis et .aR004), enquanto uma reducdo no numero de eosisdfil
encontra-se associado mais comumente ao estressel@®3). Em anfibios, existem
evidéncias experimentais de que a corticosterahazre nimero de eosinoéfilos e reduz
a resisténcia aos parasitas (Belden and Kiese@k€5). Dados adicionais sobre a
covariacao entre carga parasitaria, perfil leuéoid niveis de corticosterona e infeccéo

por microrganismos erR. icterica adultos em campo, bem como experimentos de
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tratamento hormonal e infeccdo por parasitas senacessarios para um melhor

esclarecimento destas questdes.

Parasitasversus gradiente de aptidao

Os resultados mostram uma relacao positiva entneassa do bago com o
esfor¢co vocal dos individuos (Tabela 7). Talveza eslacdo possa estar associada a
necessidade do organismo em suprir a musculatwa em exercicio com oxigénio,
sendo esta atividade altamente aerdbia e figuramice as atividades de maior
dispéndio energético ja medidas para vertebradtséemicos (Pough et .all992;
Wells 2001). Uma possibilidade para suprir a mugoushd com oxigénio é aumentar a
capacidade carreadora de oxigénio do sangue, aantlent quantidade de eritrécitos
na circulacéo, através do baco (Allender and FB820

Os resultados obtidos ndo mostram relagcoes entaeteees comportamentais e
variaveis parasitérias, ndo corroborando a hipotieseelacdo negativa entre esforco
vocal e carga parasitaria, e contrariando o querdeser esperado pelo modelo de
selecéo intersexual mediada por parasitas (HamatehZuk 1982; Folstad and Karter
1992). Segundo Hamilton and Zuk (1982) e Folstadl learter (1992) deveria haver
uma correlacdo negativa entre as caracteristicagpatamentais energeticamente
exigentes, como a manutencéo de altas taxa deizengéd, com a carga parasitaria dos
machos, indicando a qualidade desses machos. @onard anfibios é comum
encontrar, na literatura, diferentes relacbes enti® varidveis reprodutivas
comportamentais e variaveis parasitarias. Hausfa890), por exemplo, ndo encontrou
relacdes entre carga parasitaria e duracao daizacab deHyla versicolor e mostrou
gue os individuos em amplexo tinham uma carga parasmaior que os individuos

gue ndo estavam acasalando. Pfennig and Tinsl@2)28tudaram a selecao sexual em
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Scaphiopus couchidos Estados Unidos e observaram que, ao contdéarigue se
esperava, 0s machos parasitados apresentavam eseltmrdices fisicas e emitiam
vocaliza¢des longas com maior frequiéncia quandgacamdos machos néo parasitados.
Estes autores verificaram que as fémeas destaiespéando ndo parasitadas, preferem
vocalizagfes longas e, portanto, os machos patasiteriam escolhidos. J& Madelaire
e colaboradores (enviado para publicacdo) invesiigaas relacdes entre carga
parasitaria e comportamento vocal em duas popusdadédlypsiboas prasinugjue
diferiam em densidade do coro, e encontrou umgdelaegativa entre carga parasitaria
em diferentes érgdos com caracteristicas tempdassvocalizacbes. Entretanto, os
resultados foram muito mais claros para a populaganaior densidade de coro,
estimulando os individuos a vocalizarem a taxa rpaixima de seu desempenho
méximo, indicando a importancia do ambiente soogldeterminagdo da forca da
correlacdo com a carga parasitaria. Contudigpsiboas prasinu® uma espécie de
reproducdo prolongada, onde a selecdo intersexode pepresentar um forte
componente do sucesso reprodutivo (Castellano 20@9). Por outro lado, Bufonideos
em geral séo caracterizados por reproducéo explosigle é mais comum a ocorréncia
de procura ativa e disputas entre machos pela ggigseas fémeas (Wells 1977). Desta
maneira, par®. ictericg a relagédo entre carga parasitaria e outros aspdotfendtipo,
como desempenho locomotor, poderiam afetar o smaegsodutivo dos machos e,
conseguentemente, a aptiddo dos individuos, janglidduos resistentes conseguiram
suportar por mais tempo atividade locomotora ergj@auma area maior a procura de
fémeas. Entretanto, para testar estas hipéteseseldgdo entre carga parasitaria,

comportamento reprodutivo e aptidao, estudos athcsadevem ser realizados.
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Conclusoes:

Machos adultos dRhinella ictericaencontrados na natureza séo infectados por
helmintos de diferentes grupos taxonémicos. Adaimente, individuos dR. icterica
com maiores cargas parasitarias (total, pulmonau alo tratro gastro-intestinal)
apresentaram aumento das massas intestinais, emaisliacas; aumento da relagédo
neutroéfilos:linfocitos; queda da taxa metabdlica répouso; queda do desempenho
locomotor. Desta maneira, este estudo conclui gagha e atuacédo dos parasitas estao
relacionadas a diversos aspectos da organizag@wdiea do fendtipo, incluindo tanto
aspectos fisiolégicos e morfoldgicos associadoxugio energético de manutencao
quanto ao desempenho locomotor. Ao menos um dopaentes associados a selecao

sexual, o esfor¢o vocal, ndo guarda relacédo coanga@arasitaria nesta espécie.
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Figura 2. Pista circular utilizada nos testes de desempédotamotor deRhinella
icterica
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Figura 3. Esfregacos sanguineos com diferentes tipos dédias deRhinella icterica
corados com panotico rapido (kit Giemsa). Imagénilas a partir de um microscépio
de luz com lente objetiva de 100x, em 6leo de i&@eréA) eritrécitos com um linfocito
ao centro e dois trombdcitos a direita do linféc{®) eritrécitos com um mondcito ao
centro; (C) eritrécitos com dois neutrofilos aoteen(D) eritrocitos com um eosindfilo
ao centro e (E) eritrocitos com dois basdfilos antm, sendo que o basofilo superior
encontra-se em processo degranulativo.
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Tabela 1. Andlise descritiva da carga parasitaria e dasaveis ambientais, comportamentais,
fisiologicas e morfologicas dehinella icterica

P .- Desvio - L. Intervalo confianca
Variaveis N Média Padrio Minimo Maximo -95.00% +95.00%

Parasita total (un) 28 198.82 406.38 0.00 2206.00 41.24 356.40

Parasita pulmonar (un) 28  26.93  32.07 0.00 135.00 14.49 39.37

Parasitatrato gastro- ,5 1157 40833  0.00 2187.00 -47.76 268.91
intestinal (un)

Esforcovocal (s) 23 285.39 19836 0.00 673.00 199.61 371.17

Temperatura corporea (°C)25  18.84 2.94 13.00 23.00 17.63 20.05

Temperaturado ar (°C) 24 15.98 1.74 1240 1840 1525 16.72

Temperatura da agua (°C)24  19.70 3.05 1460 23.20 1841  20.99

Umidade relativa do ar (%) 24  89.84 3.93 8140 9420 88.18 91.50
Comprimento rostro-

cIoF;caI (CRC) (m) 26 0.12 0.01 0.09 0.15 0.12 0.13

Distancia percorrida (m) 22 89.29 14.72 64.38 126.26 82.76  95.81
Desempenho locomotor

E’uni dades CRC) 20 73881 11540 53773 90564 684.80 79282

V,0std(mLO.g*hY) 22 004  0.02 0.02 0.08 0.03 0.05

Massa Umida (g) 28 161.48 58.36 59.38 315.25 138.85 184.11

Massaseca(g) 22 37.25 13.84 21.07 82.15 31.11 43.38

Carcaca (g) 22 33.27 12.06 18.43 7239 27.93 38.62

Coracdo (g) 22 0.10 0.04 0.06 0.24 0.08 0.12

Figado (g) 22 0.84 0.41 0.40 2.19 0.66 1.02

Intestino (g) 22 0.33 0.09 0.22 0.55 0.29 0.37

Rim(g) 22 0.09 0.05 0.03 0.22 0.07 0.11

Baco (g) 18 0.01 0.01 0.00 0.03 0.01 0.02

Neutréfilo (%) 28 28.00 21.00 2.00 94.00 19.00 36.00

Eosindfilo (%) 28 7.00 6.00 0.00 22.00 5.00 10.00

Linfécito (%) 28  60.00 20.00 4.00 95.00 53.00 68.00

Mondcito (%) 28 1.00 1.00 0.00 5.00 1.00 2.00

Basdfilo (%) 28 4.00 4.00 0.00 12.00 2.00 5.00

Un — ndmero de individuos, XD,std — taxa de consumo de oxigénio padronizada.
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Tabela 2 Correlacdes entre varidveis ambientais, temperatnporea e esforco
vocal deRhinella ictercia.

L Temperatura Temperatura Umidade Esforgo
Variaveis . .
do ar da agua relativa vocal
Temperatura corpérea 0.75(21) 0.50(21) 0.53(21) -0.19(20)
Temperatura do ar 0.82%(24) 0.53(21) 0.03(19)
Temperatura da agua 0.37(24) 0.15(19)
Umidade relativa 0.01(19)

(N). Temperaturas corpérea, do ar, da agua e umidaaiveekbstdo expressos como lpdos
valores absolutos. SignificAncia, correlacdes rjastadas estdo destacadas em negrito; os valores
absolutos de r>0.50 permanecem significativos Rerde 0.05, e valores absolutos de r>0.75
permanecem significativos emde 0.01. Correlagdes significativas depois da iplalcorrecao
seqglencial de Bonferroni, testes simultdneso defdrsub-tabelas (Rice, 1989), estdo indicadas
com um asterisco.
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Tabela 3.Equacdes de regressdes para diferentes variaveis d

Rhinella icterica

Variaveis AlfazEP BetatEP R P

Coragéo 2.35+0.21 0.85+0.13 0.68 <0.001
Figado -1.91+0.16 1.16+0.10 0.86 <0.001
Intestino -1.1940.24 0.45+0.15 0.29 0.009
Rim 2.87+0.31 1.15+0.20 0.63 <0.001
Bago 3.25+0.50 0.85+0.31 0.31 0.016
indice corpéreo  -0.15+0.11 0.10+0.07 0.10 0.177
Neutréfilo -1.28+1.03 0.30+0.66 0.01 0.657
Eosinéfilo 0.48+1.09 -1.02+0.70 0.10 0.162
Linfécito -0.20£0.26  0.01#0.17 0.00 0.974
Monécito 4.21+1.94 -3.29+1.25 0.26 0.016
Basofilo 1.85+41.59 -1.79+¢1.02 0.13 0.094
E‘:\;‘;g{go’ -1.0841.25 0.29+0.81 0.01 0.720
Bﬁz‘fnrgi’;”ho 2.9940.18 -0.0840.12 0.03 0.498
V,0,std .0.77+0.49 -0.44+0.32 0.10 0.177
Esforgo vocal -1.61+2.34 2.45+1.53 0.15 0.130
Parasita total 2.3941.59 -0.38+1.02 0.71 0.712
Parasita pulmonar 0.85+1.54 0.16+0.99 0.87 0.871
Parasitatrato 5561139 -1.5240.90 0.11 0.106

gastro-intestinal

Valores deP significativos estdo destacados em negrito (<)0.BB: Erro

Padréo.
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Tabela 4.Prevaléncia, intensidade média e abundéancia ndédielmintos em diferentes érgdos de
Rhinella icterica

Intensidade Abundancia Local de
Espécie de Helmintos Prevaléncia média média infeccao
Acanthocephala
Acanthocephalus
saopaulensis 46.4% 12.54+4.43* 5.82+2.34* ID, IG
(1-55) (0-55)
Nematoda
Physalopterasp. 7.1% 1.00+0.00 0.07+0.05 Estdbmago, IG
(1-1) (0-1)
Oswaldocruzia ID, IG,
subauricularis 78.6% 7.73+1.53 6.07+1.34 Estdmago
(1-28) (0-28)
Rhabdiassp. 89.3% 30.16+6.50 26.93+6.06 Pulméo
(1-135) (0-135)
Cosmocercidae 64.3% 31.00+8.64 19.93+6.20 ID, IG
(1-115) (0-115)
Falcaustra mascula 3.6% 6.00 0.21+0.21 IG
(6-6) (0-6)
Trematoda
Mesocoelium monas 10.7% 731.67+£726.17 78.39+77.98 ID
(4-2184) (0-2184)
Nao identificado 3.6% 2.00+18.04 0.07+2.07 IG, Bexi
(2-58) (0-58)

*Valores representam média + erro padrao; (varipg@o- Intestino delgado; IG - Intestino grosso
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Tabela 5. Componentes principais gerados a
partir das variaveis morfolégicas drhinella
icterica (N=20)

Componentes Principais

Variaveis

M1 M2 M3
Coracéo 0.82 0.17 -0.05
Figado 0.00 0.00 0.96
Intestino 0.81 -0.01 -0.12
Rins 0.80 -0.13 0.35
Massa seca 0.08 0.79 0.11
indice corpéreo -0.04 0.82 -0.13

% Variancia total 33.65 22.72 17.30

Massa seca e indice corporeo estdo expressos como
log;o de valores absolutos. Coracéo, figado, intestino e
rins sdo residuais log-log de regressdes de massa s
Variaveis que mais contribuem para cada componente
estdo destacados em negrito. A quantidade total de
variancia nos dados que podem ser explicados usando
esses trés primeiros componentes é 73.67%.

Tabela 6. Componentes principais gerados a
partir das varidveis sanguineas &dinella
icterica (N=28)

Componentes Principais

Variaveis s1 S0
Neutrofilo (NT) -0.93 0.10
Eosindfilo 0.04 0.73
Linfocito (LF) 0.88 0.17
Basofilo 0.00 -0.76
NT/LF -1.00 0.00
% Variancia total 52.98 22.84

Neutrdfilo, eosindfilo, linfocito, basofilo e NT/LEstdo
expressos com lggde valores absolutos. Variaveis que
mais contribuem para cada componente estdo destacad
em negrito. A quantidade total de varidncia nosodad
que podem ser explicados usando esses dois prémeiro
componentes é 75.82%.
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Tabela 7.Correlacdes entre carga parasitaria (total e rg#n8) com variaveis comportamentais, fisiologeasorfologicas d&hinella icterica

SCORES SCORES PERFIL
MORFOLOGICOS LEUCOCITARIO
Desempenho Esforco Parasita Parasita Parasita Scores Scores Scores Scores Scores
Variaveis Monécito locomotor VQstd  vocal totafl’ pulmonar gastro-intestinal M1 M2 M3 PL1 PL2
Baco 0.15(18) 0.32(16)  -0.35(18) 0.56(13) 0.23(18)  -0.03(18) 0.41(18) 0.26(16) -0.1(16) -0.03(16) 0.28(18)  -0.55(18)
Mondcito 0(20) 0.11(22) -0.31(17) -0.03(22)  -0.24(22) 0.13(22) 0.02(20) -0.04(20) 0.24(20) -0.36(22)  -0.13(22)
Del?)ig]rﬁi?:ro 0.02(20) -0.26(15) -0.39(20)  -0.49(20)  -0.11(20)  -0.42(20) 0.08(20) -0.27(20) 0.03(20)  -0.34(20)
VOstd -0.36(17) -0.45(22) -0.4(22) -0.32(22)  -0.05(20) -0.24(20) -0.08(20) 0.16(22)  -0.05(22)
Esforco vocal 0.06(23) 0.14(23) 0(23) 0.24(15) -0.02(20) -0.07(15) 0.19(23) 0(23)
Parasita total 0.64%(28) 0.87*(28)  0.53(20) 0.08(20) -0.09(20) -0.31(28)  -0.08(28)
Parasita
pulmonar 0.3(28) 0.64(20) -0.09(20) -0.11(20)  0.1(28) 0.26(28)
Parasila?e%%it;?- 0.43(20) -0.04(20) -0.21(20) -0.41(28)  -0.25(28)
Scores M1 0(20) 0(20)  -0.22(20)  0.01(20)
Scores M2 0(20) -0.46(20) 0.29(20)
Scores M3 -0.16(20) 0.46(20)
Scores PL1 0(28)

(N). *Parasita total corresponde ao nimero de parasitasfo aqueles que estdo alojados nos 6rgdosamoredos. Desempenho locomotor, ¥@, esforco vocal, parasita total, parasita
pulmonar e parasita gastro-intestinal estao expsessmo logy dos valores absolutos. Baco e monécito sdo rasith@log de regressdes de massa seca. ScoreBIR M3, PL1 e PL2 séo
resultantes de cada componente extraido que forlmulados através de regressdes e salvos comaeigrZompostas. Significancia, correlagdes nddagas estdo destacados em negrito; 0s
valores absolutos de r>0.45 permanecem signifisstemP de 0.05, e valores absolutos de r>0.64 permaneggmficativos emP de 0.01. CorrelagSes significativas depois da iplalt
correcdo sequencial de Bonferroni, testes simutidentro de sub-tabelas (Rice, 1989), estéo iddé&cpor um asterisco.
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Anexo 1.Morfologias e morfometrias usadas na identificagd® parasitas encontrados
em Rhinella icterica (A) Oswaldocruzia subauricularjs(B) Rhabdias sp.; (C)
Physalopterasp.; (D) Falcaustra méscula(E) Cosmocercidae; (FAcanthocephalus

saopaulensie (G)Mesocoelium monas.

Tabela A. Morfologias e morfometrias usadas natiflemcdo deOswaldocruzia

subauricularis(N=24)

Variaveis MédiazDesvio Padrdo Minimo Maximo
Fémea
Comprimento totalym) 14610.44+4880.66 5564.11 22888
Largura total (um) 219.10+62.80 130.79 364.16
Dilatacdo cefalica (um) 59.33+4.34 51.78 66.62
Comprimento esofago (Lm) 461.95+76.27 271.77 559.51
Distancia asa cefélica-anterior (um) 49.00+7.59 34.58 72.67
Distancia poro excretor-anterior (Lm) 510.64+54.21 388.81 587.4
Distancia anel nervoso-anterior (um) 273.88+14.02 265.65 290.07
Distancia vulva-posterior (1m)5090.07+2696.31  1901.97 13784
Distancia cloaca-posterior (um) 219.68+57.57 126.35 329.57
Comprimento ovo (um)  85.27+9.32 49.00 128.00
Largura ovo (um) 57.31+18.15 43.00 76.00
Macho

Comprimento total (um)9400.42+1770.01  5973.53 11771.42
Largura total (um) 163.73+46.92 96.68 256.49
Dilatacdo cefalica (um) 51.17+7.63 32.98 59.26
Comprimento esodfago (um) 414.38+107.07 121.49 548.74
Distancia asa cefalica-anterior (um) 44.81+4.65 36.5 51.93
Distancia poro excretor-anterior (Lm) 475.94+20.67 454.38 505.66
Distancia anel nervoso-anterior (um) 302.62+48.14 248.15 339.47
Comprimento espiculo (um) 234.65+16.78 201.93 263.85
Comprimento bolsa copulatéria (um)350.27+131.28 169.61 581.46
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Tabela B. Morfologias e morfometrias usadas natifieacdo deRhabdias
sp. (N=25)

Variaveis MédiatDesvioPadradinimo Maximo

Comprimento totalm) 12564.39+2472.64  75.07 729.90
Largura total (um)  417.06+103.42 982.49 7887.00

Comprimento Es6fago (um) 593.35+75.07 98.81 646.70
Distancia vulva-posterior (Lm) 6165.23+982.49 8.87 164.00
Distancia cloaca-posterior (um) 500.21+98.81 7.99 71.00
Comprimento ovo(um) 100.36+7.14 72.00 120.00
Largura ovo(um) 53.06+5.58 38.00 71.00

Tabela C. Morfologias e morfometrias usadas natifieagao de
Physalopterasp. (N=2)

Variaveis MédiatDesvioPadraoMinimo  Maximo
Comprimento totalym) 9747.01+6525.26 5132.96 14361.1
Largura total (um)  293.82+43.70 262.92  324.72
Comprimento es6fago (um) 261.80+26.14 243.32 280.29
Distancia cloaca-posterior (um) 150.16+60.51 107.37  192.95

Tabela D. Morfologias e morfometrias usadas natifiescdo deFalcaustra
ascula(N=3)

Variaveis MédiatDesvio PadradMinimo Maximo
Comprimento total (um) 4417.98+174.37 4222.38 4557.16

Largura total (um) 207.90+51.44 167.02 265.67

Comprimento faringe (um) 66.00+7.21 58.00 72.00

Largura faringe (um) 35.00+10.39 29.00 47.00

Comprimento es6fago (um) 376.66+11.05 364.00 384.00

Largura eséfago (um) 37.3348.32 28.00 44.00

Comprimento istmo (um) 53.66+17.15 38.00 72.00

Largura istimo (um) 52.00+12.16 44,00 66.00

Comprimento bulbo(um)  108.33+21.22 91.00 132.00

Largura bulbo (um) 108.00+4.00 104.00 112.00

Distancia anel nervoso-anterior (um) 233.52+0.24 233.35 233.69
Distancia poro escretor-posterior (LLm) 542.71 542.71 542.71
Distancia vulva-posterior (um) 2771.59 2771.59 2771.59

Distancia cauda-posterior (um) 258.59+80.94 204.72 351.68
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Tabela E. Morfologias e morfometria usadas na itiea¢do de Cosmocercidae
(N=18)

MédiatDesvio
Variaveis Padrdo MinimoM&aximo

Comprimento total (um) 5467.37+878.49 3946.52 7231.58
Largura total (um) 370.79+92.27 228.29 536.01
Comprimento faringe (um)  57.40+7.22 44,60 70.54
Comprimento esofago (Um) 658.36+40.13 590.22 735.59
Comprimento bulbo (um) 136.00+17.70 109.00 168.00
Largura bulbo (um) 150.44+18.31  106.00 178.00
Distancia poro escretor-posterior (um) 492.59+70.91 359.05 555.75
Distancia anel nervoso-anterior (um) 149.65+38.25 97.72 218.86
Distancia cloaca-cauda (um) 427.16+87.05 257.77 523.93
Distancia vulva-posterior (Um) 2443.46+671.04 1265.98 3680.35
Comprimento ovo (UM)  66.09+12.02 41.00  90.00
Largura ovo (Um)  48.40+6.57 39.00 67.00

Tabela F. Morfologias e morfometrias usadas natifilsacdo deAcanthocephalus
saopaulensigN=14).

MédiatDesvio
Variaveis Padrdo Minimo Méximo

Comprimento total (um)13158.88+3556.08 6133  18341.8
Largura total (um) 1138.33+361.24  558.31 1719
Comprimento probdscite (um) 691.73+115.85 523.03 874.06
Largura proboscite (um) 387.39+70.25 281.55  489.49
N° de fileiras de ganchos na proboscite 6.10+0.87 5 8
Comprimento receptaculo (um) 845.33+206.77 518.2 1251.8
Largura receptaculo (um) 337.90+83.84 224.7 491
Comprimento liminisco (um) 896.11+161.79 640.33 1030
Comprimento Gtero (um) 1491.06+399.39 1061.51 1980

Comprimento ovo (um)  60.71+13.78 39 100

Largura ovo (um) 25.00+3.62 21 36

Comprimento testiculo anterior (um) 820.50+123.74 733 908
Largura testiculo anterior (um) 513.50+98.28 444 583
Comprimento testiculo posterior (um) 774.00+81.90 709 866
Largura testiculo posterior (um) 678.00+197.79 510 896
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Tabela G. Morfologias e morfometrias usadas natifilsacao de
Mesocoelium mongi=3).

Variaveis MédiatDesvio Padrao Minimelaximo

comprimento total (um) 1054.88+461.99 728.20 1381.56
largura total (um)  577.38+201.61 434.82 719.94
comprimento ventosa oral (um) 283.46+258.34 102.20 579.27
largura ventosa oral (um) 341.71+310.18 136.67 698.56
comprimento acetabulo (um) 241.67+155.17 103.02 409.28
largura acetabulo (um) 240.07+131.05 109.30 371.41

comprimento faringe (um) 83.53+54.02 4533 121.73
largura faringe (um) 77.12+42.56 47.02 107.22
comprimento ovo (um) 34.75+3.89 31.00 39.00
largura ovo (um) 28.5+0.00 27.00  30.00
comprimento testiculo (um) 103.00 103.00 103.00
largura testiculo (um) 63.00 63.00 63.00
comprimento ovario (um) 94.00 94.00 94.00
largura ovario (um) 61.00 61.00 61.00
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Anexo 2. Exemplos de estruturas morfégicas usadas na fidegfo das espécies do grupo Nematoda e Acanthaleepencontradas em
Rhinella icterica (A)Partes anteriores do corpo e (B) partes posés do corpo.

A. Exemplos de estruturas morfoldgicas de Nematofleanthocephala: partes anteriores do corpo.

Poro ol
excretor

Esofago

Faleaustra
masctila

Bulbo

Acanthocephalus saopaulensis
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B. Exemplos de estruturas morfologicas de Nematotleanthocephala: partes posteriores do corpo.
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Anexo 3: Certificado do comité de ética do projeto: “Caagfles comportamentais,

fisiologicas e morfologicas da carga parasitaria &hinella icterica (Anura:
Bufonidae).”

4%y  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne s " 4(LIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Botucatu
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“CORRELACOES  COMPORTAMENTAIS,  FISIOLOGICAS E
MORFOLOGICAS DA CARGA PARASITARIA EM Rhinella icterica
(ANURA: Bufonidae)”, sob a responsabilidade de Fernando
Ribeiro Gomes ¢ Eduardo Hermogenes Moretti, estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal
(COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), em reunido de
04/09/2009.
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