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Resumo

A interacdo entre presa e predador € um dos principais impulsionadores da evolucéo
fenotipica. Sapos Bufonidae apresentam secrecdes toxicas em glandulas especializadas
que os tornam indigestos ou mesmo letais para muitos predadores. No entanto, algumas
serpentes desenvolveram mecanismos de resisténcia contra estas toxinas. Uma hipotese
que explica tal resisténcia baseia-se na acdo dos horménios adrenérgicos, que estimulam
a sintese de Na+, K+-ATPase no musculo cardiaco, atenuando os efeitos toxicos. A
presenca desse mecanismo tem sido relacionada a alteragdes morfolégicas na anatomia
da glandula adrenal. Glandulas grandes parecem estar associadas a altos niveis de
bufofagia. No entanto, esta hipotese nunca foi testada utilizando métodos comparativos
filogenéticos baseados em uma amostragem abrangente. Alem disso, estudos histolégicos
para compreender as relacbes da glandula a esse mecanismo de defesa permanecem
ausentes. Aqui, testamos a correlagdo entre a dieta e a anatomia adrenal através da
avaliagdo de uma amostragem abrangente de Dipsadidae. Adicionalmente, realizamos a
descricdo morfologica das glandulas de quatro espécies serpentes bufofagas e nao
buféfagas, a fim de fornecer uma base de dados que permitam compreender as alteracdes
morfologicas e funcionais relacionadas a bufofagia. Para isso, estimamos uma arvore
filogenética de maxima verossimilhanca e classes de dieta para todas as espécies
analisadas e avaliamos através de métodos filogenéticos comparativos a associacao entre
tamanho da glandula e bufofagia. Nas analises histologicas, foi utilizado protocolo padréo
de historesina e diferentes métodos histoquimicos. Nossos resultados indicam forte
correlacdo entre o aumento adrenal e a bufofagia, mas também apontam a existéncia de
sinais filogenéticos. As glandulas adrenais aumentadas estéo restritas a grupos especificos
de serpentes bufofagas, o que reforca também a presenca de outros mecanismos
envolvidos nos processos de resisténcias. Divergéncias morfolégicas nas proporcoes
teciduais também foram constatadas e podem estar atreladas a fatores influenciadores da
estrutura tecidual, como a bufofagia ou representar sinais filogenéticos, assim como a
anatomia. Para confirmar essas hipoteses, sdo necessarios estudos mais detalhados sobre

a morfologia da glandula adrenal.



Abstract

The interaction between prey and predator is one of the main drivers of phenotypic
evolution. Bufonidae frogs have toxic secretions in specialized glands that make them
indigestible or even lethal to many predators. However, some snakes have developed
resistance mechanisms against these toxins. One hypothesis that explains such resistance
is based on the action of adrenergic hormones, which stimulate the synthesis of Na+, K+-
ATPase in the heart muscle, attenuating the toxic effects. The presence of this mechanism
has been related to morphological changes in the anatomy of the adrenal gland. Large
glands appear to be associated with high levels of bufophagia. However, this hypothesis
has never been tested using phylogenetic comparative methods based on comprehensive
sampling. Furthermore, histological studies to understand the gland's relationships to this
defense mechanism remained absent. Here, we test the clarity between diet and adrenal
anatomy by evaluating a comprehensive sampling of Dipsadidae. Furthermore, we carried
out a morphological description of the glands of four species of bufophagous and non-
buffophagous snakes, in order to provide a database that allows us to understand the
morphological and functional changes related to bufophagy. To do this, we estimated a
maximum likelihood phylogenetic tree and diet classes for all proven species and
evaluated, through comparative phylogenetic methods, the association between gland size
and bufophagy. In histological analyses, a standard historesin protocol and different
histochemical methods were used. Our results indicate a strong link between adrenal
enlargement and bufophagia, but also point to the existence of phylogenetic signals.
Enlarged adrenal glands are restricted to specific groups of bufophagous snakes, which
also reinforces the presence of other mechanisms involved in resistance processes.
Morphological divergences in tissue proportions were also found and may be related to
factors influencing tissue structure, such as bufophagia or representing phylogenetic
signs, as well as anatomy. To confirm these hypotheses, more detailed studies on the

morphology of the adrenal gland are needed.



1. Introducéo Geral

A interacdo entre presa e predador € um dos principais impulsionadores da evolucao
fenotipica (Schmitz & Trussell, 2016). Mecanismos de defesas das presas sdo
constantemente selecionados pela pressdo de predagdo, o que leva a subsequente
adaptacdo de predadores para supera-las (Abrams, 2000; Schmitz et al., 2015). Esse
sistema, exerce pressdes que ao longo do tempo acabam levando a continua fixacao de
caracteres distintos entre os individuos envolvidos (Abrams, 2000; Schmitz & Trussell,
2016; Schmitz, 2017).

Entre os vertebrados, os anfibios sdo conhecidos por apresentarem secrecées toxicas que
0s tornam ndo comestiveis ou até mesmo letais para alguns predadores (Jared et al., 2009;
Mailho-Fontana et al., 2022). Esses compostos podem ser adquiridos durante a
alimentacdo, sequestrando toxinas, ou serem sintetizados a partir de precursores ndo
toxicos (Hutchinson et al., 2007; Hutchinson et al., 2008; Takeuchi et al., 2018).
Embora os anfibios constituam parte substancial da dieta de muitos predadores (Toledo
et al., 2007), os sapos da familia Bufonidae apresentam uma ampla variedade de toxinas
(por exemplo, tetrodotoxina, bufotoxina) e raramente sdo predados (Mohammadi et al.,
2016a). Atualmente, a familia Bufonidae conta com cerca de 625 espécies alocadas em
54 géneros e estdo distribuidos por todo o globo, exceto na regido Artica, Antartica,
oceanicas e Madagascar (Kerkhoff et al., 2016; Mailho-Fontana et al., 2022). Entre os
bufonideos, as espécies do género Neotropical Rhinella sdo conhecidas por apresentarem
bufadienolideos como um dos principais componentes de suas secrecoes (Kerkhoff et al.,
2016).

Os bufadienolideos sdo esterdides cardiotdxicos sintetizados a partir do colesterol e séo
encontrados nas glandulas paratdides e cutaneas (Santa Coloma et al., 1984; Mohammadi
et al., 2016b). Seu principal mecanismo de acdo € o desequilibrio do transporte de ions
de sodio e potassio no musculo cardiaco (Mohammadi et al., 2016b). Ao inibir a acdo da
enzima transmembranar Na+, K+ - ATPase, eles causam o influxo de ions desencadeando
um estado de inotropismo positivo nos cardiomidcitos e arritmia, podendo levar a
insuficiéncia cardiaca (Licht & Low, 1968; Laursen et al., 2015).

Contudo, as cobras buféfagas (especializadas em predar sapos Bufonidae) representam

uma excec¢do as manifestacdes toxicas causadas pelos bufadienolideos. Esses predadores
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especializados apresentam diversos mecanismos que proporcionam resisténcia a essas
toxinas (Mohammadi et al., 2016b).

Esse habito alimentar intriga a comunidade herpetoldgica desde as primeiras décadas do
século XX. Brazil & Vellard (1926) conduziram um estudo testando doses letais minimas
de secrecOes extraidas de Rhinella marina (Linnaeus, 1758) em vérias serpentes. Eles
observaram que algumas dipsadideas, como Xenodon merremii (Wagler, 1824),
apresentam resisténcia e ndo demonstram sintomas negativos. Por outro lado, a maioria
das espécies testadas eram suscetiveis e sucumbiram a pequenas doses da secrecao.

Os resultados instigaram trabalhos subsequentes. Licht & Low (1968) conduziram um
estudo no intuito de observar quais os efeitos cardiol6gicos das toxinas. Serpentes
bufofagas e ndo bufofagas foram expostas a trés diferentes doses da toxina de R. marina.
Os individuos ndo especializados tiveram intensas respostas cardiacas que levaram a
Obito em curto intervalo de tempo. Em contrapartida, para a espéecie bufofaga, a dose
necessaria para causar algum efeito deletério, foi o triplo do necessario para levar a ébito
as ndo buféfagas. Contudo, ndo foram observados distirbios cardiacos significativos.
Sabendo disso, estudos foram conduzidos para entender quais 0s mecanismos que
atenuam os efeitos toxicos no musculo cardiaco. Alteracdes moleculares no sitio de
ligacdo de esterdides cardiotdnicos na Na+, K+-ATPase foram observadas para algumas
serpentes buféfagas e ndo bufofagas. Essas alteracbes conferem menor afinidade na
interacdo dos bufadienolideos, mitigando os efeitos toxicos (Mohammadi et al., 2016a;
Mohammadi et al., 2016b; Fletcher et al., 2023).

Respostas hormonais também foram correlacionadas ao habito alimentar bufofago. Trés
diferentes grupos foram testados frente a exposicdo aos bufadienolideos: serpentes
buféfagas e generalistas geneticamente resistentes e generalistas que ndo possuem
resisténcia genética. Constataram-se diferencas nos niveis hormonais de corticosterona e
aldosterona. Os niveis de aldosterona nas serpentes buféfagas foi significativamente
maior que 0s outros grupos, sugerindo ser outro fator envolvido nos processos de
resisténcia aos efeitos dos bufadienolideos (Mohammadi et al., 2017). Essa correlacéo
pode ser feita visto que a aldosterona age de forma antagdnica a toxina, estimulando a
sintese da enzima Na+, K+-ATPase (lkeda et al., 1991). O aumento do contetdo
enzimatico nas membranas mantém a homeostase do fluxo de ions no musculo cardiaco,

atenuando os efeitos toxicos (Mohammadi et al., 2017).
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Alem disso, diferengas anatdmicas também foram observadas em espécies bufofagas. As
glandulas adrenais dessas serpentes mostraram-se maiores comparadas as cobras ndo
buféfagas. Essa associacdo foi observada inicialmente em, Heterodon platirhinos
LATREILLE, 1801 (Smith & White, 1955; Spaur & Smith, 1971), Rhabdophis tigrinus
(BOIE, 1826) (Mori et al., 2012) e Xenodon merremii (Mohammadi et al., 2013). O
aumento adrenal pode ter relagdo com a maior concentracdo de aldosterona no plasma.
Hipoteticamente, 0 nimero maior de células permite sintetizar quantidades maiores de
horménio (Mohammadi et al., 2013). Contudo, ainda ndo esta claro se o tecido
responsavel pela sintese da aldosterona seria quem confere o aumento da glandula
adrenal, necessitando de estudos histolégicos e morfoldgicos que confirmem essa
correlacdo (Mohammadi et al., 2017).

Anatomicamente, as glandulas adrenais das serpentes estdo associadas aos 0Orgaos
reprodutivos. A glandula adrenal direita estd posicionada cranialmente em relacdo a
esquerda (Rupik, 2002). Morfologicamente, & composta por dois tecidos principais,
podendo variar interespecificamente em relacao as estruturas. O tecido adrenocortical ou
esteroidogénico, esta disposto em conjuntos celulares na forma de cordGes que percorrem
longitudinalmente de um extremidade a outra da glandula (Chester Jones, 1957; Gabe
1970). Ja o tecido cromafim ou catecolamina, pode ser encontrado em duas regides
independentes: 1) pequenos conjuntos celulares disperso entre o tecido adrenocordical
(ilhotas de tecido cromafim) e, 2) aglomerado maior de células situado na regido dorsal
da glandula (banda dorsal), podendo ser mais ou menos desenvolvido ou estar ausente
(Wright & Chester Jones, 1957; Wassermann & Tramezzani, 1963). Também sao
encontrados tecido conjuntivo e diversos vasos sanguineos distribuidos interna e
externamente, ao longo de toda a glandula (Wright & Chester Jones, 1957; Wassermann
& Tramezzani, 1963; Capaldo, 2023).

Em relacdo aos compostos sintetizados pela glandula, estudos mostraram que o tecido
cromafim é responsavel pela producéo de hormdnios catecolaminas, sendo a banda dorsal
pela sintese de noradrenalina, e as ilhotas cromafins por adrenalina (Wassermann &
Tramezzani, 1963; Lofts & Phillips, 1965). O tecido adrenocortical, é responsavel pela
producdo dos horménios esteroides como, corticosterona, cortisol e aldosterona (Phillips
et al.,, 1962; Lofts & Phillips, 1965; Mohammadi et al., 2013), ainda ndo havendo

distingdo clara para esse tecido de onde cada hormonio é sintetizado.
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Apesar das correlagdes evolutivas, anatbmicas e hormonais, ao habito alimentar
buféfago, ainda ndo estd totalmente claro o envolvimento da glandula adrenal com a
bufofagia. Esse conjunto de informacdes, atrelados a estudos mais detalhados sobre a
anatomia, morfologia e processos fisioldgicos da glandula adrenal, podem fornecer dados
cruciais para melhor compreensdo da funcdo da glandula nos processos de resisténcia.
Ampliar esses dados morfoanatdmicos, abrangendo um nimero maior de espécies,
considerando uma maior diversidade de habitos alimentares e também as relacBes
filogenéticas dos taxons envolvidos, permite-nos reconstruir como se deram 0s processos

coevolutivos dos caracteres envolvidos nessa interagdo presa-predador.
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6. Conclusdes Gerais

Das 51 espécies analisadas, apenas cinco sdo classificadas como buféfagas:
Erythrolamprus typhlus, Xenodon merremii, Xenodon neuwiedii, Xenodon

rabdocephalus e Xenodon severus.

Dentre todas as classes de dietas analisadas, o aumento adrenal estd correlacionado
apenas a bufofagia, podendo proporcionar maior taxa de predacdo de bufonideos.

Apesar da forte correlacdo entre a bufofagia e o aumento adrenal, quando levamos em
consideracdo diferentes métodos filogenéticos comparativos, os resultados apontam
consideraveis sinais filogenéticos. Dessa forma, o aumento adrenal ocorreu para

grupos especificos de serpentes.

Reconstruindo os processos coevolutivos, constatamos que Erythrolamprus typhlus é
excecdo. Essa espécie, apesar de apresentar alta taxa de bufonideos na dieta, ndo
apresenta a glandula adrenal aumentada, como as espécies de Xenodon. Reforcando a

presenca de sinal filogenético.

Dentro do clado Xenodon, a bufofagia em Xenodon neuwiedii evoluiu
independentemente do clado formado por X. merremii, X. rabdocephalus e X. severus.
Outra hipotese seria que a condi¢do buféfaga foi perdida para o clado formado por X.

dorbignyi, X. guentheri e X. pulcher.

Para Erythrolamprus typhlus, quando avaliamos o0s processos evolutivos das outras
espécies de Erythrolamprus, a bufofagia teria evoluido de maneira convergente as

espécies de Xenodon .

Comparadas as outras espécies de Dipsadidae, as glandulas maiores mostram ser uma
caracteristica presente na tribo Xenodontini, particularmente maior para as espécies do

género Xenodon, inclusive nas espécies ndo buféfagas.

Os resultados suportam o envolvimento da glandula adrenal como um potencial
mecanismo que confere resisténcia a toxina de Bufonidae. Contudo, ao observarmos
que as glandulas adrenais de Erythrolamprus typhlus ndo passaram pelos mesmo
processos coevolutivos, reforcam também a existéncia de outros mecanismos de

resisténcia.
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Morfologicamente as glandulas adrenais de Erythrolamprus aesculapii,
Erythrolamprus typhlus, Xenodon merremii e Xenodon neuwiedii, apresentam o
padréo com a presenca das duas regides do tecido cromafim — banda dorsal e ilhotas —
bem delimitadas.

As espécies analisadas, apresentam divergéncias anatdmicas e morfologicas que
podem estar associadas a caracteristicas filogenéticas dos grupos taxonémicos ou,
estarem vinculadas a diversos fatores que influenciam a estrutura da glandula, como o

habito alimentar buféfago.

Anatomicamente, as espécies bufofagas de Xenodon possuem as glandulas adrenais
aumentadas comparadas as espécies bufofagas e ndo bufofagas de Erythrolamprus.

Morfologicamente, as diferengas estruturais dos tecidos estdo relacionadas

principalmente as proporcdes das areas que ocupam na glandula adrenal.

O tecido adrenocortical apresenta homogeneidade estrutural entre as espécies e ndo
apresenta zoneamento morfolégico. As especies bufofagas, apresentam maior
compactacdo desse tecido e por conta da maior quantidade e tamanho dos granulos,

parecem apresentar maior area tecidual.

O tecido cromafim varia principalmente em relacdo ao tamanho da banda dorsal. As
espécies de Xenodon apresentam essa regido muito mais desenvolvida do que as
espécies de Erythrolamprus. Essa caracteristica também pode estar associada ao
aumento adrenal dessas espécies, mas ainda segue desconhecido qualquer relacédo

desse tecido com a bufofagia.
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