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RESUMO

Os anuros constituem uma ordem de animais pertencentes a classe Amphibia, que inclui
sapos, ras e pererecas, e no Brasil estd a maior biodiversidade mundial desses organismos,
as espécies da familia dos Leptodactylidae desempenham um papel importante em seus
habitats, sendo considerados como bioindicadores pois fornecem informacgdes sobre
possiveis perturbacdes dos ecossistemas. Esses animais ocorrem com frequéncia em areas
de dominio caatinga onde o padrdo de distribuicdo de chuvas determina a atividade
energética bem como a reproducgdo destes individuos, portanto estas espécies apresentam
uma grande variedade de estratégias fisiologicas e ecoldgicas ao longo dos periodos de
estiagem. Mediante a isso a informacdo apresentada nesta pesquisa busca mostrar como
a sazonalidade interfere no metabolismo energético, e consequentemente nos processos
reprodutivos destes animais. O material utilizado na pesquisa foi coletado no Horto
Florestal Olho D’agua da Bica (HFODB) no municipio de Cuité-PB, foram coletados
quinzenalmente entre os meses de janeiro a dezembro de 2013, individuos machos adultos
da espécie L. macrosternum. Para a realizac@o do experimento, foram removidos, pesados
e medidos pequenos fragmentos dos testiculos que posteriormente foram encaminhados
a rotina histolégica, nas andlises do material observou-se presenca de diferentes tipos
celulares. As quantificacdes das proteinas e dos carboidratos foram analisadas
estatisticamente, os valores mensais das quantidades de proteinas apresentaram o maior
valor médio significativo no més de julho, ja as quantidades de carboidratos apresentaram
os meses de junho, julho, agosto, setembro e dezembro com os maiores valores médios,
e o més de maio com o menor valor. Foram observadas apenas relacdes significativas
entre a pluviosidade e temperatura com as quantidades de carboidratos, e nenhuma
relacdo significativa com as quantidades de proteinas depositadas no testiculo de L.

macrosternum.

Palavras Chave: Anuros; metabolismo energético; 4reas abertas; pluviosidade e

temperatura.



ABSTRACT

The Anurans constitute an order of animals belonging to the Amphibia class, which
includes frogs and descendants, in Brazil is the world's largest biodiversity of these
organisms, species of the Leptodactylidae family play an important role in their habitats
and are considered as bioindicators because provide information on possible ecosystem
disturbances. These animals occur frequently in areas of the caatinga domain where the
rainfall pattern determines the energetic activity as well as the reproduction of these
individuals, whereas these species present a great variety of physiological and ecological
strategies during the periods of drought. Through this the information presented in this
research seeks to show how seasonality interferes in energy metabolism, and
consequently in the reproductive processes of these animals. The material used in the
research was collected in the the Horto Florestal Olho D’4gua da Bica (HFODB) in the
municipality of Cuité-PB, adult males of the species L. macrosternum were collected
biweekly between January and December 2013. For the accomplishment of the
experiment, small fragments of the testicles were removed, weighed and measured, which
later were sent to the histological routine, in the analyzes of the material it was observed
the presence of different cell types. The protein and carbohydrate quantifications were
statistically analyzed, the monthly values of the protein amounts presented the highest
mean value in July, while the carbohydrates presented the highest levels of carbohydrates
in June, July, August, September and December with the highest values average values,
and the month of May with the lowest value. There were only significant relationships
between rainfall and temperature with carbohydrate amounts, and no significant

relationship with the amounts of proteins deposited in the L. macrosternum testis.

Key Words: Anuros, energy metabolism, open areas, rainfall and temperature.
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1. INTRODUCAO

Os anfibios estdo presentes em todos 0s continentes, com excecao da Antértica, € no
Brasil estd a maior biodiversidade mundial desses organismos. Esses individuos
apresentam caracteristicas e modo de vida peculiares, como permeabilidade cutanea a
dgua e ciclo de vida dependente dos ambientes aquatico e terrestre, com uma fase larval
aquédtica e outra adulta terrestre (POUGH et al., 2008), se tornando vulnerdveis as

alteragdes ambientais.

Dentro da classe Amphibia estar a ordem Anura que inclui sapos, ras e pererecas. Os
anuros ocorrem com frequéncia na Caatinga. Este bioma se caracteriza pelas altas
temperaturas e baixa pluviosidade, com ciclos anuais de seca e chuva que determinam a
fase de atividade reprodutiva destes animais, uma vez que dependem absolutamente de
condi¢des hidricas apropriadas (MADELAIRE, 2012). Portanto, as espécies de anuros
apresentam uma grande variedade de estratégias fisioldgicas e ecoldgicas ao longo dos
periodos de estiagem. Uma das estratégias € a estivacdo que pode ser entendida como um
conjunto de mecanismos fisioldgicos e comportamentais que ajudam estes animais a

sobreviverem em condi¢des dridas.

Durante a estivagdo ocorre uma diminui¢do no consumo energético e nas atividades
metabdlica que pode resultar na preservacdo dos carboidratos e em uma queda na
producdo proteica. Desta forma, os lipidios passam a ser o principal combustivel
energético, porém os lipidios sdo importantes na formagdo dos gametas € na manutengao
da atividade vocal nos machos. Diante disso o prolongamento do periodo de estiagem

pode afetar a reproducio dos anuros.

A espécie Leptodactylus macrosternum foi utilizada nesta pesquisa como modelo
bioldgico por ser bem adaptada a areas perturbadas e a mudangas de temperaturas,
possibilitando assim uma interpretacdo mais aprofundada a respeito dos processos
reprodutivos e energéticos de anuros em uma regido de Caatinga. Além disso, €
considerada um bioindicador ambiental, pois esses animais apresentam forte
sensibilidade as alteracdes de parametros fisicos e quimicos da dgua, bem como alteragdes
na estrutura da vegetacdo que circundam os corpos d’agua. Assim fornece informacdes

sobre possiveis perturbacdes dos ecossistemas. (HEYER et al., 2008).
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Nesta perspectiva, o conhecimento dos padrdes energéticos, e dos diferentes fatores
que influenciam a biologia destes animais fornecem informac¢des que podem acrescentar
no entendimento dos principios de organizagdo das comunidades em seus ecossistemas
(BIONDA; TADA; LAJIMANOVICH, 2011). Estes principios, baseados em informagdes
relacionadas as atividades das populagdes, contribui para o entendimento da distribuicao
de grupos de espécies, suas relacdes internas e suas relacdes com o meio. Este € um
método essencial para estudos mais aplicados, voltados para o levantamento, conservacao

e manejo da biodiversidade (HOCKEY; CURTIS, 2009).

Considerando que estudos histoquimicos em anfibios sdao escassos, assim como
analises de proteinas e carboidratos presentes em testiculos de L. macrosternum. As
informagdes apresentadas nesta pesquisa buscam mostrar como a sazonalidade interfere
no metabolismo energético, e consequentemente nos processos reprodutivos destes
animais. Sendo esse um conhecimento importante, pelo fato desses animais possuirem
uma alta especificidade em relagdo ao ambiente onde vivem, e a interferéncia humana,

podem torna-los extremamente vulnerdveis as mudangas ambientais.

Diante disso, o presente trabalho visa explorar e contribuir com o registro de
informagdes sobre o metabolismo energético e a biologia reprodutiva dos anuros através
da quantificacdo das proteinas e dos carboidratos presentes no testiculo da espécie L.

macrosternum.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as quantidades de carboidratos e proteinas nos testiculos da espécie
Leptodactylus macrosternum, presente na area do Horto Florestal Olho D’4gua da Bica
(HFODB), verificando ainda as possiveis relacdes com as variagdes de temperatura e

pluviosidade da regido.

2.2 Especificos

e Analisar a correlacdo entre carboidratos e proteinas nos testiculos;
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e Avaliar o balanco quantitativo e qualitativo das proteinas e dos carboidratos
presentes nos testiculos;

e Relacionar a variacdo de carboidratos e proteinas com regime de chuvas e
temperatura da regido;

e Associar a reproducio de L. macrosternum, com os niveis de carboidratos e

proteinas.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Descricao da espécie Leptodactylus macrosternum

A familia Leptodactylidae é representada por quatro gé€neros (Hydrolaetare,
Scythrophrys, Paratelmatobius e Leptodactylus) e 99 espécies (FROST, 2016). A maior
parte estd contida no género Leptodactylus com 88 espécies, e entre essas destaca-se a
espécie Leptodactylus macrosternum formada por animais de pequeno e médio porte,

insetivoros, terrestres ou semiaquaticos (FROST, 2008).

Leptodactylus macrosternum € conhecida popularmente como ra-manteiga (figura
01). Essa € uma ra de médio porte que suporta diferentes habitats podendo ser encontrada
tanto em ambientes de florestas tropicais umidas e dreas abertas, como em ambientes de
savana, campos e dreas seca (HEYER et al., 2008). E € caracterizada por apresentar um
padrdo de ocelos negros espalhados de forma irregular pelo dorso e uma coloragdo
olivicea a qual permite uma ficil camuflagem no ambiente natural. Esses animais estao
adaptados 4s modificacOes e perturbacdes antropicas, além disso podem ser encontrados

em areas urbanas e em habitats de florestas secundarias (LAVILLA et al., 2010).

A espécie Leptodactylus macrosternum possui hibitos noturnos, e tem como habitat
preferencial corpos d'dgua l€nticos tais como banhados, arroios, e canais onde vivem em
meio as gramineas (FROST, 2016). Podem chegar a medir 15 cm de comprimento, e
apresentam uma dieta preferencialmente carnivora consumindo uma grande variedade de
presas terrestres, principalmente artropodes, e adicionalmente uma pequena quantidade
de vertebrados (BRITO, 2011). Além disso, as caracteristicas anatdmicas e morfologicas

dos sistemas reprodutores desses individuos juntamente com os fatores climéticos
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permitem analisar os aspectos reprodutivos destes animais, possibilitando assim, a

ampliacdo do conhecimento a respeito da biologia reprodutiva dos anuros neotropicais.

Figura 01: Espécie Leptodacty lusmacrosternum

Fonte: Mauricio Rivera Correa

3.2 Biologia Reprodutiva dos anuros

Muitos trabalhos que falam a respeito da biologia reprodutiva dos anuros, abordam
aspectos morfologicos e comportamentais destes animais em seus ambientes, como o
comprimento rosto-cloacal, vocaliza¢gdes e o nimero de noites de participacdo no coro,
que também sao fatores de selecdo sexual em anfibios anuros (CHAVES, 2016);

(WELLS, 1978); (HADDAD, 1995); (MARTINS et al. 1998).

A temporada de reproducdo de anuros normalmente estd relacionada com a
pluviosidade temperatura, umidade relativa e a disponibilidade de dgua, além disso os
anuros podem ser classificados de acordo com a durag@o dos eventos reprodutivos, alguns
possuem reprodugdo explosiva, na qual os eventos reprodutivos ocorrem por apenas
alguns dias. Enquanto outros apresentam reproducio prolongada, cuja duragdo ultrapassa
o periodo anteriormente relatado. Assim, esses dois padrdes reprodutivos influenciam nas
estratégias reprodutivas e comportamentais adotadas pela populacdo (WELLS, 1977).
Foram identificados 29 modos reprodutivos em anfibios, que sdo determinados por uma

série de caracteristicas como o lugar onde os ovos sdo depositados, caracteristicas da
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ninhada, duracdo do desenvolvimento, e presen¢a ou nao de cuidado parental (HADDAD:;

PRADO 2005).

Existe outro tipo de classificacdo proposto por Lofts (1974) de acordo com as
caracteristicas histolégicas e comportamentais, na qual as espécies sdo consideradas
como de reproducdo continua, potencialmente continua e descontinua. Esses ciclos
gametogénicos podem ser estabelecidos por mudancas ambientais que interferem na

espermatogénese como a temperatura e o fotoperiodo.

Os ciclos “descontinuo” ocorrem em zonas climaticas temperadas e geralmente
apresenta um discreto periodo de reproducdo. Enquanto os ciclos “potencialmente
continuo” e “continuo” sdo tipicos de regides tropicais e caracterizam-se pela producdo
constante de gametas, porem no ciclo potencialmente continuo ocorre uma interrup¢ao

parcial da gametogénese.

Estes dois tipos de classificagdo ndo sao mutuamente exclusivos e podem ser mais
ou menos apropriados, dependendo do tipo de estudo conduzido (BERTOLUCI,
RODRIGUES, 2002). Entretanto, para definir as caracteristicas da sazonalidade em
relacdo ao desenvolvimento das células germinativas torna-se necessario a compreensao

do ciclo reprodutivo de anuros.

3.3 Caracteristicas e funcoes dos testiculos

O aparelho reprodutor masculino dos anuros € constituido por pares de testiculos que
se localizam na cavidade celomdtica, proximo aos rins. Este 6rgdo é compacto, possui
forma arredondada e cor geralmente esbranquicada, podendo apresentar modificacdes
anatomicas, como variacOes na forma e no peso de acordo com o periodo reprodutivo e
alteracoes morfofuncionais associadas a sazonalidade da reproducdo (ZIERI, 2010).
Além disso o controle dos processos de gametogéneses estd associado aos fatores

climéticos e ao ritmo endégeno desses animais.

Quanto a organizacdo morfoldogica Oliveira e Vicentini (1998) enfatizam que os
testiculos dos anuros sdo revestidos pela tinica albuginea, que retém o parénquima
testicular constituido por tecido germinativo, disposto em loculos seminiferos. Estes sdo

delimitados por tecido conjuntivo frouxo, porém ndo se observa a presenga de septos
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intratesticulares, sendo esta uma afirmativa legitimada também por Oliveira e Zieri

(2005).

Histologicamente as rds apresentam os testiculos organizados em compartimentos
tubular e intertubular. O compartimento tubular € constituido por um agrupamento de
tdbulos com uma membrana basal acelular associada a células mioides, as quais contém
em seu interior cistos, ou conjuntos de células germinativas, envoltas por células de
Sertoli, com fun¢do € espermatogénica. J4 o compartimento intertubular é formado por
células de Leydig (células esteroidogénicas), macréfagos, mastocitos e componentes do
tecido conjuntivo, além disso, esse compartimento € bem vascularizado e possui fungao

esteroidogénica (SILVA, 2017).

De acordo com Zieri (2010), na margem anterior dos testiculos, encontram-se os
corpos adiposos abdominais que constituem uma caracteristica estrutural comum a todos
os anfibios. Essas estruturas apresentam colora¢do amarelada e muitos prolongamentos
digitiformes que estdo localizados na parte cranial dos testiculos. Os corpos adiposos siao
ricos em colesterol e triglicerideos servindo como uma reserva nutricional para as
gbonadas (apud DUELLMAN e TRUEB, 1994), que se desenvolvem em testiculos ou
ovarios e também em seus sistemas tubulares condutores de gametas, conforme a
influéncia de fatores ambientais, genéticos e fisioldgicos. Desta forma, a fungdo que os
testiculos exercem € de produgdo de gametas (espermatogénica) e enddcrina

(esteroidogénica).

A espermatogénese € um processo ciclico, complexo, altamente organizado e
coordenado que se inicia com a divisdo da espermatogdnia-tronco, resultando em células
formadoras de gametas e células comprometidas com a manutencdo celular. No
parénquima testicular o tecido germinativo apresenta diferentes tipos celulares:
espermatogéOnias no limite do epitélio; espermatdcitos e espermatides na sequéncia da
citodiferenciacdo, e espermatozoides que geralmente sdo encontrados proximos ao limen
(OLIVEIRA et al, 2002). Este epitélio apresenta um arranjo cistico, ou seja, grupos de
células sexuais germinativas associadas com as células de Sertoli, constituindo cistos
espermatogenético, que € uma caracteristica comum dos anfibios, bem como em outros
anamniotas (GRIER, 1992). Durante o periodo espermatogénico o tecido hepatico exerce
diversas funcgdes, entre elas estd a formacdo e armazenamento de lipidios, hidratos de

carbono e sintese de esteroides associados as protefnas, os quais s@o utilizados na


https://www.sinonimos.com.br/diversas/
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atividade metabdlica dos testiculos durante a agdo dos hormdnios esteroides (KAO et al.,

1993).

Os testiculos possuem algumas células especificas que desempenham fungdes
importantes, tendo como exemplo as células peritubulares midides que sdo responsaveis
por constituir a parede dos tibulos seminiferos, onde participam da regulacdo pardcrina
da funcao testicular, e em associacdo com as células de Sertoli, sintetizam os componentes

da membrana basal.

As células de Leydig que sdo responsdveis pela produgdo de andrégenos, os quais
sdo sintetizados a partir do colesterol (ASSIS, 2011). De acordo com estudos realizados
em diversas espécies de anfibios, as células de Leydig passam por vdrias mudangas
morfolégicas que estdo relacionadas com a sazonalidade, podendo refletir em suas

funcdes e nas variacOes ciclicas.

E as Células de Sertoli, que tém fung¢do de sustentacdo, nutri¢do, secrecdo,
fagocitose, e liberacdo de espermatides maduras (espermiagdo), também atuam na
intermediacdo hormonal da espermatogénese, através de receptores para esterdides
(andrégenos e estrégenos) e para FSH (Hormonio Foliculo Estimulante), (SCHULZ e

MIURA, 2002; NOBREGA et al. 2009; SCHULZ et al. 2009).

3.4 Funcao de carboidratos e proteinas na reproducao biolégica

Os carboidratos e as proteinas apresentam mecanismos especificos de atuacao sobre
a eficiéncia reprodutiva, uma vez que os niveis nutricionais podem afetar o
desenvolvimento e a fungdo dos 6rgdos reprodutivos, além de, acarretar em alteracdes do
funcionamento do sistema enddcrino envolvido com a reprodugdo. Entdo, pode-se dizer
que a condicao nutricional € um fator primordial para o desempenho reprodutivo em todas
as espécies animais. E nos machos estd diretamente relacionada com os parametros
testiculares e, consequentemente, com a qualidade do sémen e indices de fertilidade

(SIQUEIRA FILHO, 2006).

A contribuicdo de nutrientes, particularmente a proteina produz aumento no
metabolismo e na concentracdo de enzimas microssomais hepaticas. Esses resultados

aumentam os niveis metabdlicos de estradiol, refletindo nos niveis de FSH (Hormonio
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Foliculo Estimulante) e LH (Hormo6nio Luteinizante) (Gordon, 1999). O FSH controla a
funcdo testicular associado ao LH atuando respectivamente nas células de Leydig e de
Sertoli. O FSH atua nos tubulos seminiferos estimulando a espermatogénese e o LH

estimula a producdo de andrégenos principalmente da testosterona (BETTENCOURT,
1999).

As proteifnas atuam diretamente sobre a producdo de hormonios e indiretamente na
espermatogénese, enquanto os carboidratos fornecem energia para realizacdo das
principais fun¢des do organismo, inclusive a reproducdo que exige um grande gasto
energético, e nos anuros esse processo estd atrelado a vocaliza¢do dos machos, tornado a

reproducdo € energeticamente custosa.

3.5 Anuros na Caatinga

A Caatinga forma um dominio morfoclimatico exclusivamente brasileiro, que se
caracteriza pelas altas temperaturas, por varios meses de estiagem e por chuvas sazonais.
Estas caracteristicas interferem em eventos da vida animal, determinando assim o padrao
reprodutivo de anfibios anuros e alterando o seu metabolismo energético. Na caatinga sio
encontradas pelo menos 48 espécies de anfibios (RODRIGUES, 2003) que durante as
estagdes secas apresentam adaptacdes fisiolégica e comportamentais para altas
temperaturas e escassez de &4gua. Alguns anuros permanecem em atividade se
alimentando e utilizando corpos de agua permanente para hidratacdo, porém outros

estivam enterrando-se em solos proximos a fontes de dgua subterranea (MADELAIRE,

2012).

A estivacdo é um conjunto de alteracoes fisiolégicas e comportamentais, que estao
relacionadas com a reducdo do metabolismo e a permanéncias em micro-habitat
especificos durante o periodo de estiagem. Isso permite a preservacao do balanco hidrico
que pode aumentar as chances de sobrevivéncia ao longo dos periodos de seca

(CARVALHO; NAVAS; PEREIRA, 2009).

Entretanto a depressdo metabdlica estar intimamente relacionada com o fendmeno
de estivacdo, que envolve vdrios ajustes metabdlicos, como por exemplo, uma dréstica
redugdo na respiragdo cutanea com consequente diminuicao da perda evaporativa de 4gua

(GUPPY; WITHERS, 1999). Além disso, a interferéncia no metabolismo reflete na


https://www.infoescola.com/hormonios/hormonio-foliculo-estimulante-fsh/
https://www.coladaweb.com/biologia/fisiologia/hormonio-luteinizante-lh
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sintese de proteinas, podendo acarretar na sua diminui¢do, e este € um dos principais
aspectos que parece baixar o consumo energético no estado inativo (HAND;
HARDEWING, 1996). Além do mais o sucesso reprodutivo depende diretamente da

manutencdo dos niveis proteicos durante a fase de reproducdo (GUPPY et al., 1994).

A maioria dos anuros que estivam em regides semidridas possuem comportamento
reprodutivo explosivo, e isto implica na manutencao dos estoques de glicogénio e lipidios
no inicio da reproducdo, pois a vocalizac¢ao é energeticamente custosa (GRAFE; THEIN,
2001). Além de todo esse gasto energético na reproducdo, hd ainda um desafio extra de

atrelar a reproducio a imprevisibilidade das chuvas na caatinga.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de Estudo

O material utilizado na pesquisa foi coletado no Horto Florestal Olho D’4gua da Bica
(HFODB) no municipio de Cuité-PB (figura02), que atualmente encontrar-se sob a
administracdo da Universidade Federal de Campina Grande. Estd localizado na
mesorregido do Agreste Paraibano e microrregido do Curimatad Ocidental entre as
coordenadas (6°29'06"S/36° 924" 0O), no planalto da Borborema. E uma drea 75 hectares
formada por encosta, nascentes, virzea e vegetacao do tipo Caatinga arbustiva arbdrea,

com altitude de 667 metros acima do nivel do mar e uma area total de 758,6 km2.

(COSTA et al 2009).

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

Paraiba. E distribui¢cdo dos corpos d’agua no local de coleta.

» YA

g -
S r 1 Paraiba

Fonte: Dados da pesquisa, 2017


https://www.sinonimos.com.br/encontrar-se/
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4.2 Espécimes avaliadas

Para a execucdo deste trabalho foram coletados quinzenalmente entre os meses de
janeiro a dezembro de 2013, na drea do Horto Florestal Olho d“dgua da Bica, individuos
adultos da espécie L. macrosternum, com autorizacao prévia do IBAMA/SISBIO (44134-
1). As espécies utilizadas neste estudo haviam sido capturadas para um trabalho anterior,
porem os testiculos destes animais foram conservadas e desta forma foi possivel utiliza-

los para fins desta pesquisa, evitando assim outra retirada relevante do seu habitat.

Nos meses, entre janeiro-abril e outubro-novembro ndao foram encontrados

individuos machos de L. macrosternum durante as saidas de campo. (Tabela 01)

Tabela 01: Quantidade de espécimes coletados

Meés de coleta Niimeros de exemplares
Maio 6
Junho 11
Julho 6
Agosto 3
Setembro 2
Dezembro 2

Fonte: Dados da pesquisa, 2017

Levando em consideragdo esses aspectos pode-se dizer que esta pesquisa € de Carater
descritiva e exploratoria (GIL, 2002), caracterizada como uma abordagem quali-

quantitativa.

4.3 Preparacio das Laminas

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, no qual foi realizado esse experimento, para isso foram utilizados
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diferentes equipamentos, tais como a capela de exaustdo que tem a funcdo de evitar que
0s gases toxicos se dissipem, a estufa laboratorial que inibi a a¢do microbioldgica, o
micrétomo para realizagdo dos cortes histoldgicos e o banho maria de laboratério (Figura

03).

Os testiculos foram removidos, pesados, medidos e encaminhados a rotina
histolégica. Estes foram fixados em solucdo Bouin (mistura de 71% é&cido picrico, 24%
formol puro e 5% volumes de 4cido 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). Em seguida, foram envolvidos em parafina
(Figura 4) e cortados a 7,0 um. Posteriormente, foi realizada a colorag@o dos cortes, para
corar as proteinas foi utilizado xilidina, e a colorac¢do 4cido periédico-Schiff (PAS) para
os carboidratos. Além disso, foi feita uma andlise histoquimica das proteinas e dos

carboidratos.

Foram utilizadas 19 amostras de testiculos, para cada amostra realizou-se dois cortes
histolégicos, as laminas com os cortes foram observadas em um microscépio de luz com
sistema de captura de imagens no qual realizou-se 11 imagens de cada lamina, dessas
onze imagens uma foi capturada na panordmica e dez foram capturadas na objetiva de
40x em diferentes angulos. E para obter a quantificacdo das proteinas e dos carboidratos
presentes nos testiculos, foram analisados a drea dos tecidos testiculares através de
fotomicrogréficas de cortes obtidas no programa de manutencdo de imagem GIMP 2,

onde os valores das quantidades de proteinas e carboidratos foram expressos em pixels.

Figura 03: Referente aos equipamentos utilizados para realizacdo dos experimentos

Fonte: Dados da pesquisa, 2017

Figura 04: Testiculo de L. macrosternum envolvido em parafina


http://www.ageracaociencia.com/2018/01/19/coloracao-acido-periodico-schiff/
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019

4.4 Analises da quantificacao de proteinas e carboidratos e variaveis

climaticas

Inicialmente foi verificada a existéncia de valores discrepantes (outliers), em seguida,
a normalidade dos dados foi testada por Shapiro-Wilk, e quando necessarios submetidos
a normalizacdo (x + 0,5)1/2. (Tukey e Dunn, respectivamente). A quantificacdo de
protefnas e carboidratos nos testiculos foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis e

quando necessério completado pelo Teste de Dunn.

A relacdo entre as varidveis climdticas e quantificacdo de proteinas e carboidratos,
foi verificada por meio do teste de Regressdo Linear Simples. Sendo necessirios a
realizacdo dos testes de correlagdo 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 meteorolégicos mensais de temperatura (°C) e pluviosidade (mm) foram
adquiridos através do banco de dados do Centro de Agéncia Executivos de Gestdo de
Aguas do Estado da Paraiba (AESA), através da estacio meteoroldgica vizinha do local

de amostragem.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise histologica do tecido testicular de L. macrosternum

Fica evidente para fins de observacgao os tipos celulares que constituem os testiculos
de L. macrosternum nos animais coletados durante o periodo amostral, com cada l6culo
apresentando varios cistos de células espermatogénicas (Figura 5). Cada cisto se
apresentou como um agrupamento de células germinativas em um mesmo estado de
diferenciac@o. Os l6culos sdao delimitados pela tinica albuginea e ao centro da estrutura
testicular a regido do mediastino (Figura 5 D, Med), ambas as estruturas sendo formadas

por tecido conjuntivo.

Figura 05: Cortes histolégicos dos testiculos de L. macrosternum

"-.

Figura testiculo- A- Corte em 4x TA Spl- espermatdcito; St- esperméatide; B = Loculo
seminifero; Z- espermatozdides; * limem com espermatozéides; C- Sg- espermatogdnia;
D- Med- mediastino.

As espermatogonias (Figura 5 C, SG) foram registradas como células localizadas na

periferia locular, margeando a tinica albuginea e apresentando cromatina granular.



26

As espermdtides (Figura 5 A, St) s@o células cujo nidcleo sofre alongamento
concomitantemente a uma progressiva compactacao nuclear, se desfazendo a organizagdo
cistica para se arranjar em feixes sustentados pelas células de Sertoli, embora ainda seja
considerada como um cisto germinativo.

Os espermatdcitos primdrio (Figura 5 A, Sp) sdo levemente menores que as células
anteriores com nicleo bem mais denso e com uma grande drea citoplasmaética eosinéfila
ao redor. Os espermatozoides (Figura 5 B, Z) apresentarem como células caracterizadas
por compactagcdo nuclear e reducdo citoplasmatica muitas vezes livres no centro dos
16culos.

Nas laminas observadas ficou evidente a presenca constante de espermatozoides
livres e espermatides alongadas com disposicao em leque (Figura 6, B). Além disso,
também foi verificado que as amostras apresentaram espermatozoides em grande

quantidade no interior dos tibulos seminiferos (Figura 6, A).

Figura 06: Corte histolégico do testiculo de L. macrosternum referente ao més de agosto

Figura A- espermatozoides no 16culo seminifero; B - espermatides em forma de leque.

Segundo Chaves et al, 2017, é descrito para a espécie que hd diferencas na
quantidade de espermatozoides no interior dos tibulos, bem como as variacdes das
caracteristicas no arranjo dos epitélios seminiferos, essas informacdes evidenciam que a
espécie estudada apresenta ao longo do ano formas diferentes no processo de
espermetogénese, podendo ser aciclica, com liberacdo explosiva de espermatozoide,

sendo essa uma informag¢do confirmada também na pesquisa de Ferreira, Rosa e Mehanna
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(2009). Essa variagdo observada no processo gametogénico de L. macrosternum, com
interrupgdo parcial dessa atividade quando nao hd condic¢des climaticas favordveis para a
reproducdo corrobora com trabalho de Lofts (1974) que classifica esse tipo de ciclo

reprodutivo como “potencialmente continuo”, e tipicos de regides tropicais sazonais.

5.2 Quantificacao das proteinas e carboidratos

Grafico 01: Valores médios e erro padrio mensais das quantidades de proteinas
depositadas nos testiculos dos individuos machos coletados de Leptodactylus
macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO, 1926) na drea do HFODB, Cuité- PB, no periodo

de maio 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, 2019.
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Griafico 02: Valores médios e erro padrao mensais das quantidades de carboidratos
depositados no testiculo dos individuos machos coletados de Leptodactylus
macrosternum (MIRANDA-RIBEIRO, 1926) na drea do HFODB, Cuité- PB, no periodo
de maio 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, 2019.

O més de julho apresentou o maior valor médio significativo observado para a
concentragdo de proteinas nos testiculos de L. mascrosternum, chegando a 700 pixels. Os
demais meses de coleta (maio, junho, agosto, setembro e dezembro) apresentaram
concentragdes de proteinas bem abaixo do apresentado no més de junho, variando entre
500 e 600 pixels (Gréfico 01). J4 as quantidades de carboidratos (Grafico 2) apresentaram
os meses de junho, julho, agosto, setembro e dezembro com os maiores valores médios
variando entre 350 e 400 pixels. Contudo o més de maio apresentou o menor valor

significativo (p<0.05) para este pardmetro (310 pixels).

5.3 Relacdes de proteinas e carboidratos com a sazonalidade

A variagdo sazonal (pluviosidade e temperatura) da regido estd apresentada no

(Griafico 3). Foram observadas apenas relacdes significativas entre a pluviosidade e as

quantidades de carboidratos (r = 0,01; p=0,03) e temperatura e quantidade de carboidratos
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(r=0,02; p=0,04). A variacdo do regime de chuvas e temperatura ndo apresentou nenhuma
relacdo significativa com a quantidade de proteinas depositadas no testiculo de L.

macrosternum (Tabela 2).

Grafico 03: Niveis de chuva e varia¢do de temperatura na drea do HFODB, Cuité- PB,

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

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 significancia
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Tendo em vista os dados obtidos nesse trabalho podemos observar que no més de
agosto houve um aumento nas quantidades de carboidratos e uma diminuicdo nas
quantidades de proteinas. Considerando que durante esse més a pluviosidades na regido

diminuiu significativamente, podemos deduzir que durante o periodo de estiagem houve
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uma diminuicdo na producdo de proteinas que segundo Hand e Hardewing (1996), isso
ocorre para baixar o consumo energético no estado inativo. Ao diminuir a sintese proteica
o organismo pode passa a preservar estoques de carboidratos para que ele possa ter
energia para realizar suas fungdes vitais durante os periodos sazonais, talvez seja por esse
motivo que resultou num aumento das quantidades de carboidratos durante os periodos

de auséncia de chuvas.

Além das mudangas metabdlicas, a sazonalidade também € capaz de interferir na
reprodugdo dos anuros, pois a diminuicao de proteinas e a conservagdo dos carboidratos
durante esse periodo, pode comprometer o sucesso reprodutivo desses animais, uma vez
que a reproducio depende de um grande gasto energético, inclusive na vocalizagdo, o que
leva a necessidade da manutencdo dos niveis de carboidratos e lipidios que atuam como
reserva energética. E durante os periodos sazonais ocorre a escassez de alimentos para os
anuros, o que ndo permite essa manuten¢ao de carboidratos, levando o individuo a estivar
para evitar gastos energéticos. Além disso, as baixas ocorréncias das chuvas bem como a
sua imprevisibilidade em ambientes semidridos podem causar mudangas fisiol6gicas nos
anuros fazendo com que eles entrem em um sono estival, o que justifica o fato dos
individuos L. macrosternum nao serem encontrados durante alguns meses nas saidas de

campo.

A pesquisa possibilitou também uma avaliacio do padrdo de atividades de L.
macrosternum com base no numero de capturas na drea de estudos do (HFODB),
observando que no més de junho obteve-se o maior nimero de exemplares coletados
(Tabela 1), pois esse més € caracterizado por uma alta pluviosidade (Grafico 3), o que
permite que esses animais sejam encontrados com maior frequéncia, uma vez que as
condicdes estdo favordveis para a busca de alimentos e vocalizagdo, que caracteriza o
periodo reprodutivo, o qual depende da disponibilidade de dgua. Além da pluviosidade,
a temperatura do ar também pode influenciar na reducdo da atividade metabdlica dos
animais ectotérmicos, fazendo com que o metabolismo diminua, o que permite que esses
animais sobrevivam em condi¢Oes desfavordveis e conservem energia (OLIVEIRA et al.,

2013).
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6. CONCLUSAO

Com base nos objetivos e nos resultados obtidos a partir da andlise histoquimica e da
quantificacdo de proteinas e carboidratos, foi possivel observar que o comportamento
fisiolégico e reprodutivo da espécie L. macrosternum estd intimamente ligado a
sazonalidade da regido, variando de acordo com os periodos de chuvas e estiagem. Apesar
de ndo ter sido evidenciadas variac¢des significativas nas quantidades de proteinas, durante
o més em que a pluviosidade na regido diminuiu, registraram uma reducdo nos seus
valores médios enquanto as quantidades médias de carboidratos aumentaram, tornando

notdvel a interferéncia da pluviosidade no metabolismo energético desses animais.

O que nos leva a concluir que a sazonalidade e a imprevisibilidade de chuvas
interferem diretamente no metabolismo e indiretamente no processo reprodutivo, uma vez
que durante os periodos de estiagem os anuros precisam diminuir os seus gastos
energéticos. Contudo, os processos reprodutivos dos anuros necessitam da manutencao
dos niveis de carboidratos estocados no testiculo desses animais, sendo assim,
energeticamente custosa. Além disso existe outros fatores que interferem na reproducao
dos anuros que estdo ligados a sazonalidade, como a escassez de alimentos e a falta de
dgua, visto que a reprodugao desses animais depende de gastos energéticos, e condicoes

hidricas apropriadas.
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