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RESUMO
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henseli (LUTZ, 1934) (ANURA:BUFONIDAE)
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Coorientadora: Dr* Fabiana Tonial

Passo Fundo, agosto de 2020.

O declinio populacional dos anfibios anuros em diversas regides do planeta levou a uma série de
esfor¢os para compreender aspectos de sua ecologia e interagdes dentro da comunidade visando
medidas de protecao das espécies, assim como chamar aten¢ao para sua importancia para o meio
ambiente ¢ a humanidade. Trabalhamos aqui com duas populacdes de Rhinella henseli (Lutz,
1934) (Anura:Bufonidae), uma espécie de sapo nativa do sul do Brasil, ambas amostradas na Mata
de Pinheiros no sul da Mata Atlantica, sul do Brasil. Avaliamos o potencial antimicrobiano,
composicdo quimica e variagdo espacial do veneno da espécie. Verificamos, pelo método de
difusdo em agar, que o veneno inibiu a multiplicacdo da levedura Candida albicans e reduziu o
crescimento da bactéria Staphyococcus saprophyticus. A composi¢cdo do veneno da espécie foi
baseada em bufadienolideos esteroidais, que variaram entre as duas populagdes. O veneno de
Rhinella henseli tem composi¢ao comum a outros anuros do grupo, € seu potencial antimicrobiano
pode estar relacionado aos bufadienolideos detectados na espécie. Para aprofundar o conhecimento
sobre a espécie e buscar relagdes entre veneno dos sapos e seu ambiente, avaliamos a dieta de R.
henseli, definindo sua amplitude de nicho, variacdo entre populacdes e entre estagdes climaticas.
Descobrimos que ambas populagdes consomem predominantemente formigas do género
Pachycondyla sp.. Detectamos também variacdo na dieta entre estacdo fria e quente. A composi¢ao
de sua dieta, baseada em formigas, com pequena variagdo espacial, indica que R. henseli consome
os itens mais abundantes no folhico da floresta, apesar de ndo analisarmos quimicamente, a espécie
pode estar utilizando compostos sequestrados da dieta na sintese de seu veneno. Assim, o veneno
de Rhinella henseli ¢ composto por bufadienolideos esteroidais cujos compostos variam entre as
populagdes. O veneno da espécie possui bioatividade contra Candida albicans e Staphylococcus
saprophyticus. Sua dieta ¢ baseada Pachycondyla sp. € a composi¢ao de suas presas varia entre
populagdes e periodos do ano.

Palavras-chave: Anfibios anuros; bioatividade; subtropical imido; artrépodes.
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The population decline of anuran amphibians in different regions of the planet has led to a series
of efforts to understand aspects of their ecology and interactions within the community with a view
to measures to protect species, as well as to draw attention to their importance for the environment
and humanity. We work here with two populations of Rhinella henseli (Lutz, 1934) (Anura:
Bufonidae), a species of frog native to southern Brazil, both sampled in the Mata de Pinheiros in
southern Atlantic Forest, southern Brazil. We evaluated the antimicrobial potential, chemical
composition and spatial variation of the species' venom. We verified, using the agar diffusion
method, that the poison inhibited the multiplication of the yeast Candida albicans and reduced the
growth of the Staphyococcus saprophyticus bacteria. The composition of the species venom was
based on steroidal buffaloids, which varied between the two populations. The R. henseli venom
has a composition common to other anurans in the group, and its antimicrobial potential may be
related to the buffaloes detected in the species. To deepen the knowledge about the species and to
search for relationships between frog poison and its environment, we evaluated the diet of R.
henseli, defining its niche range, variation between populations and between climatic seasons. We
found that both populations predominantly consume ants of the genus Pachycondyla sp .. We also
detected variation in the diet between the cold and hot seasons. The composition of its diet, based
on ants, with little spatial variation, indicates that R. henseli consumes the most abundant itemsin
the forest leaf, although we have not analyzed chemically, the species may be using compounds
sequestered from the diet in the synthesis of its poison. Thus, the R. henseli venom is composed
of steroidal buffaloids whose compounds vary between populations. The venom of the species has
bioactivity against C. albicans and S. saprophyticus. Their diet is based on Pachycondyla sp. and
the composition of its prey varies between populations and periods of the year.

Key-words: Anuran amphibians; bioactivity; humid subtropical; arthropods.
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1 INTRODUCAO

Os anfibios anuros desenvolveram varios mecanismos de defesa ao longo de sua historia
evolutiva, dentre eles estdo suas glandulas de veneno (WOODHAMS et al., 2016). As secregdes
venenosas dos bufinideos, dendrobatideos e outras familias de sapos atuam tanto na defesa contra
predacdo quanto na defesa contra agentes etiologicos favorecidos pela umidade caracteristica da
pele e do habitat dos anuros. (VARGA; BUI-MARINOS; KATZENBACK, 2018). Esta ¢ de
crucial importancia para o grupo, pois como a maioria possui a pele umida ou convive em
ambientes com essa caracteristica, estariam mais sujeitos a infec¢des por bactérias, fungos,
protozoarios e outros patdgenos do ambiente (SALES et al., 2017). Do declinio de populagdes de
anfibios em todo o mundo esta associado doencas emergentes, como a quitridiomicose, causada
pelo fungo Batrachochytryum dendrobatidis, e ao ranavirus, causada por um virus da familia
Iridoviridae (WOODHAMS et al., 2015).

O veneno dos anuros possui composi¢ao variavel. Dentre os compostos mais estudados estao
os alcaloides, estudados principalmente em dendrobatideos e bufonideos e conhecidos por sua
acao cardiotoxica (DALY; SPANDE; GARRAFFO, 2005). O veneno desses grupos sao utilizados
por nativos das regides tropicais para a caca a mamiferos e aves, usado em flechas envenenadas
(TOLEDO; JARED, 1995). A presenca de alcaloides no veneno dos anuros pode estar relacionada
a sua dieta, principalmente de formigas, que fornecem compostos precursores para a biossintese
dos alcaloides (HOVEY et al., 2018). Temos também os bufadienolideos esteroidais, descritos
principalmente na familia Bufonidae. Esses possuem origem genética e sua funcdo na defesa
contra predadores também envolve mecanismos de cardiotoxicidade (KERKHOFF et al., 2016).
Os peptideos, também de origem genética, vém ganhando cada vez mais destaque na busca por
novos antimicrobianos, sendo estudados em membros da familia Hylidae (CONLON, 2011;
CONLON et al., 2014).

A avaliagdo da atividade biologica do veneno dos anuros tem se mostrado uma opg¢ao na
busca por moléculas capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos de
importancia para a saide humana, como Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus
saprophyticus e outros (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2014; SOUSA-FILHO et al., 2016).
Destes, destacamos principalmente os peptideos antimicrobianos, cuja configuracao em alfa-hélice
facilita sua agdo contra bactérias. Sua vantagem com relagdao aos antibidticos usuais se deve ao

fato deles burlarem alguns mecanismos de resisténcia presentes na parede celular de bactérias
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(CONLON, 2011). Os bufadienolideos esteroidais também possuem ac¢do confirmada contra
bactérias e protozoarios patogénicos (SALES et al., 2017).

A caracterizagdo quimica de diferentes venenos de anfibios nos permite detectar moléculas
potencialmente bioativas, determinar as caracteristicas dos componentes e avaliar a variagdo da
composi¢do conforme a espécie. Sabemos que os compostos quimicos presentes no veneno dos
sapos, além de diferir entre espécies, varia também entre populacdes (HAYES et al., 2009). Além
disso, alguns grupos, como bufonideos e dendrobatideos, conseguem obter precursores de seus
venenos através de sua dieta, composta principalmente por formigas e coledpteros (HANTAK et
al., 2013; MCGUGAN et al., 2016). Assim, conforme a disponibilidade de diferentes alimentos,
pode-se obter diferentes composi¢des quimicas do veneno (DALY, 1998).

Além da relagdo com o veneno de algumas espécies, a dieta dos anuros representa uma série
de complexas relagdes troficas, onde os sapos participam da transferéncia de energia dos niveis
troficos inferiores, representados, por exemplo, pelas formigas e besouros, para outros grupos na
cadeia (ESTES et al., 2011). O género Rhinella compde um grupo de bufonideos que forrageiam
sobre o solo, principalmente no folhico de florestas, aproveitando pogas momentaneas ou corpos
d’4gua permanentes para sua reproducdo. O estrato inferior das florestas tropicais e subtropicais
tem sua biomassa animal composta predominantemente por formigas e coledpteros
(HOLLDOBLER, 1990). Os sapos de folhico acabam consumindo tais presas em maior
quantidade, seja por preferéncia ou por disponibilidade, sendo que, em algumas espécies, a
variacao espacial e temporal dos tipos de presas pode acarretar em mudangas na composi¢ao do
veneno (MOSKOWITZ et al., 2017). Modificagdes no habitat podem interferir na estrutura trofica
da comunidade como um todo, seja pelo declinio dos sapos ou pela modificagdo na comunidade
de artropodes.

Neste trabalho estudamos a espécie Rhinella henseli (Lutz, 1934), um bubonideo do grupo
Rhinella cruficer (JUNIOR et al., 2004; LUTZ, 1933) que ocorre no sul do Brasil e que apresenta
abundancia relativa elevada. Essa espécie ¢ encontrada principalmente no folhico e proximo a
corpos d’agua, na presenga de chuva ¢ normal vé-los em abundéncia junto a pogas d’dgua recém
formadas.

Nosso objetivo foi avaliar a composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana do veneno da
espécie, assim como a possivel variagdo na composicao quimica do veneno entre a populacio da
FLONA de Passo Fundo e o PNM de Sertdo. Sugerimos que a secre¢ao cutanea dessa espécie pode
inibir o crescimento de microrganismos patogénicos. Além disso, € provavel que existam variagoes
nos compostos quimicos entre diferentes populacdes da espécie. Também estudamos a composi¢ao

da dieta, sobreposi¢ao de nicho e amplitude de nicho nas duas popula¢des. Em uma das populacdes
15
Douglas da Silva Huning



PPGCiamb/UPF Potencial antimicrobiano do veneno e ecologia alimentar de
Rhinella henseli (LUTZ, 1934) (ANURA:BUFONIDAE)

avaliamos também a variagdo da dieta entre periodo quente e frio, pois as diferencas de
temperatura ¢ umidade ao longo do ano podem estar modificando a abundancia e composicao de
presas disponiveis para os sapos. Testamos se existe diferen¢a na composi¢do da dieta entre sapos
capturados em buscas ativas e em armadilhas pittfall, assumindo como hipdtese que a composicao
dos itens principais ndo se alteram com o método de captura dos sapos. Por fim, buscamos detectar
se a amostragem dos individuos da espécie pode ser enviesada pela presenca e auséncia de chuvas
nos dias de coleta.

Nosso estudo esta dividido em dois capitulos, o primeiro capitulo ¢ intitulado “Composicao
quimica e atividade antimicrobiana do veneno do sapo Rhinella henseli (Lutz, 1934)
(Anura:Bufonidae)”, serd submetido a Current Bioactive Compounds. O segundo capitulo trata
dos estudos de ecologia alimentar e se intitula “Ecologia alimentar de Rhinella henseli (Lutz, 1934)

(Anura:Bufonidae): Variacao no espaco e tempo” e serd submetido ao Journal of Herpetology.

16
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CONSIDERACOES FINAIS

A atividade antimicrobiana em Rhinella henseli, mesmo em extrato bruto, demonstra o potencial
das moléculas sintetizadas por sapos no tratamento de doencgas causadas por patdogenos. A variacao
espacial na composi¢ao do veneno revela que diferentes populagdes podem apresentar diferentes
compostos, seja por variagdo genética ou resposta ao ambiente. O fato de a espécie consumir
predominantemente formigas mostra uma dieta generalista e oportunista, onde a disponibilidade e
tamanho das presas no folhi¢o do chio da floresta direcionam o consumo de formigas e besouros.
Chama atengao o item predominante da dieta, formigas do género Pachycondyla sp., que podem
estar associadas ao veneno da espécie atraves do sequestro de compostos quimicos na alimentagao.
Apesar de ndo testado, outros sapos do grupo Rhinella consomem esse mesmo género de formiga
e sequestram seus compostos para a sintese do veneno. Por fim, ressaltamos a importancia do
estudo de comunidades de anuros associando a ecologia alimentar, sintese de veneno e
caracteristicas ambientais, visando uma melhor compreensao de sua relacdo para futuros trabalhos,

seja na conservacao das espécies ou propriedades biologicas.
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ANEXO 1

Dados de disponibilidade alimentar da area A (Floresta Nacional de Passo Fundo) para o ano de 2018. Dados de

Chincheleiro et al. (submetido).

Téaxons Abundéancia
Arachnida
Acari 69
Araneae 387
Opiliones 3
Insecta
Blattodea 220
Coleoptera 4750
Collembola 6314
Dermaptera 10
Diptera 1881
Hemiptera 168
Hymenoptera 2171
Lepidoptera 52
Orthoptera 162
Siphonaptera 189
Crustacea
Isoptera 1
Myriapoda
Diplopoda 5
Mollusca
Gastropoda 11

Nao Identificado

43
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ANEXO 2
Medidas de Comprimento Rostro-Cloacal (CRC) e Largura da Mandibula (LM) dos individuos de Rhinella henseli
capturados na Floresta Nacional de Passo Fundo e Parque Natural Municipal de Sertdo. Dados incluem Abundancia de presas,
riqueza de grupos taxdnomicos e o volume da maior presa em cada estomago.

Amostra CRCmm LM mm Abundancia total Géneros/familias Riqueza ordens Maior Volume

Sapo 1 56.55 19.75 2 0 1 0

Sapo 2 68.15 23.54 2 1 1 0

Sapo 3 56.55 20.81 25 5 1 0.83
Sapo 4 43.46 16.52 6 5 2 0.83
Sapo 5 61.82 21.04 10 5 2 0.44
Sapo 6 57.21 20.17 2 0 1 0

Sapo 7 57.15 21.32 1 1 1 0.76
Sapo 8 49.02 17.03 5 2 3 1.52
Sapo 9 62.23 21.01 87 7 4 1.66
Sapo 10 53.69 19.79 5 4 2 1.66
Sapo 11 59.07 20.44 7 1 2 1.66
Sapo 12 53.64 19.70 1 0 1 0

Sapo 13 57.84 20.65 1 1 1 0.43
Sapo 14 66.98 24.33 3 1 2 0.86
Sapo 15 55.04 20.47 3 1 2 0.76
Sapo 16 56.81 20.83 11 2 3 0.86
Sapo 17 58.10 21.8 6 0 1 0

Sapo 18 62.15 22.31 54 8 2 8.33
Sapo 19 47.06 16.42 3 0 2 0

Sapo 20 45.20 17.33 3 3 1 0.83
Sapo 21 60.34 20.30 5 2 3 0.43
Sapo 22 56.66 20.30 18 8 2 5

Sapo 23 50.89 19.16 9 3 3 1.66
Sapo 24 62.36 22.47 20 1 3 1.66
Sapo 25 51.65 18.22 6 1 3 0.52
Sapo 26 45.17 16.68 1 1 1 0.83
Sapo 27 46.49 17.92 4 2 2 2.5
Sapo 28 51.65 18.22 19 4 2 0.26
Sapo 29 49.94 18.06 9 4 3 1.66
Sapo 30 59.54 23.96 1 1 1 0.63
Sapo 31 45.41 16.87 10 4 3 1.66
Sapo 32 50.45 18.98 4 1 2 2.5
Sapo 33 50.62 19.24 6 5 1 0.83
Sapo 34 51.59 18.93 1 1 1 0.63
Sapo 35 47.16 16.81 3 2 1 1.66
Sapo 36 52.62 18.59 2 2 2 0.83
Sapo 37 55.40 20.20 6 3 3 0.63
Sapo 38 53.01 19.00 5 4 2 0.83
Sapo 39 64.83 23.56 3 3 1 0.45
Sapo 40 56.24 20.76 16 4 5 3.32
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Continua...

Amostra CRCmm LM mm Abundancia total Géneros/familias Riqueza ordens Maior Volume

Sapo40  56.24 20.76 16 4 5 3.32

Sapo 41 53.82 20.16 3 1 1 0.78
Sapo 42 54.53 21.04 1 1 1 0.83
Sapo 43 59.96 20.95 8 4 4 1.66
Sapo 44  45.71 17.77 4 2 1 0.33
Sapo 45 55.40 20.20 2 1 1 0.26
Sapo 46 65.33 24.11 5 2 2 0.83
Sapo 47 61.61 23.55 12 4 2 2.5
Sapo 48  46.10 16.39 4 3 1 0.26
Sapo 49  47.99 19.36 8 3 2 1.66
Sapo 50  45.72 15.74 22 5 1 0.75
Sapo 51 48.62 18.30 8 1 2 0.76
Sapo 52 48.40 18.80 10 1 2 0.63
Sapo 53 66.00 21.49 14 6 3 1.66
Sapo 54  70.86 25.26 6 4 2 1.66
Sapo 55 60.20 21.22 2 1 2 0.83
Sapo 56  40.18 12.59 1 1 1 0.11
Sapo 57 54.15 18.15 18 5 3 4.16
Sapo 58 51.98 19.15 20 7 3 4.16
Sapo 59 67.91 23.56 5 2 3 0.76
Sapo 60 57.71 21.35 11 3 3 0.68
Sapo 61 53.61 20.22 16 7 2 2.5
Sapo 62 61.71 23 4 2 1 1.66
Sapo 63 55.05 20.77 14 2 2 7.2
Sapo 64  59.46 21.58 8 2 2 4.16
Sapo 65 53.68 21.86 1 0 1 0

Sapo 66 53 20 14 2 2 8.84
Sapo 67  48.59 16.94 3 1 2 1.35
Sapo 68 51.24 18.82 2 2 2 0.68
Sapo 69  43.59 15.97 1 0 1 0

Sapo 70 59.44 23.11 8 3 2 2.5
Sapo 71 70.78 24.96 38 3 2 8.56
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