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RESUMO

As espécies de Rhinella granulosa sdo anuros da familia Bufonidae distribuidas ao longo da
Regido Nordeste do Brasil principalmente em ambientes abertos e com pouca umidade,
caracteristico da Caatinga. Diferentes agentes patogénicos podem acometer e comprometer
esses animais como 0s parasitas. Entre estes estdo os helmintos, 0s quais podem ocasionar ma
formacGes dentre outros problemas fisioldgicos nos 6rgédos internos. Em relacdo a doencgas em
anfibios a avaliagdo de como seu sistema imune responde a presenca de patdgenos ainda é
pouco estudada. No presente trabalho foi feita a analise de 38 individuos da familia Bufonidae
espécie Rhinella granulosa presente na colecdo de herpetologia da Universidade Federal do
Piaui- CSHNB coletado no proprio campus (Licenca SISBIO 22508-1), Durante a necropsia
foi realizada a pesquisa de helmintos por 6rgéos e a remocdo do bago. Todos 0s espécimes
analisados encontravam - se parasitados por helmintos, com intensidade variando de 1 a 312
parasitas, predominantemente Nematoda. A média estimada do didmetro do bago da
populacdo em estudo foi de 95% de precisdo em um intervalo de confianca entre 1,88 a 2,37,
no entanto apenas 14 dos 38 bacos estavam inseridos nesses valores. A média do nimero de
parasitas foi de 53 a 105, os demais valores acima ou abaixo desse intervalo de confianca
foram valores considerados atipicos. De acordo com o coeficiente de correlacdo de Pearson
ndo houve uma correlacdo linear entre 0 aumento do diametro do baco e a quantidade de
helmintos nos 6rgdos investigados. Os resultados indicaram que macroscopicamente ndo
houve relacdo positiva entre o tamanho esplénico e a intensidade de infec¢do parasitaria por
helmintos. No entanto, o exame histopatoldgico indicou um processo de reacdo inflamatéria
interna. Deste modo séo necessarios a identificacdo em relacdo as espécies de Nematoda que
estavam presentes nos orgaos internos e verificar o grau de patogenicidade que pode
influenciar ou induzir uma resposta inflamatoria do baco.

Palavras-Chave: Amphibia, Helmintos, Imunidade, histopatologico.



ABSTRACT

The species of Rhinella granulosa are anurans of the Bufonidae family distributed throughout
the Northeast Region of Brazil, mainly in open and low humidity environments, characteristic
of the Caatinga. Different pathogens can affect and compromise these animals as parasites.
Among these are the helminths, which can cause malformations among other physiological
problems in the internal organs. In relation to diseases in amphibians the evaluation of how
their immune system responds to the presence of pathogens is still little studied. In the present
work the analysis of 38 individuals of the family Bufonidae species Rhinella granulosa
present in the herpetology collection Universidade Federal do Piaui- CSHNB collected in own
campus (License SISBIO 22508-1), During the necropsy, the study of helminths by organs
and removal of the spleen was performed. All the specimens analyzed were parasitized by
helminths, with intensity varying from 1 to 312 parasites, predominantly Nematoda. The
estimated mean spleen diameter of the study population was 95% accuracy in a confidence
interval between 1.88 and 2.37, but only 14 of the 38 spleens were inserted into these values.
The mean number of parasites was 53 to 105, the other values above or below this confidence
interval were considered atypical values. According to the Pearson correlation coefficient
there was no linear correlation between the increase in spleen diameter and the number of
helminths in the investigated organs. The results indicated that macroscopically there was no
positive relation between the splenic size and the intensity of parasitic infection by helminths.
However, histopathological examination indicated a process of internal inflammatory
reaction. Thus identification is necessary in relation to the Nematoda species that were present
in the internal organs and to verify the degree of pathogenicity that can influence or induce an
inflammatory response of the spleen.

Key - words: Amphibia, Helminths, Immunity, histopathological.
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1 INTRODUCAO

No Brasil concentra-se a maior riqueza de anfibios do mundo (SEGALLA, 2016).
Contudo, a diminuicdo das populagBes de anfibios vem sendo notada em proporcdo global
desde 1980, sendo muitas as causas contribuintes, como: introducdo de predadores no
ecossistema, fragmentacdo de habitats, poluicdo quimica, mudancas climaticas e doencas
infecciosas (COLLINS, 2010). As mudangas ambientais exercem influéncia significativa no
aumento de infeccBes e surgimento de patogenos (BROOKS; HOBERG, 2001).

Os anfibios por apresentarem ciclo de vida bifasico, tém uma maior susceptibilidade a
serem acometidos por parasitas (CHANDRA; GUPTA, 2007). A helmintofauna associada a
esses animais € conhecida para poucas espécies de Anuros (LUQUE; MARTINS; TAVARES,
2005; CAMPIAO et al., 2014). Os anfibios consistem em animais importantissimos nas
cadeias e teias ecologicas, por serem biocontroladores de populacdes e bioindicadores de
qualidade ambiental (VALENCIA-AGUILAR et al., 2013). As espécies de Rhinella
granulosa sdo Anuros da Familia Bufonidae distribuidas ao longo da Regido Nordeste do
Brasil, encontrados em ambientes caracteristicos da Caatinga (NARVAES; RODRIGUES,
2009).

A pele dos anfibios atua como uma barreira inicial contra agentes fisicos e quimicos
(ZASLOF, 2002). Sua epiderme é constituida por glandulas secretoras de veneno e muco, este
ualtimo com acédo antimicrobiana (HICKMAN et al., 2004; LILLYWHITE, 2005). De acordo
com POUGH, JANIS, HEISER (2008), os vertebrados anfibios apresentam um sistema
imunoldgico com a funcao de defesa contra eventuais patdgenos, mas devido ao estresse que
frequentemente sdo submetidos esse mecanismo pode falhar e interferir em uma adequada
resposta imune deixando as espécies vulneraveis a determinados parasitas, nos quais tinham
suporte a resistir. Pois apresentam um sofisticado sistema imunoldgico com a presenca de
orgdos e tecidos linfoides ainda pouco conhecidos (BROWN et al, 2011). Sabe-se que o0 baco
€ um orgdo responsavel por mediar resposta imunitaria (BATISTA; HARWOOD, 2009).
Deste modo, ressalta-se a importancia de avaliar como se apresenta nas infeccdes por

helmintos em anfibios Anuros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo histopatolégico e anatémico do bago de 38 espécimes de Rhinella

granulosa, anfibio anuro do semiarido nordestino.

2.2 Objetivos Especificos

- Descrever os parametros morfométricos do baco das espécies de Rhinella ganulosa e
a infeccdo por helmintos;

- Analisar se ha altera¢cdes anatomopatoldgicas do baco;

- Verificar como o baco e suas células mediadoras de resposta imune reagem a

resposta inflamatdria na espécie em estudo para infecgdo por helmintos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

No processo evolutivo dos vertebrados, os anfibios foram os primeiros a habitar o
meio terrestre. No entanto, essa conquista ndo foi definitiva, mantendo grande dependéncia de
ambientes aquaticos para sua reproducdo e sobrevivéncia (HICKMAN et al., 2004). Grande
parte das espécies de anfibios apresenta ciclo de vida bifasico. Utiliza de ambientes aquéaticos
para a reproducdo, onde envolve a deposi¢do de ovos em corpos d’adgua eclodindo larvas que
apos um variavel periodo de tempo, passa pelo processo de metamorfose, originando em
seguida a fase adulta terrestre (HADDAD; PRADO, 2005). Nas quais, podem ser
semiaquaticos, terrestres ou arboricolas (POUGH; JANIS; HEISER, 2008).

3.1 Sistematica dos Anfibios

Os anfibios atuais sdo agrupados em trés ordens: Gymnophiona (cobras-cegas ou
cecilias), Caudata (salamandras e tritdes) e Anura (sapos, ras e pererecas) (POUGH; JANIS;
HEISER, 2008). Sdo reconhecidas 7.826 espécies de anfibios, sendo a ordem Anura 0 grupo
mais abundante representada por 6.909 espécies, seguida por Caudata (710 espécies) e
Gymnophiona (207 espécies) (AMPHIBIAWEB, 2018). No Brasil concentra-se a maior
riqueza de anuros do mundo, com uma taxa de 60% dos endemismos. S&o encontrados 1039
espécies de anuros distribuidos em 20 familias. A Familia Bufonidae contém 8 géneros e 85

espécies, nas quais 35 pertencem ao género Rhinella (SEGALLA, 2016).

3.2 Rhinella granulosa Spix, 1824 (Anura: Bufonidae)

A espécie Rhinella granulosa Spix, 1824 é um anuro da Familia Bufonidae de
tamanho moderado, medindo cerca de 5,0 cm, distribuido ao longo da Regido Nordeste do
Brasil e dos estados de Minas gerais e Espirito Santo, principalmente em ambientes abertos e
com pouca umidade, caracteristico da caatinga (NARVAES; RODRIGUES, 2009).
Apresentam coloracdo marrom com manchas irregulares escuras, e glandulas parat6ides
localizadas atras dos olhos, pouco evidentes (BENICIO; FONSECA 2014). Sio terrestres e
possuem habitos noturnos, sua reproducdo ocorre principalmente na estacdo chuvosa

desovando aproximadamente 900 ovos em superficies d"agua em um corddo gelatinoso
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(LIMA et al., 2006). Séo vistos em atividade mesmo durante o periodo mais quente e seco da
Caatinga (NAVAS et al., 2007).

Figura 1. R. granulosa vocalizando. Fonte: Autora, 2017.

3.3 Importancia ecoldgica dos anfibios e o declinio de suas populacdes

A classe de Vertebrados Anfibia desempenha papel ecoldgico importante, pois sao
frequentemente utilizados como bioindicadores de alteracdes nas condi¢cbes ambientais
(BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002), extremos de temperatura, poluicdo, escassez e falta de
oxigenacdo da &gua. Pois, retine um conjunto de caracteristicas bioldgicas, como: ectotermia,
dependéncia de &agua para sobrevivéncia e reproducdo, ciclo de vida biféasico,
desenvolvimento embrionario, permeabilidade da pele, pouca capacidade de dispersédo e alta
filopatria, 0 que torna esses animais sensiveis a alteracbes do meio (ANDREANI,;
SANTUCCI; NASCETTIET, 2003). Alem disso, outros valores sdo atribuidos aos anfibios
anuros, pois, atuam na regulacdo das cadeias alimentares, principalmente no controle da
densidade de invertebrados e na manutencdo das producdes agricolas (TOLEDO, 2009).

Entretanto, muitos pesquisadores tem notado que um grande nimero de anfibios vem
sendo reduzido a nivel global, isto em decorréncia de diferentes fatores provocados pela acdo
antropica, como o aquecimento global, fragmentacdo de habitats, introducdo de espécies
exoticas, incidéncia de raios ultravioletas (HAYES et al., 2010; LEMES; MELO; LOYOLA,
2014), e também por serem acometidos a determinados patégenos (WAKE; VREDENBURG,
2008). Alteragdes no meio ambiente estdo relacionadas ao aumento de patdgenos e também a
diminuigdo nos valores médios das células de defesa do sistema imune (RAFFEL et al.,2006).
Sendo os anfibios anuros um dos grupos de animais mais ameacados de extin¢do, sofrendo
crises significativas desde a década de 1980 (IUCN, 2017; HOFFMANN et al., 2010).
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3.4 Doengas infecciosas

Em decorréncia dos ambientes que vivem, associados com a permeabilidade da pele e
altas temperaturas, os anfibios se tornam alvos faceis de determinados patdgenos
(SCHWARTZ et al., 2005). As doencas estdo entre um dos diversos fatores que necessitam
ser estudados, para subsidiar informagdes e implantar medidas de conservacdo para a
populacdo de anfibios, pois é notavel que uma grande variedade de patdégenos como virus,
bactérias, fungos e parasitas os afetam diretamente e como consequéncia pode ocasionar
alteragcdes no desenvolvimento populacional desses animais e levar a exterminagdo da anuro
fauna (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002).

Os parasitas, por exemplo, podem acometer e comprometer a sobrevivéncia desses
animais (TODD, 2007). Entre os parasitas estdo os helmintos (endoparasitas) (GOATER,;
WARD, 1992), que podem ser encontrados em todas as partes do corpo dos hospedeiros,
como nas cavidades abertas estdmago, intestinos delgado e grosso, e no pulméo
(TRAVASSOS, 1950). Nas quais podem causar nos anfibios ma formagdes (JOHNSON;
SUTHERLAND, 2003), graves problemas fisioldgicos, alteracdes histopatoldgicas nos
pulmdes (SANTOS et al., 2016) e lesdes histopatoldgicas no figado (SILVA et al., 2013).

3.5 Estudo dos helmintos associados a anfibios

Entre uma das causas mais relevantes de perda de diversidade de vertebrados anfibios
no mundo esta diretamente associado a doengas infecciosas emergentes (BLAUSTEIN et al.,
2012; DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT, 2000). Patogenos relacionados a parasitas causa
uma grande variedade de efeitos danosos a seus hospedeiros, englobando mudangas
comportamentais e alteracfes nas taxas de desenvolvimento e reproducdo. As evidéncias
sobre o efeito negativo dos parasitas sobre seus hospedeiros séo crescentes (KOPRIVNIKAR
et al., 2012). Pois sua presenca pode influenciar os hospedeiros anfibios de formas mais
simples ou até mesmo de maneiras mais complexas, onde resulta em sua mortalidade e
declinio populacional (MARCOGLIESE, 2004).

Os parasitos, assim como os vertebrados sdo organismos importantes ecologicamente,
pois, desempenham papel fundamental na manutencao da diversidade e das teias alimentares
(MARCOGLIESE, 2004), regulando as populacGes de seus hospedeiros e estruturando
comunidades de animais (POULIN; MORAND, 2004). Além disso, sdo bioindicadores de
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ambientes e da biologia de seus hospedeiros, sendo considerados marcadores bioldgicos de
populacbes (CATALANO et al., 2013).

Dentre o grupo dos parasitos, os helmintos sdo os mais caracteristicos, sendo 0s
anfibios parasitados pelos seus principais grupos (Acanthocephala, Nematoda, Cestoda e
Trematoda) em seus diferentes estagios de vida (CAMPIAO et al., 2014).

No entanto, estudos sobre os helmintos parasitas que acometem anfibios anuros ainda
é pouco conhecido em relacdo a outros grupos de vertebrados existentes, mesmo sendo
organismos importantes dentro da biodiversidade (ANJOS, 2011). Assim, é de extrema
importancia estudos relacionados & fauna parasitaria, pois, contribui para o conhecimento de
sua diversidade e a compreensdo da relacdo parasita-hospedeiro (BROOKS; HOBERG, 2001,
POULIN; MORAND, 2004).

3.6 Baco

No sistema imunoldgico de anfibios encontram-se células de kupffer (macréfagos)
responsaveis pela fagocitose de particulas, e também os melanomacréfagos que tem a
capacidade de absorver restos celulares e induzir a producdo de melanina (SICHEL et
al.,2002). Estas células estdo contidas, nos orgdos viscerais, como o figado, pulmdes, rins,
timo e baco (GALLONE et at., 2002). Este ultimo é o principal érgdo mediador de resposta
imunitaria a antigenos, também responsavel pela hematopoiese (BATISTA; HARWOOD,
2009). No entanto, mesmo 0s vertebrados anfibios apresentando um sofisticado sistema
imunoldgico com a presenca de 6rgdos e tecidos linfoides ainda é pouco conhecida (BROWN
etal, 2011).
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4 METODOLOGIA

4.1 Andlise do diametro do baco quanto a infeccdo por helmintos

A anélise macroscopica do baco foi realizada para 38 espécies de Rhinella granulosa
Familia Bufonidae, presente na colecdo cientifica de herpetologia da Universidade Federal do
Piaui- CSHNB coletado no proprio campus (Licenca SISBIO 22508-1), visualizados nas
figuras abaixo (Figura 2 — 4).

Figura 2. A - B) Necropsia do bago. Fonte: Autora, 2017.

Figura 3. C e D) Morfometria do baco. Fonte: Autora, 2017.
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Figura 4. E) Acondicionamento do baco em frascos
etiquetados para andlise histoldgica. Fonte: Autora,
2017.

Durante a necropsia foi realizada também a pesquisa de helmintos por érgéos (SILVA,

2017).

4. 2 Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o teste de coeficiente de Pearson para relacionar a

intensidade parasitaria com o aumento do diametro do baco.

4.3 Analise histoldgica

As Laminas do histopatologico foram confeccionadas no LABCANCER — Teresina —
PI.



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5. 1 Analise macroscopica do baco e infec¢do por helmintos

18

A avaliacdo helmintoldgica determinou que todos 0s espécimes analisados

encontravam-se parasitados por helmintos, com intensidade variando de 1 a 312 parasitas

predominantemente do Filo Nematoda (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de helmintos encontrados e morfometria do bago de R. granulosa.

ESPECIMES DE QUANTIDADE
RHINELLA DE HELMINTOS  DIAMETRO DO
GRANULOSA ENCONTRADOS BACO (mm2)

01 80 1.91
02 24 1,59
03 31 1,27
04 206 3,82
05 9 1,42
06 47 1,78
07 72 1,66
08 64 2,67
09 103 1,59
10 57 2,1

11 15 1,66
12 7 1,78
13 180 2,04
14 22 1,97
15 30 1,91
16 39 1,27
17 42 2,74
18 54 1,97
19 92 3,57
20 40 2,17
21 9 3,44
22 2 1,78
23 58 0,96
24 169 1,27
25 6 1,97
26 205 1,95
27 138 2,87
28 12 1,85
29 215 1,27
30 205 1,97
31 232 2,17
32 68 1,97
33 32 3,31
34 95 2,48
35 9 1,59
36 312 2,67
37 38 2,29
38 1 4,14
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A anélise estatistica determinou que a média estimada do didmetro do baco da
populacdo em estudo, com 95% de precisdo, se estabeleceu em um intervalo de confianga
entre 1,88 a 2,37, no entanto apenas 14 dos 38 bacos estavam inseridos nesses valores. A
média do nimero de parasitas foi de 53 a 105, os demais valores acima ou abaixo desse
intervalo de confianca foram valores considerados atipicos. De acordo com o coeficiente de
correlacdo de Pearson ndo houve uma correlacdo linear entre 0 aumento do didmetro do baco

e a quantidade de helmintos nos drgaos investigados.

Lo}
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=

Figura 5. Gréafico de Correlacdo de Pearson.

Os espécimes de R. granulosa analisados apresentaram helmintos pertencentes ao
grupo Trematoda e Nematoda, porém, este Ultimo com uma maior quantidade. De acordo com
alguns autores (IANNACONE, 2003; PINHAO et al., 2009; SANTOS; AMATO, 2010;
ANDERSON, 2000) essa maior ocorréncia de nematoides parasitando anfibios anuros pode
esta relacionado ao seu tipo de habito terrestre. Essa maior quantidade de infeccdo parasitaria
por nematoides pode também estar relacionada ao mecanismo de resposta imunoldgica do
hospedeiro. Pois, 0 processo de imunidade restringe a quantidade e o tamanho dos helmintos
dentro dos hospedeiros, onde podem ser determinantes nos efeitos diretos e indiretos da
infeccdo (GOATER; BERNASCONI, 1993).

A esplenomegalia do bago esta relacionada a uma resposta imunolégica intensificada,
uma infec¢do em curso, ou uma juncdo de ambos, provocando seu aumento quando em maior
atividade (FORBES; MCRUER; SHUTLER, 2006). Assim como explicam Prassopoulos,
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Cavouras (1994) a alteracéo esplénica mais frequentemente detectada é a esplenomegalia. No
entanto, a analise macroscopica do presente trabalho nao relacionou o aumento do baco com

uma maior prevaléncia de infeccéo parasitaria.
5.2 Analise histologica
No exame histopatoldgico de R. granulosa foi observado estruturas como: linfécitos,

septo conjuntivo, arteriolas e também centro germinativo de flemming compativeis com um

baco normal, visualizados a seguir (Figura 6).

XA LY
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Figura 6. A) Arteriola indicado pelo circulo e linfocitos indicado pela seta. B) Septo Conjuntivo. C) Centro
germinativo de flemming. Aumento de 1 000 x. Fonte: Autora, 2018.

Dentre 35 bacos analisados em apenas um foi visto a presenca de macréfagos (Figura
7). A distribuicdo dos macréfagos nos tecidos garante a retirada de corpos estranhos e também
produtos provenientes do envelhecimento celular (AGIUS; ROBERTS, 2003). Pois 0s
macrdfagos participam da eliminacdo de complexos antigeno-anticorpos (DANNEVING et
al.,, 1995). E em animais ectotérmicos atuam na defesa contra agentes patogénicos
(PXYTYCZ; JOZKOWICZ, 1994). No presente estudo, foi observado a presenca de
melanomacréfagos em 9 bagos (Figura 7). Essas células pigmentares presentes em 0rgdos
hematopoiéticos sdo encontrados quando associados as doencas infecciosas. Sua presenca é
abundante principalmente em tecidos inflamados (AGIUS; ROBERTS, 2003). Essas células
encontradas no baco podem indicar a efetivacdo de resposta inflamatdria e posteriormente

alteragdes estruturais no 6rgdo em estudo.
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Figura 7. A) Macrdfago. B) Melanomacrofagos. Aumento de 1 000 x Fonte: Autora, 2018.

AlteracOes estruturais foram verificadas em 22 dos bagos investigados, onde se notou
um grande espagamento entre as células e alteracdo na parede externa do corpusculo de
flemming (Figura 8), o 6rgdo pode ter apresentado esse espagamento por apresentar um
processo de reacdo inflamatéria compativel com edema.

O bago esta relacionado com a primeira barreira de defesa do organismo, sendo
considerado como 6rgdo linfoide secundario do sistema imunoldgico (ZAPATA et al., 1996
apud, KLOSTERHOFF, 2012).

Figura 8: A — B — D — F) Diferentes bacos de R. granulosa com espacamentos entre
suas células. C) centro germinativo de flemming com espagcamentos indicado pela
seta. Aumento de 1 000 x. Fonte: Autor, 2018.
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O desenvolvimento deste trabalho é de extrema importancia para disponibilizar
informacdes sobre o sistema o sistema imunoldgico de anfibios anuros escassos na literatura,

sendo esse trabalho inédito para a espécie R. granulosa do estado do Piaui.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- Macroscopicamente ndo houve relagdo positiva entre o tamanho esplénico e a
intensidade de infeccdo parasitaria por helmintos.

- No exame histopatologico foi observado um processo de reacdo inflamatoria interna
em 22 bagos, com a presenca de células caracteristicas de tecidos em processo inflamatério.

- Embora né&o tenha sido observada uma esplenomegalia, houve um processo de reacéo
inflamatdria observada na analise histopatoldgica.

Deste modo, s@o necessarios a identificacdo em relacdo as espécies de Nematoda que
estavam presentes nos oOrgaos internos e verificar o grau de patogenicidade que pode

influenciar ou induzir uma resposta inflamatdria do bago.
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