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RESUMO

Os anuros apresentam caracteristicas adaptativas intrinsecas ao grupo, exercem importante
fun¢do ecoldgica no controle de insetos e outros invertebrados, além disso, sdo um dos
grupos mais sensiveis a variacdo do meio ambiente. A familia Leptodactylidae é uma das
mais ameacgadas e entre as causas do declinio estd a reducido dos habitats e as mudangas
climaticas. Em dreas de dominio Caatinga, o padrao de distribuicdo de chuvas determina a
atividade energética dos anfibios anuros. Dessa forma, o Leptodactylus macrosternum é
considerado bioindicador ambiental, que fornece informacgdes sobre possiveis perturbagdes
e conservagdo dos ecossistemas. Mediante a isto, a presente pesquisa objetiva explorar e
contribuir com o registro de informacdes acerca da quantificacio das proteinas e
carboidratos presentes no figado da espécie, permitindo melhor entendimento pods-
quantifica¢do. O local de coleta para o presente estudo foi no Horto Florestal Olho D’agua
da Bica, localizado no municipio de Cuité-PB, onde foram utilizados 32 machos adultos,
coletados quinzenalmente entre os meses de janeiro a dezembro de 2013. Para a realizacio
deste experimento, pequenos fragmentos de figado foram removidos, pesados, medidos e
encaminhados a rotina histoldgica. Os carboidratos foram corados com reacdo de PAS e as
proteinas foram coradas com xilidina. Nas andlises histologicas no figado observou-se a
presenca das células de Kupffer e hepatdcitos. A quantificacdo das proteinas e dos
carboidratos foram estatisticamente analisadas. Os valores mensais das quantidades de
proteinas apresentaram os menores valores significativos durante o més de julho e os
maiores valores observados para este parametro foram nos meses de agosto e dezembro.
Contudo, as quantidades de carboidratos nao apresentaram diferencas significativas
durante os meses amostrados e o més de junho foi o que apresentou as maiores valores
médios para este pardmetro seguido do més de maio. Foram observadas apenas rela¢des
significativas entre a pluviosidade e as quantidades de carboidratos, além de temperatura e
quantidade de carboidratos. A variagdo do regime de chuvas e temperatura ndo apresentou
nenhuma relagdo significativa com a quantidade de proteinas depositadas no figado de L.
macrosternum.

Palavras-chave: Caatinga. Pluviosidade. Temperatura. Histoquimica.



ABSTRACT

Anurans feature adaptive characteristics intrinsic to the group, they exert an important
ecological function in the control of insects and other invertebrates, in addition, they are
one of the most sensitive groups of environmental variation. The Leptodactylidae family is
one of the most threatened and among the causes of decline is habitat reduction and
climate change. In areas of Caatinga domain, the rain distribution pattern determines the
energy activity of Anuran amphibians. Thus, the Leptodactylus macrosternum 1is
considered an environmental bioindicator, which provides information on possible
disturbances and conservation of ecosystems. Through this, this research aims to explore
and contribute to the record of information about the quantification of proteins and
carbohydrates present in the liver of the species, enabling better understanding Pos-
quantifica¢do. The place of collecting for the present study was in the Horto Florestal Olho
D’4agua da Bica, located in the municipality of Cuité-PB, where 32 adults were used,
collected fortnightly between the months of January to December of 2013. For the
realization of this experiment, small liver fragments were removed, heavy, measured and
routed to the histological routine. The carbohydrates were stained with PAS reaction and
the proteins were stained with xilidina. In histological analyses in the liver, the presence of
Kupffer and hepatocytes cells were observed. The quantification of proteins and
carbohydrates were statistically analyzed. The monthly values of the quantities of proteins
presented the smallest significant amounts during the month of July and the greatest values
observed for this parameter were in the months of August and December. However, the
quantities of carbohydrates did not present significant differences during the sampled
months and the month of June was the one that presented the highest average values for
this parameter followed by the month of May. There were only significant relationships
between rainfall and the quantities of carbohydrates, in addition to temperature and
quantity of carbohydrates. The variation in the rainfall and temperature regime has
presented no significant relationship with the quantity of proteins deposited in the liver of
L. macrosternum.

Keywords: Caatinga. Rainfall. Temperature. Immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

Segundo Frost (2011) sdo conhecidas 6.771 espécies de anfibios no planeta, sendo
que 5.858 equivalem a ordem Anura. Os anuros apresentam caracteristicas adaptativas
intrinsecas ao grupo, como membros posteriores alongados e as vértebras fundidas
adaptadas para saltos. Exercem importante funcdo ecolégica no controle de insetos € outros
invertebrados, que sdo os principais integrantes de sua dieta, além disso, sdo um dos grupos
mais sensiveis a variacdo do meio ambiente, sendo assim amplamente utilizados como
biomarcadores ambientais (ETEROVICK; SAZIMA, 2004).

Os anuros da familia Leptodactylidae € uma das mais ameacadas e entre as causas do
declinio estd a reducdo dos habitats e as mudancas climaticas (STUART et al., 2004).
Segundo LI Y; COHEN; ROHR (2013), dentre os fatores responsdveis pela mudanca
climdtica destacam-se a umidade e a temperatura, sendo estes extremamente importantes
para a sobrevivéncia dos anuros. Por isso, avaliar a tolerncia a extremos climdticos de

anuros parece uma questao fundamental para sua conservacdo (NAVAS et al., 2007).

Neste sentido, o conhecimento dos padrdes energéticos, dos diferentes fatores e suas
relagdes com a biologia destes animais fornecem informacdes que podem complementar o
entendimento dos principios de estruturacdo das comunidades em seus ecossistemas
(BIONDA et al., 2011). De uma maneira geral, estes principios baseados em informacoes
relativas a dindmica de populagdes e de comunidades, que visam entender a distribuicao de
grupos de espécies, suas relacdes internas e com o meio, € uma ferramenta priméria e
essencial para estudos mais aplicados, voltados para o levantamento, conservagao e manejo

da biodiversidade (HOCKEY; CURTIS, 2009).

Em éreas de dominio Caatinga, o padrao de distribuicdo de chuvas determina a
atividade energética dos anfibios anuros. Durante a estiagem, as espécies de anuros que
ocorrem nesta regido apresentam adaptagdes fisioldgicas e comportamentais as variagdes
térmicas, de escassez de alimentos e dgua em pocas temporarias (PRADO et al., 2000;
BERTOLUCI; RODRIGUES, 2002). Nesta perspectiva, estudos sobre a histéria, ecologia e
evolucdo dos anfibios nessas dreas, sdo extremamente necessdrios para auxiliar o
entendimento dos padrdes de distribui¢do das espécies bem como a sua conservacao nesse

ecossistema (RODRIGUES, 2003).
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Considerando sua vulnerabilidade aos fatores antrdpicos e a sua alta especificidade
microambiental, varias espécies da familia dos Leptodactylidae possuem um importante
papel em muitos habitats sejam eles terrestres ou aqudticos, em regides tropicais,
subtropicais e temperadas, atuando para manutencdo e controle de outras espécies (VITT;
CALDWELL, 2001). Como por exemplo, o Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-
RIBEIRO,1926) considerado bioindicador ambiental, que fornece informacdes sobre

possiveis perturbagdes e conservagdo dos ecossistemas (HEYER et al., 2000).

Nesta perspectiva, sabe-se que os estudos histoquimicos dos anfibios sdo escassos,
assim como a determinagdo das proteinas e carboidratos presentes no figado de L.
macrosternum, que podem indicar como as espécies se adaptam aos variados ecossistemas e
flutuacdes sazonais, a partir da quantidade dos componentes quimicos presentes no figado

(VIEIRA; HARZBE; SANTANA, 2007).

Mediante a isto, a presente pesquisa visa explorar e contribuir com o registro de
informagdes acerca da quantificacdo das proteinas e carboidratos presentes no figado da

espécie L. macrosternum, permitindo melhor entendimento pés quantificagao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar andlise histoquimica de proteinas e carboidratos no figado de Leptodactylus

macrosternum.

2.2 Especificos

e Avaliar o balanco quantitativo das proteinas e dos carboidratos presentes no figado
de L. macrosternum;

e Avaliar a quantidade de proteinas e carboidratos no figado e determinar as fungdes
desempenhadas;

e Analisar o balanco qualitativo das proteinas e dos carboidratos;

e Associar a variagdo da quantidade de proteinas e carboidratos com a distribuicao

sazonal destes animais na area de estudo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Importancia dos Anfibios

Tempone e colaboradores (2007) ressaltam que os anuros servem de alimento a uma
extensa gama de animais, desde invertebrados até peixes, répteis, aves, mamiferos e até
mesmo algumas espécies de anfibios. Tendo em vista a pele permedvel e exposta e a
ocupacdo de habitats aqudticos e terrestres, os anfibios sdo considerados como indicadores
sensiveis a diversos fatores ambientais. Sdo também uma fonte riquissima em compostos
biologicamente ativos, usados em pesquisas farmacoldgicas. Por esse motivo, a perda em

diversidade de anfibios poderia limitar descobertas relevantes.

Partindo desse pressuposto, os anuros apresentam substancias farmacologicamente
ativas em sua pele com funcdes principais de protegé-los contra infeccoes de
microrganismos e também como mecanismo de defesa contra predadores (BERNARDE;
SANTOS, 2009). O uso dessas substancias advindas de suas glandulas sdo utilizadas para a
fabricacdo de fairmacos e este mercado aumenta de forma significativa. Logo, o declinio da
biodiversidade de anuros afeta o desequilibrio econdmico das inddstrias que utilizam suas

secrecoes para fabricar medicamentos (CAMARGO, 2005; PUKALA et al., 2006).

Nesse sentido, De Carvalho e colaboradores (2008), afirmam que os anuros da
familia Leptodactylidae sdo compostos por 99 espécies divididas em 4 géneros
(Hydrolaetare, Scythrophrys, Paratelmatobius e Leptodactylus), desta forma o género
Leptodactylus é o mais abundante com 88 espécies e vivem associados a ambientes com
restos de vegetacao de florestas tropicais Umidas, ou proximas a corpos d’agua, com excegao
de algumas espécies que habitam ambientes aridos e na qual os modos reprodutivos sao

intensamente diversificados.

Sendo assim, para Wells (2010) os anfibios sdo modelos excepcionais em relagcdo ao
desenvolvimento e a constatacdo de evidéncias ecoldgicas. Desta forma, a ordem Anura, a
mais diversa dentre os anfibios tem servido como organismos modelo de extrema

importancia em toda histéria da ciéncia (VITT; CALDWELL, 2009).
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3.2 Descricao da espécie

A espécie Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO, 1926) é uma espécie
de anfibio pertencente a familia Leptodactylidae, composta por animais de pequeno e médio
porte, em geral insetivoros, terrestres ou semi-aqudticos, e de atividade noturna (FROST,

2013). No Brasil essa familia é representada por 152 espécies (CAMPIAO et al., 2014).

O Leptodactylus macrosternum, popularmente conhecida como ra-manteiga (figura
01) apresenta porte médio e € caracterizado por possuir um padrio de ocelos negros
espalhados de forma irregular pelo dorso, sua coloracdo permite ao animal a camuflagem no
ambiente reprodutivo, utilizando da vegetacdo proxima ao curso de dgua para que possam
dificultar a visualizacdo. Além disso, possui ampla distribuicdo geogréifica, o que abrange
toda a América do Sul, cujo fator pode ter sido contribuido pelo alto poder de resisténcia a
ambientes alterados por acdo antrépica, habitando assim, grande parte do territdrio
compreendido nos dominios da Mata Atlantica, o que inclui brejos de altitudes e Caatinga

(LAVILLA et al., 2010).

Figura 01: Leptodactylus macrosternum

Fonte: http://ismaeljsnature.blogspot.com.br

Esta espécie chega a medir 15 cm de comprimento com uma dieta preferencialmente
carnivora, alimentando-se de artrépodes e at€é mesmo de pequenos vertebrados como outras
ras, peixes e serpentes (FREITAS; SILVA, 2007). Nesse sentido, Moura (2010) reitera que o
L. macrosternum € facilmente encontrado tanto no periodo seco quanto na estacdo chuvosa

com pico populacional no periodo de chuvas. Além disso, vocaliza em todos os meses do
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ano, com pico principalmente na estacdo chuvosa, especialmente nas bordas de corpos
d’agua lénticos, onde a fémea deposita seus ovos em ninhos de espuma e posteriormente

seus ovos se desenvolvem em girinos (HADDAD et al., 2008).

3.3 Periodo Sazonal

De modo geral, o Brasil lidera o ranking mundial em riqueza de anfibios (SBH,
2009). Entretanto, sabe-se que a maior ameaca atual aos anfibios brasileiros € a destruicdo
dos habitats pelo desmatamento, em decorréncia dos avangos da urbaniza¢do (SILVANO;
SEGALLA, 2005). E mais especificamente na Caatinga, Trefaut (2003) sustenta que este

dominio € caracterizado por possuir altas temperaturas e chuvas, apresentando uma

herpetofauna abundante.

Por serem vulnerdveis a variacdes climdticas, a maioria dos anfibios possuem ciclos
sazonais de atividade e de reproducdo e na regido tropical, essa variacdo sazonal estd
inteiramente ligada ao regime de chuvas e variacdo de temperatura (GOTTSBERGER;
GRUBER, 2004). Sendo assim, Vasconcelos e colaboradores (2011) ressaltam que muitos
estudos corroboram que essas espécies na qual sofrem influéncia da sazonalidade, possuem
peculiaridades no uso do habitat diminuindo a sobreposicao espacial nos curtos periodos de

atividade reprodutiva.

Nesse contexto, por serem animais ectotérmicos, os anfibios tém sua temperatura
corporal associada ao ambiente em que vivem. Possuem uma pele permeavel que além da
protecdo mecanica, também serve como a principal via para trocas gasosas e absorcao de
agua, sendo assim os anfibios sdo limitados em se manterem ativos em temperaturas baixas
e sdo completamente incapacitados em temperaturas muito altas, pois temperaturas elevadas
ocasionam perda de dgua corporal através de evaporagdo através da pele, impossibilitando

varias funcoes fisioldgicas e metabdlicas (WELLS, 2007).

Vale salientar que sdo inimeros os elementos que podem influenciar a alteracio da
composi¢do de uma comunidade como disponibilidade de recursos, predacdo, influéncias
externas, varidveis climdticas ou um préprio ajuste na estrutura da comunidade (JIM, 2002).
Dessa forma, a maioria dos estudos com comunidades de anfibios sdo executados por cerca
de um ano e geralmente t€ém como propdsitos estudar a ecologia da comunidade e inclusive

verificar a variagao sazonal das espécies (SANTOS et al., 2007, SAO PEDRO; FEIO, 2010).
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A maioria das espécies como o Leptodactylus macrosternum possuem atividades
noturnas e evitam sempre as altas temperaturas durante o dia, portanto o periodo sazonal é
parte essencial no ciclo reprodutivo desses animais, por isso a temperatura € o principal sinal

ambiental usado pelos anfibios para ajustar o estdgio reprodutivo (RASTOGI et al., 2011).

3.4 Caracteristicas do figado

O figado é um dos o6rgdos hematopoiéticos responsavel principalmente pelo
metabolismo, na qual tem contato direto com poluentes advindos do ambiente. Além do
mais, auxilia na formacao e degeneragdo de células presentes no sangue, caracterizado como
hematopoiético, e, portanto, estd relacionado ao sistema imunoldgico sendo fundamental na

manutencdo da homeostase corporal (HILDEBRAND, 2006).

Neste sentido, Guyton e Hall (2002) afirmam que o figado é o principal 6rgio
envolvido e correlacionado ao metabolismo protético e uma alteracdo grave pode levar a um
quadro irreversivel, com visivel diminui¢do da taxa de crescimento e consequentemente a
morte do animal. Sendo assim, todo alimento depois de metabolizado e digerido no trato
intestinal, tem seus nutrientes processados no figado, como a formacdo de uréia para
remocdo de amonia, como efeito detoxificante e a sintese de certos aminoacidos

(HIPOLITO et al., 2004).

No figado estdo presentes as células de Kupffer, que sdo macréfagos extremamente
moveis, na qual em seu interior contém enzimas necessarias para a digestdo intracelular de
substancias fagocitadas. H4 a presenga ainda dos melandcitos, que sdo células responsaveis
pela producdo de melanina, além de conter também os hepatdcitos, células capazes de
sintetizar proteinas, tanto para exportacao quanto para a propria manutencdo (SHERLOCK;

DOOLEY, 2004).

Vale ressaltar que na enxurrada seca, os sapos de Caatinga possuem adaptacdes
fisioldgicas para sobreviver aos meses sem chuva. Durante esse periodo, o metabolismo fica
reduzido no figado e nos musculos das patas de trds. A quantificacio de elementos
importantes como carboidrato e proteinas nesse 6rgdo podem fornecer importantes
informagdes sobre o estado reprodutivo e ou nutricional de individuos em uma populagao

(GUIMARAES, 2010).
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O figado nos anfibios desempenha diversas fun¢des, como excre¢do de produtos de
degradacao, secrecao da bile, armazenamento de lipidios e glicogénio, sintese de globulinas
e albumina, participagdo no metabolismo de proteinas, carboidratos e gorduras, regulando a
concentracdo de metabdlitos no sangue (GUYTON; HALL, 2002). Logo, as alteracdes em
suas funcdes bdsicas, podem estar atreladas ao desenvolvimento desses organismos em

regides neotropicais (ZIERI; OLIVEIRA, 2007; FRANCO-BELUSSI et al., 2011).

Nessa perspectiva, a sintese de proteinas em anuros seria amplamente recuperada no
estdgio pos-depressivo na qual segue a energética de estivacio (DUELLMAN; TRUEB,
2002). Ja os carboidratos sdo relevantes substratos energéticos, logo, a quantidade de

proteinas € relativamente conservada durante a estivacdo (PAKAY et al., 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de Estudo

O local de coleta para o presente estudo foi no Horto Florestal Olho D’agua da Bica
(HFODB), localizado no municipio de Cuité-PB (figura 02), na mesorregido do Agreste
paraibano e na microrregido do Curimatad Ocidental (6°29'06"S/36° 9'24"0), com altitude
de 667 metros acima do nivel do mar e uma drea total de 758,6 km?, possui clima quente e
seco, com temperatura oscilando entre 17° e 28°C, pluviosidade média mensal de 76,35 mm

e umidade relativa em torno de 70% (TEIXEIRA, 2003).

Figura 02: Localizacdo da area de coleta, Horto Florestal Olho D’agua da Bica, Cuité, Paraiba.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Além disso, apresenta uma hidrografia peculiar, com rios efémeros, acudes, além de
fontes d’agua naturais e dentre essas fontes, estd o Olho D’4gua da Bica, manancial perene
localizado préximo ao campus do Centro de Educacdo e Saide (CES) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG). A regido dos arredores da nascente é drea de Caatinga
arborea e arbustiva, com presenca de corregos, barragens, dreas imidas e dreas de encosta

(COSTA, 2009).
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4.2 Espécimes avaliadas

Para este trabalho foram utilizados 32 machos adultos da espécie L. macrosternum,
coletados quinzenalmente entre os meses de janeiro a dezembro de 2013, na area do Horto
Florestal Olho d"agua da Bica, com autorizagdo prévia do IBAMA/SISBIO (44134-1). A
seguir representa-se a (tabela 01), referente ao total de machos coletados em cada més, nos
meses entre janeiro-abril e setembro-outubro ndo foram avistados individuos de L.

macrosternum durante as saidas de campo.

Tabela 01: Referente a quantidade de espécimes coletados.

Maio 6 exemplares
Junho 11 exemplares
Julho 7 exemplares
Agosto 3 exemplares
Novembro 3 exemplares
Dezembro 2 exemplares

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Vale salientar que estas espécies ja haviam sido capturadas para um trabalho anterior,
além disso, os figados desses animais haviam sido conservados para que niao fossem
desperdi¢ados e para ndo ocorrer outra retirada relevante do seu habitat, desta maneira foi
possivel utiliza-los para fins desta pesquisa.

Portanto, esta pesquisa € de cunho descritiva e exploratoria (GIL, 2010),

caracterizada como uma abordagem quali-quantitativa.

4.3 Preparaciao das Laminas

Para a realizacdo deste experimento, pequenos fragmentos de figado foram
removidos, pesados, medidos e encaminhados a rotina histoldgica (RIBEIRO; LIMA, 2000).
Para isto foram utilizados equipamentos (figura 03) como a capela de exaustdo, cuja fun¢ao
evitar que os gases toxicos se dissipem, a estufa laboratorial inibindo a acdo microbioldgica,

o micrétomo para os cortes histolégicos e o banho maria de laboratério.
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Figura 03: Equipamentos utilizados para realizacdo dos experimentos.

W

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os individuos machos de L. macrosternum foram levados ao Laboratério de
Biossistematica de Anfibios (LABAN) da Universidade Federal de Campina Grande,
Campus de Cuité-PB. Os figados foram fixados em solucdo Bouin (mistura de 71% é&cido
picrico, 24 % e formol puro e 5% volumes de dcido acético glacial) por 24 horas e depois
desidratados em série crescentes de dlcool (70%-30min, 80%-30min, 90%-30min,
95%30min, 100%-30min e 100%-30min) (HopwoOD, 1990), posteriormente incluidos em
parafina seccionados a 5,0 um, foi realizado uma andlise histoquimica das proteinas e a
coracao dos cortes por meio de corantes especificos, para carboidratos utilizou-se reacdo de
PAS e para as proteinas utilizou-se xilidina. Para cada individuo foram realizados dez cortes
histolégicos. As laminas histolégicas foram observadas em um microscépio de luz com
sistema de captura de imagens. Para obter a quantificacdo das proteinas e dos carboidratos
presentes no figado, foram analisados a drea do tecido hepatico através das fotomicrografias
dos cortes obtidas no programa de manutencdo de imagem GIMP 2, onde os valores das

quantidades de proteinas e carboidratos foram expressos em pixels .

4.4 Analises da quantificacio de proteinas e carboidratos e variaveis climaticas

Primeiramente foi verificada a existéncia de valores discrepantes (outliers), em
seguida, a normalidade dos dados foi testada por Shapiro-Wilk, e quando necessarios
submetidos a normaliza¢@o (x + 0,5)1/2. (Tukey e Dunn, respectivamente). A quantificagcdo
de proteinas e carboidratos no figado foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis Wallis e

quando necessario completado pelo Teste de Dunn.

A dependéncia entre as varidveis climdticas e quantificacdo de proteinas e

carboidratos, foi verificada por meio do teste de Regressdo Linear Simples. Sendo
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necessarios a realizacdo dos testes de correlacio de Spearman (dados ndo paramétricos)
entre os parametros avaliados. Foram considerados p < 0,05 como referéncia para se atribuir

significancia estatistica, sendo todas as andlises baseadas em Krebs (1999).

4.5 Dados climatologicos

Os dados meteoroldgicos mensais de temperatura (°C) e pluviosidade (mm) foram
adquiridos através do banco de dados do Centro de Agéncia Executivos de Gestio de Aguas
do Estado da Paraiba (AESA), através da estacdo meteoroldgica vizinha do local de

amostragem.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacao das proteinas e carboidratos

Nas anélises histolégicas no figado de L. macrosternum observou-se a presencga das
células de Kupffer também designados macréfagos pigmentados (Figura 4A e 5B), que
segundo Agius e Roberts (2003) evidenciam diferentes tipos de granulos no citoplasma, os
quais podem indicar substancias quimicas diversificadas, como a melanina, advindas da
degradacdo de material celular fagocitado, sendo assim funcionam como células de defesa e
sua deficiéncia ou morte causam patologias.

Além do mais, os melanomacréfagos hepéticos, denominados células de Kupffer
especificamente em anfibios, sdo dotados de diversos granulos citoplasméticos, que podem
indicar a presenca de diferentes substincias quimicas e granulos escuros com propriedades
histoquimicas e ultraestruturais semelhantes a melanina (GUIDA, 2004). Foram
evidenciados também os hepatdcitos contendo agrupamento de granulos pigmentados, cuja
funcdo estd relacionada a sintese de proteinas, para manutencdo propria ou exportaciao
(CORSARO et al., 2000).

Gartner e Hiat (2003) afirmam que os hepatdcitos estdo distribuidos em placas, como
um “muro”, essas placas possuem células denominadas células de Kupffer, contendo uma
morfologia estrelada com um nucleo oval atuando como macréfagos, e consideram ainda
que estas estruturas hepdticas sdo as principais células constituintes do figado. Desta forma,

as imagens observadas nesse trabalho corroboram com as descricdes dos autores
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supracitados, demonstrando assim que este padrio € muito conservado dentro dos

vertebrados (figura 4).

Figura 04: Visualizacdo de estruturas presentes no figado de Leptodactylus macrosternum
(MIRANDA RIBEIRO, 1926)

T

Legenda - A) Visualizacdo de estruturas presentes no fl’gado (por meio de corante Xilidina para
andlise histoquimica de proteinas); B) Visualizacdo de estruturas presentes no figado (por meio da
reacdo de PAS para andlise histoquimica de carboidratos) dos individuos machos coletados de
Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO, 1926) na drea do HFOB, Cuité- PB, no
periodo de janeiro a dezembro de 2013.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Os valores mensais das quantidades de proteinas apresentaram os menores valores
significativos durante o més de julho (p = 0,04, Kruskal - Wallis). No grafico abaixo
(grafico 01), observou-se que a quantidade de proteinas dadas em pixels, entre os meses de
maio, junho, agosto, novembro e dezembro, apresentaram quantidade considerdveis de
proteinas, variando entre 120000 e 140000 pixels. Os maiores valores observados para este
parametro foram nos meses de agosto (140985, 9 + 35395, 4 pixels) e dezembro (142731.8 +
31865.7248). Contudo, as quantidades de carboidratos ndo apresentaram diferencas
significativas durante os meses amostrados, permanecendo pouco acima de 150000. O més
de junho foi o que apresentou as maiores valores médio para este parametro (176251.13 +

6904.78) seguido do més maio (172161.13 + 53484.26) (Gréfico 02).
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Grafico 01: Valores médios e erro padrdo mensais das quantidades de proteinas depositadas no
figado dos individuos machos coletados de Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO,
1926) na area do HFODB, Cuité- PB, no periodo de janeiro a dezembro de 2013.
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Legenda - * indica diferencas estatisticas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis-
p<0,05).
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Grifico 02: Valores médios e erro padrdo mensais das quantidades de carboidratos depositados no
figado dos individuos machos coletados de Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO,
1926) na area do HFODB, Cuité- PB, no periodo de janeiro a dezembro de 2013.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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Vale salientar que dentre as espécies de anuros ocorrentes nas dreas da Caatinga, o
Leptodactylus macrosternum, € registrado praticamente em todos os meses do ano sendo
preferencialmente de atividade noturna (TEIXEIRA; VRCIBRADIC, 2003). Contudo, de
acordo com Dayton e Fitzgerald (2001) a irregularidade de chuvas, a formacgdo e duragdo
dos corpos de dgua limitam vérios aspectos de vida dos anuros como aquisi¢dao de recursos,
acumulo de reservas e principalmente, atividade reprodutiva. Nesse sentido, as baixas
ocorréncias das chuvas bem como a sua imprevisibilidade em ambientes semi-dridos podem
determinar alguns ajustes fisiolégicos nos anuros limitando a ocorréncia destes animais em
alguns meses do ano o que justifica a auséncia de avistamento dos individuos de L.
macrosternum entre os meses de janeiro-abril e setembro-outubro durante as saidas de

campo (SANTOS; ROSSA-FERES;CASATTI, 2007; GIARETTA et al., 2008).

Logo, sabe-se que o figado € o segundo maior 6rgao do corpo e a maior glandula,
pois é um 6rgao no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e
armazenados para serem utilizados por outros 6rgaos (HIPOLITO, 2001). Por conseguinte, o
arranjo do tecido hepético € diretamente relacionado com as caracteristicas fisioldgicas dos
animais, tais como ectotermia e reproducao (BRUSLE; ANADON, 1996).

Desta forma os valores de proteinas e carboidratos acumulados no figado de L.
macrosternum também podem ser utilizados como indicador de vdrias atividades
desempenhadas por esses animais como alimentacdo, forrageio do periodo reprodutivo,
dentre outras. Portanto, pode-se afirmar que estes valores podem estar relacionados com a
mobilizacdo das reservas energéticas necessdrias para o processo de vitelogénese,
reprodugdo ou inclusive de preparacdo para um periodo de baixa disponibilidade alimentar

(MADALOZZO; BOTH; CECHIN, 2013).

5.2 Relacoes de proteinas e carboidratos com a sazonalidade

Foram observadas apenas relacOes significativas entre a pluviosidade e as
quantidades de carboidratos (r = 0,01; p = 0,03) e temperatura e quantidade de carboidratos
(r=0,02; p =0,04). A variacdo do regime de chuvas e temperatura nao apresentou nenhuma
relacdo significativa com a quantidade de proteinas depositadas no figado de L.

macrosternum (Tabela 2).
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Tabela 02: Referente as relacdes entre a quantidade de proteinas e carboidratos depositados no
figado de machos da espécie Leptodactylus macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO,1926). em relacio
a pluviometria e a temperatura na drea do Horto Florestal Olho D’ Agua da Bica, municipio de Cuité,
estado da Paraiba-Brasil, no periodo entre maio-agosto e novembro-dezembro de 2013.

Pluviometria Temperatura
r p r P
Proteina 0,004 0,24 0,003 0,15
Carboidrato 0,01 0,03%* 0,02 0,04*

Legenda - * = Valores estatisticamente significativos.
r = Valor da andlise estatistica.
p = Teste de significincia
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

A Caatinga € caracterizada por um complexo de ecossistemas compostos por varias
fitofisionomias, clima semi-drido, baixa pluviosidade (400mm a 750mm), concentrada na
estacdo chuvosa e temperaturas médias anuais entre 25°-27 °. Além disso, representa um
ambiente desafiador para a fauna que nela habita, sobretudo para os anfibios, que apesar de
estarem intimamente relacionados com a disponibilidade de 4gua s@o aparentemente bem
adaptados as condicdes impostas por este dominio. Sendo assim, a comunidade de anuros da
Caatinga utilizam de diversos comportamentos, associagdes ecoldgicas e adaptacdes
fisiolégicas que variam por influéncia de diversos fatores (ARZABE, 1999; NAVAS;
ANTONIAZZI; JARED, 2004).

Baseado nisto, o presente trabalho realizou coletas em meses com periodos curtos
chuva, durante a noite, ja que as espécies de L. macrosternum sdo de hédbitos noturnos, na
qual retomam suas atividades de alimentacdo e de reproducdo, aproveitando-se corpos
d’agua no local de coleta. Nesse aspecto, vale ressaltar que dentre os vdrios fatores que
dificultam a obtencdo de informagdes sobre a anurofauna da Caatinga destacam-se a
irregularidade das precipitagdes e longos periodos de estiagem, dificultando a obtencdo de
dados (RODRIGUES, 2003).

Foi possivel avaliar também o padrdo de atividade de L. macrosternum com base no
nimero de capturas na drea de estudos do HFODB, na qual verifica-se que no més de junho
obteve-se o maior nimero de exemplares coletados (Tabela 1), explicado pelo fato de que

este més € caracterizado pelo inicio do periodo chuvoso, onde estes animais sdo encontrados
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com maior frequéncia tanto para busca de alimentos quanto para a vocaliza¢do no caso dos
machos, que caracteriza o periodo reprodutivo e consequentemente, no més seguinte,
obtiveram menores valores de proteinas e carboidratos no figado (Grafico 1 e 2),
comprovando um grande desgaste energético.

Durante a estiagem, espécies de anuros como o L. macrosternum apresentam
adaptacgOes fisioldgicas e comportamentais as variagdes térmicas, de escassez de alimentos e
agua em pocas tempordrias (SUN; NARINS, 2005; AMEZQUITA et al., 2011). As
atividades didrias e sazonal de anuros sdo reguladas por diferentes fatores no ambiente, tais
como precipitacdo, umidade relativa do ar, temperatura e fotoperiodo (HATANO et al.,
2002; BOQUIMPANI-FREITAS et al., 2002; XIMENEZ; TOZETTI, 2015; BOTH et al.,
2008; VAN SLUYS, et al., 2012; TOZETTI, 2015). A baixa temperatura do ar, por
exemplo, afeta diretamente os animais ectotérmicos devido a reducdo da atividade
metabdlica, podendo causar uma reducdo da atividade de vocalizacdo ou forrageio

(OLIVEIRA et al., 2013).
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6. CONCLUSOES

Com base nos objetivos e nos resultados obtidos em relagdo a andlise histoquimica
de proteinas e carboidratos de Leptodactylus macrosternum, foi possivel concluir que:

- Os valores mensais das quantidades de proteinas apresentaram os menores valores
significativos durante o més de julho e os maiores valores observados para este parametro
foram nos meses de agosto e dezembro. Contudo, as quantidades de carboidratos ndo
apresentaram diferencas significativas durante os meses amostrados € o més de junho foi o
que apresentou as maiores valores médios para este parametro seguido do més de maio.

- Foram observadas apenas relacOes significativas entre a pluviosidade e as
quantidades de carboidratos, além de temperatura e quantidade de carboidratos.

- A variagdo do regime de chuvas e temperatura ndo apresentou nenhuma relacio

significativa com a quantidade de proteinas depositadas no figado de L. macrosternum.
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