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RESUMO

O Leptodactylus macrosternum (ANURA, LEPTODACTYLIDAE), é um anfibio anuro
de habito noturno e tem como habitat preferencial corpos de agua Iénticos. O figado
desempenha nesses animais um importante papel nos processos de estocagem de
nutrientes. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo analisar os
aspectos histomorfologicos do figado de Leptodactylus macrosternum. Os figados
sdo provenientes dos animais coletados da cidade de Cuité-PB, os quais foram
fixados em formol, permanecendo no mesmo por 24 horas. Posteriormente, o 6rgao
foi clivado, obtendo-se fragmentos, os quais em seguida foram desidratados em
alcool etilico (concentragbes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e
incluidos em parafina. Em sequéncia, os cortes foram submetidos a técnica de
coloragao histolégica Hematoxilina-Eosina, analisados em microscopio de luz, da
marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em fotomicroscopio OLYMPUS BX-50. A
analise morfométrica do figado, utilizando uma quadricula com 100 pontos-teste foi
realizada, colocada sobre os cortes das laminas histolégicas coradas pela
Hematoxilina-Eosina. A contagem foi feita nas laminas preparadas, onde foram
contados 10 campos, utilizando a objetiva de 40x, perfazendo um total de 5.000
pontos por grupo. De maneira semelhante, foram quantificadas as células de Kupffer
em laminas coradas pela hematoxilina-eosina. Todos os dados foram analisados por
meio de testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com o post hoc de Dunn
(p<0,05). Nao houve variacao significativa na populacdo de L. macrosternum, nem
correlagdo entre o surgimento de mais machos ou fémeas quando comparados com
o periodo de chuvas, os valores do indice hepatossomatico ndo apresentaram
variagOes significativas. As analises histolégicas descreveram o figado como sendo
semelhante a maioria dos vertebrados. A andlise dos dados histomorfométricos das
células de Kupffer mostram variagao significativa apenas entre os individuos da
lamina 4 comparadas com as laminas 7,9 e 11.

Palavras-Chave: Anfibios, hepatécitos, células de Kupffer, Morfometria



ABSTRACT

The Leptodactylus macrosternum (ANURA, LEPTODACTYLIDAE), is an amphibious
anuro of nocturnal and its preferred habitat lentic water bodies. The liver plays an
important role in these animals in nutrient storage processes. Thus, this study aimed
to analyze the morphologic aspects of Leptodactylus macrosternum liver. The livers
are from animals collected from the city of Cuité-PB, which were fixed in formalin,
remaining the same for 24 hours. Subsequently the body was cleaved to give
fragments, which were then dehydrated in ethyl alcohol (increasing concentrations),
diaphanized by xylene, and embedded in paraffin impregnated. In sequence, the
sections were subjected to histological staining technique hematoxylin-eosin,
analyzed in light microscope OLYMPUS BX-49 brand and photographed under light
microscope OLYMPUS BX-50. The morphometric analysis of the liver, using a grid
with 100 points-test was performed, placed on the cuts of histological slides stained
with hematoxylin-eosin. Counting was done in prepared slides, which were counted
10 fields, using the 40x objective, a total of 5,000 points per group. Similarly, Kupffer
cells on slides stained with hematoxylin and eosin were quantified. All data were
analyzed using Kruskal-Wallis nonparametric test with Dunn's post hoc test (P
<0.05). There was no significant variation in the population of L. macrosternum, nor
correlation between the emergence of more males or females when compared to the
rainy season, the values of liver somatic index did not show significant variations.
Histological analysis describes the liver as being similar to most vertebrates. The
analysis of data from histomorphometric Kupffer cells show significant variation

among individuals only 4 of the blade compared with the blades 7, 9 and 11.

Key words : Amphibians , hepatocytes , Kupffer cells , morphometry
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1 INTRODUCAO

A familia Leptodactylidae €& distribuida em quatro géneros, sendo
Leptodactylus o mais numeroso, composto por 88 espécies sendo que, destas, 75
ocorrem no Brasil (OLIVEIRA et al. 2010).

Dentre essas espécies encontra-se o Leptodactylus macrosternum (L.
macrosternum) que é uma espécie de ra de médio porte que pode atingir até 11 cm
de CRC (SOEIRO, 2003).

O L. macrosternum tem por nome vulgar ra-manteiga. Esta espécie possui um
dorso acinzentado com pregas longitudinais proeminentes, € de habito noturno e
tem como habitat preferencial corpos de agua lénticos como banhados, arroios e
canais onde vivem em meio as gramineas (FREITAS & SILVA, 2004).

O periodo reprodutivo do L. macrosternum esta diretamente relacionado com
o periodo de chuvas, para isso, os machos, escondidos em meio a vegetacao,
emitem uma vocalizagdo de notas curtas e de baixa frequéncia a fim de chamar a
atencao da fémea. Os ovos tem cor escura, € sdo envolvidos por uma espécie de
"ninho" de espuma branca. A dieta desta espécie consiste, principalmente, de
pequenos artropodes, além de anuros, peixes, anelideos e moluscos, cujo principal
orgdo que metaboliza todos esses alimentos é o figado (STRUSSMANN, 1984;
LAJMANOVICH, 1996; MANEYRO et al., 2004; SANABRIA et al., 2005; TEIXEIRA &
VRCIBRADIC, 2003; SOLE et al., 2009).

O figado desempenha nos vertebrados um importante papel nos processos
de estocagem de nutrientes. Nessa perspectiva o figado é o principal érgéo
envolvido e relacionado ao metabolismo proteico. E a maior glandula dos
vertebrados (HILDEBRAND & GOSLOW, 2006), esta localizado na parte superior da
cavidade abdominal, tem como fungédo a liberagdo e regulagcdo de substancias
quimicas no organismo, também tem como funcdo o0 armazenamento de
substancias, secrecdo de bile e desintoxicacdo. Essas funcdes exercem um papel
essencial na manutengdo da homeostase do corpo (HILDEBRAND & GOSLOW,
2006).

O figado nos anuros é constituido por hepatdcitos, que séo células poliédricas
com diametro variado entre 20 e 30 um. Também sao encontradas células de
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Kupffer, que sdo macréfagos que tem como funcao fagocitar outras células, atuam
metabolizando hemaécias velhas digerindo sua hemoglobina e secretam
imunosubstancias. O tecido hepatico ndo sofre mudanca durante e depois da
metamorfose (VIERTEL & RICHTER,1999).

O arranjo do tecido hepatico € diretamente relacionado com as caracteristicas
fisiolégicas dos animais, tais como reproducdo e reserva de nutrientes. Os
Hepatdcitos estdo normalmente dispostos em “parede” na maioria dos vertebrados,
contendo uma ou duas camadas de células, a morfologia do figado pode variar entre
as espécies de acordo com sua fisiologia. (FRANCO-BELUSSI et al., 2012).

A identificacao das espécies de anfibios e o estudo de suas particularidades
ecoldgicas revelam-se decisivos para o sucesso das agdes que buscam conservar a
sua biodiversidade, bem como compreender sua relagdo com o ambiente (HEYER et
al.,1994).

Correlacionar o figado do anfibio com a época reprodutiva e as estacdes em
que essas espécies foram encontradas, podem nos dizer como estes espécimes se
adaptam a flutuagdo sazonal e qual a relagcdo morfométrica do figado comparado
com o periodo de reproducao, levando em consideracao que pouco se sabe sobre
esses aspectos.

Desta forma, o presente trabalho objetivou analisar a histomorfometria do
figado de L. macrosternum durante o periodo de coleta e também correlacionar a

morfometria do figado diferenciando macho e fémea.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
o Analisar histomorfometricamente o figado de Leptodactylus macrosternum
(ANURA, LEPTODACTILIDAE), como também correlacionar o figado com o
periodo de coleta diferenciando macho e fémea.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Medir o Comprimento Rostro-Cloacal de Leptodactylus macrosternum;

o Avaliar o indice Hepatossomatico de machos e fémeas, comparando-os com
os periodos de chuvas;

o Analisar morfometricamente o figado de Leptodactylus macrosternum;

o Analisar a relacdo do figado durante o periodo de coleta e suas

caracteristicas diferenciando macho e fémea;

o Analisar Histologicamente o figado de Leptodactylus macrosternum.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 Leptodactylus macrosternum

Das sete classes de vertebrados conhecidas pelos zodlogos, trés sao
terrestres, trés sdo aquaticas e uma é intermediaria sendo representada pelos
anfibios, que tem aspectos de vertebrados aquaticos e terrestres (POUG, et al.
1993). Os individuos desta classe sdo os sapos, ras, salamandras e cobra-cega, que
tem um desenvolvimento dividido em uma fase larval (aquatica) e a fase adulta
(terrestre) (DUELLMAN & TRUEB, 1994).

Nos anfibios, a pele € uma estrutura fina e flexivel e é rica em glandulas
mucosas que tem funcdo de secrecdo de fluidos com a finalidade de umedecer a
pele (HIDELBRAND & GOSLOW 2006). A respiracao dos anfibios € cutanea e
pulmonar na fase adulta, na fase aquatica a respiracao é realizada através das
branquias. Os anfibios anuros sdo denominados pecilotérmicos, pois sua
temperatura corporal varia de acordo com a temperatura do ambiente
(HIDELBRAND & GOSLOW 2006). As principais familias da ordem anura estao
divididas em Bufonidae, Hylidae, Leptodactylidae, e Pipidae (RODRIGUES, 2003).

A familia leptodactylidae € uma das familias de anuros mais amplamente
distribuidas na Ameérica do Sul. Sua distribuicao espacial inclui o Brasil, Uruguai,
Paraguai, e Argentina. Os Anfibios anuros, podem se adaptar e habitar varios
ambientes distintos que variam desde florestas com elevadas altitudes a bancos de
areia. (DUELLMAN & TRUEB, 1994).

Loebmann & Mai (2008), fizeram um levantamento das espécies de anfibios
na regido nordeste do estado do Piaui e obtiveram como resultado uma diversidade
de vinte e um espécimes de seis familias de anuros, nos quais a familia
Leptodactylidae foi representada com quatro espécimes, sendo a segunda familia
com o maior numero de distribuicdo na regido nordeste do estado.

Os estudos dos anuros se consolidam na obtencao de informacdes béasicas
sobre a ecologia das espécies (SHINE, 1995). Informacdes basicas como o ciclo
reprodutivo, dieta, histéria natural, morfologia e anatomia sdo essenciais para a
definicio de cada individuo, como também, suas caracteristicas e habitat.
(SAWAYA et al., 2008).
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O L. macrosternum (Miranda-Ribeiro, 1926) é conhecido vulgarmente como
ra-manteiga, esse tipo de ra habita areas abertas, também é encontrada em acgudes
ou até mesmo areas inundadas. Esses animais tém habitos noturnos e se alimentam
de insetos entre outros pequenos artropodes.
A estacdo de acasalamento € de setembro a fevereiro e estes animais também
aproveitam o periodo de chuvas para se reproduzir (PEREIRA, 2009).

Com relagdo aos poucos estudos realizados sobre os anfibios anuros
Cuervas & Martori (2007) afirmam:

Os estudos sobre os anuros sdo essenciais para a formulacdo de boas
estratégias de conservacdo. Tais estudos fornecem informagdes cruciais
sobre a histéria de vida desses animais, suas atividades diarias e energia
que precisam para realiza-las, dessa forma, identificando as flutuagdes na
populagao e os efeitos da modificagcao do habitat sobre elas.

A espécie L. macrosternum é uma ra de que varia entre médio e grande porte,
na sua morfologia apresenta estrias longitudinais no dorso, o padrdao de coloragao
varia desde o verde até o marrom claro com varias manchas irregulares
denominadas ocelos, de habitos noturnos e com uma dieta baseada em pequenos
artropodes. Apesar de ser bastante abundante no territério brasileiro, esta espécie é
pouco estudada (HEYER et al., 2010).

A Caatinga est4d entre os dominios geograficos brasileiros em que se
encontram a espécie em estudo. Ocupa aproximadamente uma area de 800.000km?,
€ um dominio morfoclimatico caracteristico do Brasil e possui uma vasta fauna de
répteis e anfibios. Hoje, se conhecem na caatinga cerca de quarenta e oito espécies
de anfibios anuros incluindo o L. macrosternum, muitos deles sao espécies
endémicas da caatinga. (LEAL et al., 2005).

Na regidao da Paraiba foram registrados poucos estudos a longo prazo em
relacdo a herpetofauna. Na regido de Cabaceiras, Cascon (1987) registrou 18
espécies de anfibios enquanto Arzabe (1999) registrou 16 espécies em Sao José do
Bonfim. Um fato que dificulta e limita um melhor conhecimento dos anfibios da
caatinga é a imprevisibilidade das precipitagdes, visto que muitas espécies incluindo
o L. macrosternum, sao ativas unicamente em periodos de chuva, pois é no periodo

chuvoso que L. macrosternum se reproduz. Como as chuvas na caatinga sdo muito


http://pt.wikipedia.org/wiki/Al%C3%ADpio_de_Miranda_Ribeiro
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imprevisiveis o planejamento de pesquisas sobre os anuros se torna mais dificil.
(VANZOLINI, 1974; VANZOLINI, 1976; VITT & VANGLIDER, 1983).

De acordo com Ribeiro et al., 2005:

Os anfibios anuros, em geral, apresentam plano de corpo pouco variavel, o
que em muitos casos dificulta a identificacdo por meio de uma analise
superficial. Algumas espécies préximas, como Eleutherodactylus guentheri e
E. binotatus (Leptodactylidae), exigem um exame mais atento, por exemplo,

nos tamanhos relativos dos artelhos.

3.2 MORFOLOGIA DO FIGADO

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo e a maior glandula. E um érgao
no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo sdo processados e armazenados
para utilizacao por outros 6rgaos. (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A sua anatomia se distingue em trés lobos principais, o lobo direito € o lobo
esquerdo e o lobo médio, os quais sdo constituidos por células denominadas de
hepatécitos. Essas células hepéticas sdo as principais células que constituem o
figado. Possuem um nucleo central arredondado com um ou dois nucléolos. Os
hepatdcitos estao distribuidos em placas, como um “muro”, essas placas possuem
células denominadas células de Kupffer, que tem uma morfologia estrelada com um
nacleo oval e atuam como macréfagos. (GARTNER; HIAT, 2003; GUYTON, 2002;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

De acordo com Junqueira & Carneiro (2004), os hepatécitos sdo as células
mais importantes do figado constituindo cerca de 2/3 da sua massa. Entre os
cordoes de hepatdcitos estdo os sinusbides vasculares revestidos por células
endoteliais fenestradas. Além dos hepatécitos, das células endoteliais fenestradas e
dos componentes biliares, existem outros tipos de células, macrofagos conhecidos
como células de Kupffer. Estas células s&o encontradas na superficie luminal das
células endoteliais, e suas principais funcbes sado: metabolizar eritrécitos velhos,
digerir hemoglobina, secretar proteinas relacionadas com processos imunoldgicos e
destruir bactérias que eventualmente penetrem no sangue portal a partir do intestino
grosso. As células de Kupffer constituem cerca de 15% da populacédo celular no
figado e sdo corados com hematoxilina e eosina (H&E).
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O figado tem multiplas funcdes vitais, dentre elas, a producdo de proteinas
importantes para o plasma sanguineo como a albumina, além de produzir
igualmente colesterol e proteinas especiais que ajudam a transportar as gorduras
por todo o organismo.

Outra funcao do figado é captar a glicose e armazena-la como glicogénio.
Quando o organismo necessita de gerar mais energia e calor, o figado volta a
converter o glicogénio em glicose e liberta-a para a corrente sanguinea. O figado é
um 6érgao de vital importancia, e suas funcdes principais sdo a produgédo € o
armazenamento da bile, armazenamento de lipideos, glicogénio e vitaminas, além
de sintetizar proteinas como: fibrinogénio e protrombina e metabolizar drogas
(GEORGE & CASTRO, 1998).

O figado de L. macrosternum possui 0 mesmo padrdo morfolégico de outros
anuros, divido em trés lobos e localizado na cavidade abdominal associado a outros
orgaos. (FRANCO-BELUSSI etal., 2012).

Stéfani et al. (2002), faz ressalva sobre a necessidade de mais informagdes a
respeito das atividades enzimaticas e metabdlicas do figado dos anfibios, visto que,

existem poucas referéncias na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DOS ANIMAIS

Foram utilizados 53 espécimes machos e fémeas de Leptodactylus
macrostenum (figura 1), procedentes do Horto florestal olho d’agua da bica (HFODB)
localizada no municipio de Cuité-Paraiba com prévia autorizacdo do IBAMA cujo
numero para habilitacdo de coleta €: 44134-1. Os animais foram coletados durante
0s meses de maio a dezembro de 2013. ApGs a captura os animais foram levados
ao laboratério de biossistematica de anfibios (LABAN) e foram mantidos em recintos
com habitat seminatural composto por gramineas, solo encharcado e agua, com
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas.

Figura 1- Leptodacylus macrosternum, coletado no Horto florestal olho d’agua
da bica, municipio de Cuité- PB

4.2 ANALISE DO COMPRIMENTO ROSTRO-CLOACAL
Para a analise e descricdo dos valores de comprimento rostro-cloacal de L.
macrosternum foi realizado através da medicdo em milimetros, com o auxilio do

paquimetro digital.
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4.3. PESO DO FIGADO E PESO CORPORAL DO MACHO E FEMEA DO
Leptodacylus macrosternum

Os figados coletados foram pesados utilizando balanga analitica de precisao,
bem como o peso corporal dos machos e fémeas.

4.4 INDICE HEPATOSSOMATICO

Para a analise dos indices hepatossomaticos de machos e fémeas e
comparagdo com o periodo de chuvas na regido, foram coletados dados da AESA e
correlacionados com o periodo de coleta desses animais.

4.5 ANALISE MORFOLOGICA DO FIGADO

Todos os individuos coletados foram submetidos a eutanasia no primeiro dia
apos a coleta. Para tanto, os animais foram anestesiados com éter. Em seguida, foi
realizada a abertura da cavidade abdominal (figura 2) para remocéo total do figado
(figura 3A) o qual foi mergulhado imediatamente em fixador formol, permanecendo
no mesmo por 24 horas. Esse processo foi realizado em todos os animais coletados.
Ap6s esses procedimentos, os figados foram clivados, obtendo-se fragmentos
(figura 3B), os quais se submeteram a técnica de inclusdo com parafina (figura 3C).
Em seguida, os blocos (figura 3D) foram seccionados em micrétomo do tipo Minot
(Leica® RM 2035) ajustado para 3 um, os cortes foram feitos no laboratério da
Universidade Federal Rural de Pernanbuco. Os cortes assim obtidos foram
colocados em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e mantidos em
temperatura ambiente, durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia,
os cortes foram submetidos a técnica de coloragcdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E)
analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS® BX-49 e fotografados em
fotomicroscopio OLYMPUS® BX-50.
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Figura 2- Anatomia do Leptodactyus macrosternun. Figado do animal localizado na

cavidade superior (seta branca).
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Figura 3- Analise morfolégica do figado. (A e B) Apds a remocao do figado, o
mesmo foi clivado obtendo fragmentos (asterisco e seta). (C) Procedimento de
inclusdo com parafina. (D) Material emblocado e pronto para o corte no micrétomo

4.6 ANALISE MORFOMETRICA DO FIGADO

Para a analise morfométrica foi determinada a quantidade de células de Kupffer
em preparacées coradas pela hematoxilina-eosina. Para tanto, utilizou-se uma
graticula com 100 pontos-teste, colocada sobre os cortes das preparacdes
histologicas coradas pelo Hematoxilina-eosina. A contagem foi feita em vinte e trés
laminas selecionadas de acordo com o periodo de coleta de maneira que foram
contados 10 campos aleatérios, utilizando-se a objetiva de 40x.

4.7 CORRELACAO DOS ASPECTOS MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS
COM O SEXO E O PERIODO DE COLETA

Para a andlise de correlagdo dos aspectos morfométricos e morfolégicos entre
os machos e fémeas de L. macrosternum e a relacao desses animais durante o

periodo de coleta foi utilizada a analise estatistica.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados morfométricos, peso do figado, peso
corporal do macho e fémea, Comprimento Rostro-Cloacal e indice Hepatossomatico
foi realizada no programa computacional InStat (Stat Soft, 2001) por meio do

métodos ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis com pos-hoc de Dunn (p>0,05).
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5 RESULTADOS

Dos 53 individuos de L. macrosternum coletados na area do HFODB, foram
contados 24 fémeas e 29 machos (Tabela 1). O més que apresentou maior niumero
de individuos foi o més de junho e nao foi verificado individuos em campo nos
meses de setembro e outubro. A maior razdo sexual entre machos e fémeas (M:F)

do estudo foi no més de junho e a menor em dezembro (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de fémeas e machos adultos e relacdo Macho:Fémea (M:F) de L.
macrosternum, capturados no HFODB nos meses de maio, junho, julho, agosto,

novembro e dezembro.

Meses n Macho n Fémea M:F Total
Maio 5 4 1,25:1 9
Junho 11 4 2,751 15
Julho 3 5 0,60:1 8
Agosto 4 4 1,00:1 8

Setembro 0 0 0 0
Outubro 0 0 0 0
Novembro 4 3 1,33:1 7
Dezembro 2 4 0,50:1 6

Total 29 24 1,24:1 53

Dados meteoroldgicos mensais da pluviosidade foram conseguidos por meio
da Agéncia Executiva de Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba (AESA 2015) os
quais foram empregados para descrever e relacionar as condicbes ambientais com a

atividade reprodutiva e surgimento dos animais em campo (Figura 4).
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Pluviosidade (mm)
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MAI JUN JUL AGO SET ouT NOV DEZ

Figura 4. Distribuicdo da Pluviosidade total (mm) em um periodo de maio a
dezembro de 2013 (AESA, 2015).

Os valores do Comprimento Rostro-Cloacal (CRC) para os machos e fémeas
de L. macrosternum nao diferiram significativamente ao longo dos meses de
amostras. Contudo, os maiores machos foram encontrados no més de dezembro
(89,1+7,6) e as maiores fémeas em novembro (77,4+6,1), jA 0s menores machos
foram encontrados em maio (64,7+14,8) e as menores fémeas em julho (70,5£11,9)
(Tabela 2).
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Tabela 2. Média e Desvio Padrdo do Comprimento Rostro-Cloacal e Peso Corpéreo
de fémeas e machos adultos de L.macrosternum, capturados no HFODB nos meses

de maio, junho, julho, agosto, novembro e dezembro

Comprimento Rostro-cloacal

Meses (CRC) Peso ()

Fémea Macho Fémea Macho
Maio 70,7+24,3a [64,7414,8a| 54,4+43a [ 42,1+13,8
Junho 72,7+3,53a 66,1+27 3a 429+10,3a 54,4+31,4a
Julho 80,145,8a 425+16,1a  49,6+2,1a
Agosto 76,314,2a 65,5+30,5a 41,6+6,5a 65,5+30,5a

Novembro |77,4i6,1a| 80,9+.6,1a 43,448 4a 80,9+06,1a

Dezembro  71.4+187a |89.1+7.6al  44,7+312a [89.1+7.3

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com

post-hoc de Dunn (p < 0,05).

O peso dos machos de L. macrosternum apresentou diferencas significativas
ao longo dos meses, sendo o periodo que apresentou os maiores valores médio de
peso corporal (PC) foi 0 més de dezembro (89,1+7,3) e 0 més de maio foi o periodo
em que se registraram o menor valor médio para este parametro (42,1£13,8) (Tabela
2).

N&o foram verificadas diferengas significativas no peso corporal de fémeas
(Tabela 2), nem tdo pouco no peso do figado de machos e fémeas de L.
macrosternum em relagdo ao comprimento do animal ao longo de todo o periodo

amostral (tabela 3).

Tabela 3. Média e desvio padrao do peso do figado de L. macrosternum.

Peso Figago (g)

Meses Fémea Macho

Maio 1,1+£0,3a 0,7+0,2a
Junho 0,5+0,4a 1,1+£0,1a
Julho 1,1+0,6a 1,1+£0,1a
Agosto 1,210,4a 1,1+0,5a
Novembro 1,1+0,1a 1,2+0,3a
Dezembro 1,1+x1,1a 1,6+£0,1a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com
post-hoc de Dunn (p < 0,05).

Os maiores valores do indice hepatossomatico (IHS) das fémeas de L.
macrosternum foi registrado no més de julho (3,48£3,24) e menores no més de
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junho (1,71%£0,50), j& o maior IHS em machos foi verificado no més de agosto
(2,56+1,57) e menor em maio (1,85+0,19) (Tabela 4).

Tabela 4. Variagbes do indice hepatossomatico (MédiatDesvio Padréo) de fémeas
e machos adultos de Leptodactylus macrosternum, capturados no HFODB nos

meses de maio, junho, julho, agosto, novembro e dezembro

IHS (FEMEAS) IHS (MACHQOS)
Maio 2,07 + 0,64a 1,85 +0,19a
Junho ‘ 1571 + 0550a 2,33 £ 0,95a
Julho 13,48 + 3.24a 2,30 +0,11a
Agosto 3,16 + 1,32a
Novembro 2,49 +0,37a 2,15+ 0,20a
Dezembro 1,77 £ 1,43a 2,20 £0,20a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com
post-hoc de Dunn (p < 0,05).

O IHS de fémeas de L. macrosternum, ndo pode ser utilizado como indicador
do periodo reprodutivo, pois apresenta seus maiores indices no més de julho
enquanto que o maior pico de machos foi encontrado no més de agosto, da mesma
forma que divergiram os menores indices, que das fémeas ocorreu no més de junho

e em machos no més de maio (Figura 5).

3,5 -
2,5 -
2 - —o—FEMEA

1,5 4 =i=MACHO

0,5 -

MAI JUN JUL AGO NOV DEZ

Figura 5. Variagdes Médias do indice hepatossoméatico de fémeas e machos adultos
de Leptodactylus macrosternum, capturados no HFODB nos meses de maio, junho,

julho, agosto, novembro e dezembro.

Os resultados histolégicos mostraram que os figados de todos os animais
analisados apresentaram externamente uma delgada capsula composta de tecido
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conjuntivo fibroso, a cépsula de Glisson, um parénquima bem desenvolvido com
hepatécitos (Figura 6A) e com uma malha vascular com veias de varios calibres
(Figura 6B). Os hepatocitos dispuseram-se desordenadamente em torno da veia
centro lobular, margeando os capilares sinusoides. Além disso, foram evidenciadas

um aumento de células de Kupffer ao longo de todo o figado (Figura 6C e 6D).

Figura 6. Andlise histolégica do figado de Leptodactylus macrosternum.s. A-
Parénquima (P) bem desenvolvido com hepatécitos (setas); B- Malha vascular com
veias de varios calibres (VS); C- Células de Kupffer em grande quantidade (setas);
D- Células de Kupffer em maior aumento (setas).
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Tabela 5. MédiatDesvio padrao das células de Kupffer do figado de Leptodactylus
macrosternum coletados no Horto Floresta Olho D’agua da Bica, Cuité-PB entre os

meses de maio e dezembro

Células de Kupffer (MédiatDesvio Padrao)

Lamina 1 2,61+1,40a
Lamina 2 2,67+1,58a
Lamina 3 3,37+1,21a
Lamina 4
Lamina 5 3,22+2,46a
Lamina 6 2,54+2 68a
Lamina 7 [2.19:0.82]
Lamina 8 3,60+3,11a
Lamina 9
Lamina 10 3,64+3,36a
Lamina 11 m
Lamina 12 3,22+3,46a
Lamina 13 3,63%3,36a
Lamina 14 2,20+0,81a
Lamina 15 4,52+1,30a
Lamina 16 5,05+1,92a
Lamina 17 4,20+1,68a
Lamina 18 4,21+1,69a
Lamina 19 5,05+1,92a
Lamina 20 4,20+1,68a
Lamina 21 5,05+1,92a
Lamina 22 4,20+1,92a
Lamina 23 3,6313,36a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste ndo paramétricos de Kruskal-Wallis com
post-hoc de Dunn (p < 0,05).

A andlise dos dados histomoformétricos das células de Kupffer do figado de
L. macrosternum mostram valores variando de 1,88+1,36 a 5,05+1,92. Contudo, s6
foi verificada variagcdo significativa (p<0,05) entre os individuos da lamina 4
comparadas com as laminas 7,9 e 11.
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6 DISCUSSAO

Houve uma tendéncia de surgimento de L. macrosternum na area do HFODB,
de acordo com o periodo chuvoso. O més de junho apresentou o maior indice
pluviométrico e o maior numero de individuos coletados em campo, enquanto que
nos meses de setembro e outubro apresentaram os menores indices e em contra
partida ndo foram verificados individuos (Figura 4).

Varios anuros da caatinga demonstram uma tendéncia em ocorrer em
periodos restritos do ano, condicionado principalmente pelas chuvas, tendo em vista
que as larvas se desenvolvem apenas no meio aquatico (VIEIRA et al. 2007). Este
efeito decorrente das variagbes sazonais no surgimento e reproducao desses
animais sdo bastante conhecidas, em varias populagées, justificado pelo fato de que
o indice de chuvas afeta o surgimento de pocos o que interfere no numero de
individuos que se reproduzem nesse ambiente (MOREIRA & BARRETO,1997).

Este padrdo também foi encontrado em anuros de areas de alto indice
pluviomeétrico, como na floresta Amazénica e em areas de mata atléantica no sudeste
do Brasil, nas quais o fator fisico que influenciou a reproducdo de anuros foi a
distribuicdo de chuvas e disponibilidade de corpos d’agua (AICHINGER, 1987;
BERTOLUCI, 1998; TOLEDO et al. 2003).

N&o foi observado nesse estudo tendéncia no surgimento de mais machos ou
fémeas com relagédo a variagbes sazonais. A maior razdo sexual desse estudo foi
verificada no més de junho, no qual o numero de machos foi maior que o de fémeas
(Tabela 1), fato que pode estar relacionado ao maior indice de pluviosidade que
ocorreu nesse mesmo més. Em estudos sobre a dinamica populacional de Bufo
schneideri (Werner, 1894) e Bufo rubescens (Lutz, 1925) na regido do cerrado
brasileiro mostraram que a proporcao de adultos do sexo masculino foi tendenciosa
para ambas as espécies (VASCONCELLOS & COLLI, 2009), tendo em vista que os
machos de bufonideos sdo preponderantes em abundéancia em relacdo as fémeas,
porém esse fato € mais frequente nas espécies terrestres que nas espécies
subaquaticas (ZUG & ZUG, 1979).

Outro fator que nao divergiu significativamente entre os meses estudados foi
o CRC de L macrosternum, que variou entre 64,7mm e 89,1mm para machos e de

70,5mm e 76,3mm para fémeas. Estes valores estdo proximos aos encontrados para
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esta mesma espécie em areas de mata atlantica no estado da Bahia que
apresentaram CRC maxima de 82.87mm e minima de 79.83mm (SOEIRO, 2013) e
em individuos encontrados no cerrado, que variaram de 9,2 a 76,6 mm (BRITO,
2011).

Os machos de L macrosternum capturados no més de dezembro
apresentaram o maior peso corporal, diferenciando-se significativamente dos demais
meses do estudo, enquanto que ndo houve significancia no peso das fémeas. O fato
dos machos dessa espécie serem maiores € mais pesados nesse periodo pode
estar relacionado ao fato de que anuros da familia Leptodactylidae apresentam
reproducdo explosiva (BRASSALOTI et al.,, 2010), e, dessa maneira, ha intensa
competicdo entre machos, chegada sincrénica de machos e de fémeas no sitio
reprodutivo, razdes sexuais operacionais altas e baixas oportunidades para selegéao
sexual por escolha realizada pelas fémeas (ARAK 1983; OLSON et al. 1986).
Portanto, tanto a competicdo como a escolha de fémeas vém mostrando correlacéo
com a massa corporal nos anuros (LICHT 1976; ROBERTSON 1986) assim devido
0S anuros maiores conseguirem defender seus territorios por mais tempo, possibilita
vantagens aos individuos pois lhes asseguram os recursos alimentares e locais mais
propicios para reproducao (NARVAES & RODRIGUES, 2005).

O indice hepatossomatico (IHS) expressa a porcentagem que o figado
representa no peso total dos individuos (RIBEIRO et al. 2007). Em relagdo a
variacdo sazonal do IHS, as fémeas apresentaram maiores valores em julho e os
machos em agosto. Nao foi observado relacdo com o periodo de chuvas, pois no
més de junho que apresentou o maior indice pluviométrico do estudo, as fémeas
apresentaram o menor IHS. Este indice, juntamente com o fator de condi¢ao (k) e o
indice gonadossomatico (IGS), tém sido utilizados como indicadores do periodo
reprodutivo (RIBEIRO et al. 2007), entretanto, o IHS também pode estar relacionado
com a mobilizagcdo das reservas energéticas necessarias para o processo de
vitelogénese e preparagéo para o periodo de inverno (QUEROL et al., 2002).

Em peixes essa relacdo entre a época do ano e o IHS sdo bastante
discutidas, a piranha Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1837) apresentou uma
relacdo do IHS com o periodo reprodutivo, nas quais tanto as fémeas como o0s
machos apresentaram menores valores no outono e inverno que podem ser

decorrentes do gasto energético que a espécie sofreu durante o periodo reprodutivo
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na primavera (FELIZARDO et al.,, 2010). J& para o cascudo Loricariichthys
platymetopon (Isbrucker & Nijssen, 1979) o IHS nao pode ser utilizado como
indicador de periodo reprodutivo por apresentar seus maiores valores no outono
(QUEROL et al. 2002). Neste caso, o IHS foi relacionado com o0 acumulo de reservas
energéticas para o periodo de inverno (QUEROL et al. 2002).

Portanto, o fato do menor IHS ter sido no més de junho, pode estar
relacionado com o gasto energético no periodo de maior pluviosidade, tendo em
vista que foi 0 de maior abundancia de individuos, fato que pode estar relacionado
com a reproducao explosiva dessa espécie nesse més.

O figado de L. macrosternum apresentou o0 mesmo padrao morfolégico de
outros anuros. Divido em trés lobos e localizado na cavidade abdominal associado a
outros 6rgaos. Esta divisdo também foi encontrada em anuros como Eupemphix
nattereri (Steindachner, 1863) (FRANCO-BELUSSI et al., 2012) e em peixes
teledsteos (BRUSLE & ANADON, 1996; BOMBONATO et al., 2007). Os hepatécitos
sdo células poliédricas, de grande conteudo citoplasmatico, nucleo central e um
nucléolo proeminente, como apresentado em descricao de E. nattereri (FRANCO-
BELUSSI et al., 2012)

O parénquima hepatico nessa espécie apresentou-se bem desenvolvido
constituido por uma malha vascular e tecido conjuntivo fibroso como encontrado em
Brachyplatystoma rousseauxii (Castelnau, 1855) (ROCHA et al. 2010). Ja a
disposicdo dos hepatécitos rodeando por capilares sinuséides foi encontrado em
Lithobates catesbeianus (Dubois, 2006) (FENERICK JUNIOR, 2008) divergindo do
que foi encontrado em E. nattereri cujos hepatdcitos estao dispostos em um cordao
duplo formado por uma camada de células. (FRANCO-BELUSSI et al., 2012).

Estudos referentes a descricao morfométrica de figados sédo escassas, o fato
desses estudos serem raros dificulta a discursao e interpretacdo dos resultados
acima descritos (HAAS, 2014). Entretanto, nos resultados apresentados neste
trabalho pode-se perceber que nao houve variacdo significativa na maioria dos
individuos. De acordo com este trabalho, € clara a importdncia de mais estudos

relacionada a histomorfometria de anuros.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Houve uma variagdo de acordo com os indices de chuva na populacdo de
Leptodactylus macrosternum, porém esta variacao nao foi significativa. Nao houve
correlacdo entre o surgimento de machos ou fémeas de acordo com variagdes
sazonais. Ocorreu diferenca significativa no peso dos machos em determinados
meses dentro do periodo de coleta e ndo houve variagéo significativa no peso das
fémeas. O maior valor de IHS se deu nas fémeas, nao foi observado relacdo do
indice hepatossomatico com o periodo de chuvas. Quanto a andlise
Histomorfométrica das laminas, houve uma pequena variagdo das células de
Kupffer. O figado de L. macrosternum, é semelhante a maioria dos anuros e seus

hepatécitos sdo de forma desordenada ao longo do tecido hepatico.
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Dados do titular

Nome: marcio frazao chaves EPF: 035.782.934-40

Titulo do Projeto: CARACTERIZAGAO HISTOLOGICA E BIOLOGIA REPRODUTIVA DE Leptodactylus macrosternum (ANURA,
LEPTODACTYLIDAE), NORDESTE DO BRASIL

Nome da Institui¢do : UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE CNPJ: 05.055.128/0001-76

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) [Fim (més/ano)
1 | Coleta e preparacdo do material biolégico 05/2014 05/2014
2 | Coleta e preparagéo do material biolégico 06/2014 06/2014
3 | Coleta e preparag@o do material biologico 07/2014 07/2014
4 | Coleta e preparagdo do material biolégico 08/2014 08/2014
5 | Coleta e preparagé@o do material biolégico 08/2014 08/2014
5 | Coleta e preparag@o do material biologico 09/2014 09/2014
7 | Coleta e preparagdo do material biolégico 10/2014 10/2014
8 | Coleta e preparagdo do material biolégico 11/2014 11/2014
) | Coleta e preparagdo do material biologico/ transporte de material para UFRPE 01/2015 01/2015
10 | Coleta e preparacgdo do material biologico 02/2015 02/2015
11 | Coleta e preparagéo do material biologico 03/2015 03/2015
12 | Coleta e preparagdo do material bioloégico 04/2015 04/2015
13 | Coleta e preparagdo do material biologico/transporte de material biolégico para UFRPE 05/2015 05/2015

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difuso ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo processo de regularizagdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

) A autorizag&o para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importac@o ou exportagéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condig&o in situ.

-

O titular de autorizagdo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagdo vigente, ou quando da inadequagéo,
omiss&o ou falsa descri¢éo de informagbes relevantes que subsidiaram a expedigéo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagéo ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

-

Este documento n&o dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

3 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administragéo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condi¢des para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

_ocais onde as atividades de campo serdo executadas

# | Municipio | UF [Descricao do local | Tipo

=ste documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
le autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
nternet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 45823892 l|l'l|““
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Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1 | Captura de animais silvestres in situ Leptodactylus macrostemum

2 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas in situ Leptodactylus macrosternum

3 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Leptodactylus macrosternum (*Qtde: 72)

* Quantidade de individuos por espécie, por localidade ou unidade de conservagéo, a serem coletados durante um ano.

Material e métodos

[ 1] Amostras biolégicas (Anfibios) [ Sangue, Outras amostras biolégicas(gA nadas, fA-gado e corpo gorduroso)
| 2| Método de captura/coleta (Anfibios) | Captura manual

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino
[ 1| universidade federal rural de PE | colegao

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
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