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RESUMO

O estudo sobre a atividade reprodutiva das espécies é de fundamental importancia para
entender os processos pelos quais os organismos passam e se adaptam. O presente trabalho
buscou por meio de levantamento bibliografico, comparar e analisar as semelhangas ou
diferen¢as dentre outros representantes de anuros anfibios, com énfase na relagdo histologica
testicular durante o processo de espermatogénese. Por meio da identificagdo e descrigdo
histolégica das diferentes células encontradas nos testiculos de Leptodactylus macrosternum.
Foram coletados 41 exemplares da espécie, na Fazenda do Cajueiro, municipio de Catolé do
Rocha/PB, durante o periodo de outubro de 2013 a junho de 2014, através de intensivas
buscas auditivo-visuais nas dareas amostradas. Em seguida, os espécimes foram levados para o
Laboratério de Biossistematica de Anfibios (LABAN) — UFCG/CES onde os espécimes
foram eutanasiados, fotografados e identificados. e posteriormente. removidos as gonadas e
realizado cortes histologicos para montagem das laminas. As células de linhagem germinativa
mostraram-se organizadas em cistos, dentro do epitélio seminifero, com a presenc¢a de todas
as células organizadas em diferentes estdgios de diferenciagdo, caracterizando em uma
espermatogénese cistica, caracteristica comum em todos os anfibios. L. macrosternum, assim
como as demais espécies analisadas neste estudo, apresentou caracteristicas histologicas
testiculares idénticas. Entre os aspectos estudados. a unica diferenca relevante foi observada
na coloragdo das gonadas.

Palavras-chave: Espermatogénese. Anuros. Organizagio celular.



ABSTRACT

The study on the reproductive activity of species have fundamental importance to understand
the processes whereby organisms pass and adapt. This study sought through literature,
compare and analyze the similarities or differences among others amphibians’ representatives,
with an emphasis on testicular histology relationship during the spermatogenesis process. By
identifying and histological description of the different cells found in the Leptodactylus
macrosternum testis. 41 specimens of the species were collected at Fazenda Cajueiro, city of
Catolé do Rocha/PB, during the period of October 2013 to June 2014, through intensive
auditory-visual searches in the sampled areas. Then the specimens were taken to the
Laboratério de Biossistematica de Anfibios (LABAN) ~UFCG/CES where the specimens
were euthanized, photographed and identified, and subsequently the gonads were removed
and performed histological sections for blades mounting. The germ cell lineage were shown
to be arranged in cysts, within the seminiferous epithelium with the presence of all cells
organized in different stages of differentiation which is in a cystic spermatogenesis, common
feature in all amphibians. L. macrosternum, as well as other species analyzed in this study.
showed equal testicular histological characteristics. Among the aspects studied the only
significant difference were the staining of testis.

Key-words:Spermatogenisis. Anura. Cellular organization.
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1. INTRODUCAO

A atividade reprodutiva dos anuros sofre interferéncia devido as condigdes fisicas do
ambiente, dentre estas, os fatores que mais interferem na reprodugdo de anuros s3o a
temperatura do ar e a umidade relativa, que estdo estritamente relacionadas ao indice
pluviométrico (JIM, 1980): (SASSO-CERRI et. al., 2004).

Anfibios anuros apresentam espermatogénese de forma cistica, ou seja, as células
germinativas ocorrem em grupos organizados e definidos (FERREIRA, 2009). Cada cisto
possui células no mesmo estigio de diferencia¢do e no tibulo seminifero, podemos encontrar
vérios cistos em estdgios diferentes ou semelhantes, dependendo do tipo do ciclo reprodutivo
de cada espécie (HERMOSILLA et al., 1983; OLIVEIRA et al. 2003a; 2003b). Trabalhos
realizados por Lofts (1974), baseados em caracteristicas histoldgicas e comportamentais,
definiram os ciclos reprodutivos dos anuros em continuo, potencialmente continuo e
descontinuo.

Os ciclos espermatogénicos descontinuos, sdo tipicos de zonas climaticas temperadas,
apresentam discreto periodo de reprodugdo com mudangas relevantes no tamanho das
génadas, produgdo de gametas e estruturas sexuais acessorias. Tipicos de regides tropicais, os
ciclos potencialmente continuos e continuos sdo caracterizados pela produgdo constante na
atividade espermatogénica, (SANTOS e OLIVEIRA, 2007).

Sendo marcado pelo clima semi-arido, 0 dominio morfoclimético da Caatinga ocupa
aproximadamente 800.000 Km?, apresentando imprevisibilidade da distribui¢do temporal e
espacial das chuvas, agravado por temperaturas anuais elevadas e relativamente constantes,
variando entre 24°C e 29°C (RODRIGUES, 2003; AB’SABER, 2005). H4 uma varia¢do anual
consideravel da precipitacdo e em intervalos de dez a vinte anos diminuem para menos da
metade da média (menos de 1.000 mm por ano), podendo ainda esse fendmeno durar de trés a
cinco anos seguidos, conhecido como "seca" (VELLOSO et al., 2002).

Nessas dreas, a quantidade limitada de chuvas determina o padrdo reprodutivo dos
anfibios anuros Nesses ambientes os animais estdo reprodutivamente ativos por dois ou trés
meses durante o ano, periodo este determinados pelo aumento nas taxas de pluviosidade da
regido (RODRIGUES, 2003). Durante a estiagem, as espécies de anuros que ocorrem nesta
regido apresentam mecanismos fisiolégicos e comportamentais de altas temperaturas e
escassez de agua (ABE, 1990).

Pertencente a familia Leptodactylidae, Leptodactylus macrosternum é uma espécie

amplamente distribuida em toda a Américado Sul, a leste dos Andes, ocorrendo da Venezuela
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a Argentina, incluindo o Brasil. E considerada uma espécie generalista, bem adaptada a
ambientes perturbados e com ocorrencia em dreas abertas e secas, bem como em florestas
tropicais umidas (FROST. 2013). Depositam seus ovos em ninhos de espumas na superficie
de lagos, onde também ha o desenvolvimento de girinos. Sdo animais de porte médio, com
focinho afilado vivendo sob o solo ou em corpos d’agua.

Com base em andlises histoldgicas, o referido trabalho buscou fazer uma comparagéo
com outras espécies de anfibios anuros, utilizando por meio de levantamentos bibliograficos
estudos sobre a organizacdo testicular da espécie L. macrosternum, correlacionando com as
células descritas analisadas. Devido a escassez de trabalhos nesta drea este pesquisa torna-se
de suma importancia para o conhecimento da composi¢do da fauna de anfibios na

caracterizacdo histologica testicular de anuros da caatinga.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Identificar e descrever histologicamente as diferentes células encontradas durante o

processo de espermatogénese nos testiculos de Leptodactylus macrosternum.

2.2 Especificos

e Descrever a organizagdo histologica testicular.

* Identificar os diferentes tipos celulares.

¢ [dentificar a organizagdo do processo de espermatogénese dentro dos testiculos e suas

diferentes fases.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Ordem Anura

Atualmente, sdo conhecidas 6.240 espécies de anfibios (FROST. 2013) distribuidas
principalmente nos tropicos e regides temperadas. Ocorrem também em algumas ilhas
ocednicas, especialmente aquelas do sul do Oceano Pacifico e nos desertos, dos mais brandos
aos mais extremos (DUELLMAN & TRUEB, 1994). A ordem Anura possui 5.504 espécies
sendo constituidas por sapos, rds e pererecas compondo o grupo de anfibios com maior
representatividade (FROST, 2013).

Segundo Orr (1986), os anuros possuem membros pélvicos e alongados, corpo curto e
flexivel. Compreendem anfibios sem cauda e que possuem membros modificados para o salto,
também conhecidos como Salientia. A maioria das espécies de anuros apresenta reprodugio
noturna e uma pele permeavel. Entretanto, a reprodugdo ndo esté restrita somente a periodos
de estagdo chuvosa, podendo ocorrer também na estagdo seca, se disponivel ambiente

favoravel como corpos d’agua permanentes (BASTOS et. al., 2003).

3.1.1 A Familia Lepdodactylidae

Segundo Frost (2014), a familia Leptodactylidae apresenta em torno de 200 espécies
neotropicais, distribuidas principalmente na América do Sul, dividida em quatro géneros.
Leptodactylus é tido como o mais numeroso, composto por 88 espécies sendo que, destas, 75
ocorrem no Brasil, Oliveira et al. (2010).

Leptodactylus macrosternum ¢ uma espécie de ra de médio porte que tem por nome
vulgar rd-manteiga, pode atingir até 11 cm de comprimento rostro-cloacal (SOEIRO, 2003).,
apresentam um dorso acinzentado com pregas longitudinais proeminentes. Sdo animais de
hébitos noturnos e tém como habitat preferencial corpos da dgua lénticos, como banhados,
arroios e canais onde vivem agarrados ha gramineas (FREITAS e SILVA, 2004). Podem ser
encontrados em regides tropicais da América do Sul em habitats terrestres, entretanto
necessita de dgua para reproducido (HEYER, 1969, HEYER e GIARETTA, 2009).

Andrade e colaboradores (2012) mencionaram a presenga de Leptodactylus
macrosternum no Noroeste do Brasil, em regides de manguezais, onde a concentra¢do de

salinidade da 4gua apresenta variagdes entre as correntes de marés.

- =1

yb!"ﬁm' 1 'II _




16

3.1.2 Biologia reprodutiva de Anuros

Anfibios, de uma forma geral, apresentam ciclo de vida complexo e uma grande
variedade no modo reprodutivo, sejam em estratégias reprodutivas ou comportamentais de
atragdo sexual (DUELLMAN e TRUEB, 1994; FEIO et al., 1999: POUGH et al., 1999). O
periodo reprodutivo desta espécie € diretamente relacionado com estagdes chuvosas. Sendo
assim, o macho utiliza de estratégias de vocalizagdo de notas curtas e de baixa freqiiéncia a
fim de chamar atengdo da fémea. Os ovos apresentam uma cor escurecida, e sdo envoltos em
uma espuma branca, espécie de “ninho™.

Segundo Pough e colaboradores (2003) além da temperatura e clima, fatores
pluviométricos exercem forte influéncia na atividade reprodutiva, como competi¢do por
alimento, predagdo e a temperatura da dgua, afetando na reprodugdo destes animais por
induzir a liberagdo de hormoénios reprodutores.

Representado por um par de testiculos, érgdos pares, compactos e arredondados, nos
anfibios, o aparelho reprodutor masculino ainda apresentam variagdo na sua coloragdo do
amarelo ao esbranquigado (GOIN e GOIN, 1962). Sado constituidos por unidades
aproximadamente esféricas. chamadas de loculos seminiferos, que alojam as células da
linhagem germinativa (OLIVEIRA e VICENTINI, 1998). Revestidos externamente por uma
cépsula de tecido conjuntivo, denominada de tunica albuginea, (OLIVEIRA, 1996). Sao
ligados aos ductos arquinéfricos, de forma direta ou indireta, transportando o esperma até a
cloaca (ROMER e PARSONS, 1985). Emerson (1997) afirmou que: os testiculos, em
vertebrados, apresentam duas principais fungdes: a producdo de horménio (andrégeno) e a
produgdo de espermatozoides.

De acordo com Duellman e Treb (1994) os testiculos podem apresentar variagdes em
suas formas anatoémicas, relacionando com o periodo reprodutivo em formato e peso. Ainda
segundo Santos (2007) a forma, o tamanho e o peso dos testiculos refletem uma caracteristica
anatdmica associada ao bidtipo do animal. Algumas alteragdbes morfofuncionais estdo
relacionadas com a sazonalidade da reprodugdo, (LOFTS, 1974). O aumento de tamanho e
peso ocorre durante a fase de espermatogénese, em unidades testiculares, chamadas de l6culos
(DUELLMAN E TRUEB, 1986).

Imersos em tecido conjuntivo frouxo, os léculos, contém vasos sanguineos e vasos
linfaticos, nervos e células de Leydig, produtoras de horménios (LOFTS, 1974; JUNQUEIRA
e CARNEIRO. 1999). Estas Células de Leydig sdo responsaveis pela produgdo de



17

androgenos, entre eles. principalmente a testosterona. Alguns hormoénios entre eles a
testosterona secretados por estas células atuam de forma fundamental no controle das fungdes
reprodutoras masculinas, diferenciagdo e funcionamento dos ¢rgdos reprodutivos.
caracterizando uma espécie ¢ influenciando a produgdo de espermatozdides (RODRIGUES e
FAVARETTO, 1999). O processc da espermatogénese dos anuros ¢ cistico, as células

germinativas organizam-se em grupos bem definidos.

3.2 Caatinga e fauna de Anfibios

De acordo com Moreira e Barreto (1996) as condigdes climaticas podem intervir e
determinar os padrdes de atividades dos Anuros, ja que estes sdo organismos ectotérmicos e
possuem uma pele permeadvel, tornando-os vulneraveis a alteragdes externas.

Os ultimos estudos envolvendo anuros mostram que o sistema de acasalamento ndo ¢
aleatorio, sendo explicado pela competigdo entre machos (ARAK, 1983), ou por escolha da
fémea (RYAN, 1985) ja que estas sdo consideradas um recurso limitante para o sucesso
reprodutivo dos machos (WELLS, 1977 RYAN, 19850; ROBERYSON, 1986).

Em um levantamento sobre as espécies de anfibios na regido do nordeste do estado do
Piaui, realizado por Loebmann e Mai (2008), constatou-se uma diversidade de vinte ¢ uma
espécimes de seis familias de anuros, dentre as quais a familia Leptodactylidae foi a segunda
familia com maior distribui¢do na regido sendo representada com quatro espécimes.

Nas areas abertas brasileiras, a Caatinga apresenta-se dentro de um dominio
morfoclimatico, ocupando aproximadamente uma area de 800.000km?, possuindo uma vasta
fauna de repteis e anfibios. Na caatinga. atualmente sdo conhecidas quarenta e oito espécies
de anfibios anuros incluindo o L.macrosternum (LEAL et. al., 2005).

Na regifo Paraibana, algumas espécies foram descritas. Em Cabaceiras, Cascon (1987)
apontou 18 espécies de anfibios e Arzabe (1999) apontou 16 espécies em Sdo José do Bonfim.
Um dos fatores limitantes para melhor conhecimento dos anfibios da caatinga € a inconstincia
e variagdo das chuvas, visando que muitas das espécies sdo ativas e estdo disponiveis para a
reproducdo unicamente no periodo chuvoso (VANZOLINI, 1974; VANZOLINI, 1976; VITT
e VANGLIDER, 1983). Outras espécies como Dendropsophus minutus, pertecente a familia
Hylidae, Scinaxfus covarius, Physalaemus cuvieri e Eupemphix nattereri, apresentam
semelhangas nos habitos reprodutivos, de habitat, noturnos e com ampla distribuigdo
geografica (LUTZ, 1958) que podem ser encontradas em corpos d’aguas estagnados juntos a

vegetacdo baixa e em locais perturbados pela agdo antrépica (CARDOSO, 1981).

| ECA|
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4. METODOLOGIA
4.1. Descrigiio da Area de Estudo

Os animais foram coletados no municipio de Catolé do Rocha/PB, mais precisamente
na Fazenda do Cajueiro, com localizag¢@o geografica 6°20'38"S, 37°44'48"W. Este trabalho foi
realizado através de uma parceria entre o Centro de Educagfo e Satde — CES/UFCG/ Cuité —
PB e o Centro de Ciéncias Humanas e Agrarias da Universidade Estadual da Paraiba - UEPB,
Campus IV. O referido municipio esta localizado no Nordeste brasileiro caracterizado como
regido semi-arida, no Estado da Parafba, distante 430 km da capital Jodo Pessoa/ PB, com
altitude de 272 m.

O municipio de Catolé do Rocha apresenta clima bastante seco ¢ muito quente, com
estagdo chuvosa no verdo e média anual de 26,9°C, e no periodo mais frio uma temperatura
superior a 18°C. A fazenda cajueiro onde foi realizada a coleta, localiza-se a 2 km do centro
da cidade de Catolé do Rocha-PB, constituida por 112 hectares de terra, dreas de caatinga do
tipo arborea e arbustiva também fazem parte regido. Uma grande riqueza em plantas

espinhosas cactaceas e espécies frutiferas (Figura 1).

Figura 1- Area do municipio de Catolé do Rocha-PB (vista aérea) e area da fazenda do
cajueiro com localizag¢do da area de coleta (circulo amarelo destacado).

v

Fonte: Dyego Costa, 2015
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4.2 Atividades de Campo

Para a caracterizagdo das células da linhagem espermatogénica de L. macrosternum

(Figura 2) foram coletados 41 individuos durante o periodo de outubro de 2013 a junho de

2014.

Figura 2- Leptodactylus macrosternum.

(UFCGIBIBLIU | ECA|

Fonte: Dyego Costa, 2015.

As coletas dos anfibios consistiram em buscas auditivo-visuais intensivas nas areas
amostradas, onde foram realizadas caminhadas percorrendo as éreas de entorno e margens do
acude pertencentes ao local amostrado, utilizando-se lanternas e captura manual dos

individuos. Em seguida, foram eutanasiados através de uma dosagem do anestésico Xilocaina.

Trazidos para o Laboratério de Biossistematica de Anfibios, foram fotografados, sacrificados

em solugdo Xilol. Cada individuo recebeu uma etiqueta numerada e fixada em seu corpo.
Apo6s a identificagdo, os exemplares foram preparados e fixados com solugdo de formol a

10%. Com a utilizagdo de materiais cirirgico-oftalmolégicos, foram removidas as gonadas
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4.3 Analise Histologica

Ap0s a retirada das gonadas, estas foram fixadas em solugdo Formol 10% por 24 horas
e depois desidratados em série crescentes de alcool Hopwood (1990). Os testiculos foram
incluidos em parafina, seccionados & 5,0 um e corados com Hematoxilina/Eosina Robinson e
Gray(1990).Para anélise morfologica, as laminas montadas foram observadas ao microscépio
Olympus BX 60 e fotografados em fotomicroscépio OLYMPUS BX-50 no laboratério da
Universidade Federal de Campina Grande — Campus Cuité (Figura 3).

As c€lulas da espermatogénese foram reconhecidas de acordo com trabalhos descritos
por Hemosilla et al (1983) e Oliveira et al (2003a; 2003b).

Figura 3- Abertura ventral do exemplar L. macrosternum (A); Posi¢do dos testiculos na
cavidade ventral (B).

Fonte: Dyego Costa
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos anfibios anuros, o aparelho reprodutor masculino é representado por um par de
testiculos, ovdides, envoltos por uma camada fibrosa elastica (LOFTS, 1974), localizada na
cavidade corporal junto a outros érgdos. O aparelho reprodutor de machos L. macrosternum
mostraram-se iguais em aspectos histologicos anatdmicos as demais espécies comparadas
nesse estudo representante do grupo Anura.

A espécie, L. macrosternum, apresentou uma coloragdio amarelada e pouca variagdo de
tamanho. Oliveira e Zieri (2005) relatam tonalidade escurecida nos testiculos em espécies
como Physalaemus cuvieri ¢ Eupemphix nattereri (=Physalaemusnattereti) (Leptodactylidae)
devido & presen¢a de células pigmentadas no seu citoplasma, até entdo com fungio
desconhecida, denominadas melandcitos. Entretanto para ostras espécies de anuro como
Dendropsophus minutus e Scinaxfus covarius (Hilideo) Oliveira e Vicentini (1998)
apresentaram colorag¢do branco-leitosa.

A espermatogénese € o processo fisioldgico, no qual resulta na produgdo dos
espermatozdides, partindo de células germinativas, por meio de meiose. Os testiculos,
divididos em léculos, onde estdo localizadas as células, e sdo envoltos por uma camada
transparente denominada tinica albuginea (Figura4). A espermatogénese da ordem anura
apresenta todas as células da linhagem germinativa: espermatogbnias, espermatocitos,
espermatides e espermatozodides arranjados dentro do epitélio seminifero formando cistos.
Cada cisto possui células no mesmo estagio de diferenciagdo, ou cistos em estagios diferentes,
dependendo do ciclo reprodutivo. (HERMOSILLA et. al., 1993; OLIVEIRA et. al., 2003a
2003b). O que foi comprovado nesse estudo para a espécie L macrosternum. Ferreira et. al.
(2009), constatou que anuros da familia Hylidae, mostraram cistos bem definidos, em que as
espermatogénias estdo localizadas na periferia do tibulo, observados também entre outras

espécies de anuros
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Figura 4- Tunica Albuginea em destaque (seta) e os loculos do epitélio seminifero
(circulados).

Fonte: Dados da pesquisa

As células base tém como nome: espermatogonias, e estas, apresentam-se com seus
nucleos bem visiveis e arredondados, localizadas na periferia locular, sendo de facil
percepgdo nas laminas. Possuem cromatina densa, facilitando assim sua coloragdo. Estas
células estdo em fase de divisdo, por meio de meiose, e assim ddo origem as outras células

(Figura 5).

Figura 5- Identificagdo das espertatogoneas localizadas na periferia locular (10X).

Fonte: Dados da pesquisa
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O estagio de espermatdcitos primarios, também s@o encontrados na periferia do 16culo,
que apresentam um nucleo volumoso, entretanto pode se observar que a cromatina j4 esta se
condensando. Os espermatdcitos secundérios apresentam nlicleo bem menor e bem mais
denso. Diferente da primeira célula, estas por sua vez sofrem uma divisdo mit6tica em duas
células espermatocitos secundarios, que dardio origem as Espermatides. As espermétides sdo
células pouco coradas e com nticleos mais esféricos. Em fase de maturaciio, se diferenciam
em um processo chamado espermiogénese, e a partir dai temos os espermatozéides, os quais

se apresentam dispersos (Figura 6).

Figura 6- Circulos verde — Espermatides Secundaria; Circulo vermelho — Espermatozéide;
Circulo rosa — Espermatécitos; Circulo Roxo — Espermatdgonias; Circulo Amarelo —
Espermatide de priméria

Fonte: Dados da pesquisa
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os testiculos em vertebrados detém algumas fungdes, como produgdo de alguns
horménios. Sdo responsdveis também pela produgdo de espermatozéides e desta forma
propagacdo de suas espécies. Entender os processos de variagdes que possam ocorrer entre
espécies, ¢ determinante para conservagio e preservacgdo de tais.

As células de linhagem germinativas organizadas em cistos, dentro do epitélio
seminifero, com a presenga de todas as células organizadas em diferentes estagios de
diferenciagdo, caracterizando em uma espermatogénese cistica é uma caracteristica comum
em todos os anfibios.

Leptodactylus macrosternum junto com as demais espécies comparadas no presente
estudo, mostraram-se iguais em relagdo a caracterizagdo histologica testicular, e seu ciclo
espermatogénico. A Unica diferenca observada na pesquisa foi a variagio da coloragio dos

testiculos Leptodactylus com as espécies comparadas.
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PERSPECTIVAS

Para auxilio nas aulas de Histologia, pretende-se desenvolver a construgdo de um
material didatico na forma de um laminario. Contendo laminas histolégicas do tecido de
testiculos de anuros, como também a criagdo de um atlas ilustrativo para compor o acervo da
Biblioteca setorial do Centro de Educagdo e Saude, podendo ser utilizado como um roteiro de

apoio as aulas praticas e apoio para estudos mais especificos na érea.

)

urLG/bIBLIU | &
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