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RESUMO 

TEIXEIRA, P.C.  ESTRESSE DE MANEJO CRIATÓRIO EM RÃS-TOURO: 
ASPECTOS HORMONAIS, HEMATOLÓGICOS E MORFOLÓGICOS. Jaboticabal, 
2012. 109p. Tese (Doutorado) Centro de Aqüicultura, Universidade Estadual Paulista. 

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta fisiológica de estresse no clímax e logo após 
a metamorfose de rã-touro (Lithobates catesbeianus) em diferentes densidades e triagens 
aplicadas sendo conduzidos no laboratório e no campo. No experimento Densidade foram 
testadas as densidade de pré-engorda: 70 animais m-2 (D70), 100 animais m-2 (D100) 
controle, 150 animais m-2 (D150) e 200 animais m-2 (D200), com três réplicas 
simultâneas. No Experimento Triagem foram testados os manejos de seleção por tamanho 
(triagem): Sem Triagem (ST), Triagem Parcial a cada quinze dias (TP), Triagem Total a 
cada quinze dias (TT), com quatro réplicas simultâneas. Foram avaliados o parâmetro 
hormonal da corticosterona plasmática (Radioimunoensaio - RIE), os parâmetros 
hematológicos da série vermelha e branca, bem como a morfologia das células cromafins 
(rim) e glândulas de muco (pele). A corticosterona plasmática respondeu às distintas 
condições de densidade e triagem aumentando para as densidades D150 e D200 e para as 
triagens TP e TT ao longo do tempo experimental no laboratório. Porém no campo, a alta 
densidade e a situação de cativeiro não foram suficientes para provocar estresse nos 
animais que apresentaram uma diminuição dos níveis de corticosterona aos 30 dias. Na 
experimentação de Triagem campo os níveis de corticosterona apresentaram menos 
expressivos se comparado ao laboratório com diminuição aos 30 dias para TT. A série 
vermelha respondeu aos distintos estresses de densidade e triagem com o aumento do 
VCM e HCM de forma semelhante, no laboratório. Já no campo este resultado foi menos 
expressivo A série branca respondeu ao estresse de densidade com aumento de 
neutrófilos, basófilos, eosinófilos e monócitos, no laboratório e alterações menos 
expressivas no campo. Porém respondeu ao estresse agudo de triagem com diminuição de 
neutrófilos e demais figuras sanguineas na experimentação de laboratório e campo. As 
células cromafins responderam, na experimentação de campo com maior área destas 
células para D200 sugerindo que houve hiperplasia com o aumento de densidade. No 
experimento Triagem foi observada maior área para ST sugerindo que a triagem não 
alterou o número das células cromafins dos animais. As glândulas mucosas responderam 
com acúmulo de muco nos tratamentos de maior estresse nos distintos estudos, sendo 
mais estressante para a experimentação de laboratório, porém no experimento de Triagem 
foi observado resposta mais expressiva se comparada ao experimento de Densidade. 
Concluiu-se que o estresse de densidade e triagem em laboratório mostraram maior 
expressividade se comparados ao campo. 

Palavras chave: ranicultura, estresse, corticosterona, hematologia, células cromafins, 
glândulas mucosas 
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ABSTRACT 

TEIXEIRA, P.C.  HANDLING STRESS IN REARING FARMS OF BULLFROG: 
HORMONAL, HEMATOLOGICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS. Jaboticabal, 
2012. 109p. Tese (Dr) Aquaculture Center, São Paulo State University. 

This work aimed evaluate the physiological response of the stress in the climax and 
immediately after metamorphosis of bullfrogs (Lithobates catesbeianus) submitted to 
different densities (D) and to selective handling by animal size (S) conducted in 
laboratory and field. In the Density experiment four different densities for animal were 
tested: 70 animals.m-2 (D70), 100 animals.m-2 (D100), density control, 150 animals.m-2

(D150) and 200 animals.m-2 (D200), using 3 simultaneous replicates. In the handling 
experiment three selective handling by animal size were tested: without selective 
handling (NS), Partial Selective handling each 15 days (PS), Total Selective handling 
each 15 days (TS), using 4 simultaneous replicates. For the stress response evaluation 
hormonal parameter for plasmatic corticosterone (radioimmuneassay - RIE) were 
quantified. In addition, hematological parameters in red and white blood cells, and the 
morphology of cromafins cells (kidneys) and mucus glands (epiderm) were determined. 
The plasma corticosterone responded to the different conditions of density and separate 
by size (screening), increasing to the D150 and D200 and to the PS and TS throughout the 
experimental period. In the laboratory, but in the field high density and captive situation 
were not enough to cause stress in animals that showed a decrease in corticosterone levels 
at 30 days. In the field, levels of corticosterone in screenig stress showed less significance 
compared to the laboratory with a decrease to 30 days for TS. The red series responded to 
different stresses, density and screening with the increase MCV and MCH in a similar 
way in the laboratory, but in the field this result was less significant. The white series 
responded to density stress with an increase of neutrophils, basophils, eosinophils and 
monocytes in the laboratory and less significant changes in the field. However responded 
to screening stress with a decrease of neutrophils and other blood figures in the laboratory 
and field experiments. Chromaffin cells responded in the field with the largest area to 
D200 suggesting hyperplasia with increased density. In the screening stress we observed 
the largest area to NS suggesting that separate by size did not alter the number in 
chromoaffin cells in the animals. The mucous glands responded with accumulation of 
mucus in the treatments of increased stress in both studies showing difference for the 
laboratory experimentation. The screening experiment presented to be more stressful 
compared to the density stress. It was conclud that the density and screenning stress in 
laboratory showed greater expression compared to field results.  

Key words: frog culture, stress, corticosterone, hematology, chromaffin cells, mucus glands 
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A rã-touro, Rana catesbeiana SHAW 1802, recentemente re-classificada como 

Lithobates catesbeianus (FROST et al., 2006), é a única espécie utilizada pelos ranários 

comerciais brasileiros por suas características zootécnicas como rusticidade (facilidade de 

manejo), precocidade (crescimento rápido) e prolificidade (elevado número de ovos por 

postura). Embora a criação de girinos e imagos de rã-touro saudáveis seja uma etapa 

fundamental para o sucesso de qualquer ranário, observa-se mortalidade destes animais 

na maioria dos ranários comerciais, seja por problemas de manejo, deficiência alimentar, 

instalações inadequadas, má qualidade da água ou por doenças bacterianas e fúngicas 

(RIBEIRO FILHO, 1998; FERREIRA et al., 2002; LIMA et al., 2003). 

A metamorfose é um período de grandes transformações pós-embrionárias que 

envolvem mudanças morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e comportamentais, na qual 

o organismo altera seu modo de vida (DUELLMAN e TRUEB, 1986; AMPHIBIAN 

METAMORPHOSIS ASSAY, 2008). Nesta etapa e nos 30 dias subseqüentes a ela, os 

animais enfrentam mudanças que os tornam mais susceptíveis a qualquer desequilíbrio 

homeostático, ou seja, estresse, ocasionando altas taxas de mortalidade em ranários 

comerciais (FERREIRA et al., 2002; LIMA et al., 2003). Consideram-se aceitáveis na 

fase de pré-engorda (imago) taxas de mortalidade de aproximadamente 30% entre 

animais que não se desenvolveram adequadamente, animais canibalizados e mortalidade 

propriamente dita, 20% durante a fase de girinagem e 5% na fase de engorda. Assim, a 

pré-engorda caracteriza-se como sendo a fase de estrangulamento dentro da produção 

intensiva de rãs (FERREIRA et al., 2002).  

A densidade é um fator de extrema importância para a qualidade dos animais 

LOMAN (2004). Estresses crônicos com alta densidade em anfíbios podem elevar os 
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níveis basais dos glicocorticóides (HAYES, 1997; GLENNEMEIER e DENVER, 2002 b; 

ROT-NIKCEVIC et al., 2005). 

A prática de separação dos animais por tamanho, conhecida por triagem 

(FONTANELLO et al., 1993; FERREIRA et al., 2002) pode minimizar as perdas na fase 

de pós-metamorfose frente o canibalismo, problema bastante corriqueiro, garantindo 

também a qualidade dos animais. Porém, esta prática atua como um estressor agudo 

alterando os níveis basais dos glicocorticóides (LANGKILDE e SHINE, 2006). 

A densidade e a triagem devem ser consideradas pelo produtor quanto ao bem 

estar animal, onde possíveis falhas podem levar ao desequilíbrio e consequentemente 

perdas zootécnicas e econômicas. A corticosterona, principal glicocorticóide em anfíbios 

(MOBERG, 2000; WADA, 2008), juntamente com marcadores hematológicos 

(ALLENDER e FRY, 2008; DAVIS et al., 2008) e morfológicos: rim – células cromafins 

(ACCORDI e MILANO, 1977); pele – glândulas mucosas (MILLS e PRUM, 1984; 

HAYES e GILL, 1995) foram usados para avaliar o estresse no presente estudo. 



2. REVISÃO DE LITERATURA 
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2.1 Metamorfose 

A metamorfose é um processo fisiológico contínuo, que ocorre de forma 

relativamente lenta e gradual sendo subdividida nas fases pré-metamorfose, estágios 26 

ao 30 de GOSNER (1960), pró-metamorfose, estágios 31 ao 41 e clímax da metamorfose, 

estágios 42 ao 45. Porém, como trata-se de um animal pecilotérmico, ou seja, que 

modifica-se segundo as condições ambientais, alguns fatores regulam a taxa de 

metamorfose entre eles a temperatura (BIER, 1978; HAYES et al., 1993), alimento 

(WILBUR e COLLINS, 1973; KUPFERBERG et al., 1994), densidade de girinos 

(WILBUR, 1977; SEMLITSCH e CALDWELL, 1982), e a presença de predador 

(WASSERSUG e SPERRY, 1977; ARNOLD e WASSERSUG, 1978; KUPFERBERG et 

al., 1994), onde um aumento da temperatura, densidade, presença do predador e uma 

diminuição da disponibilidade do alimento aceleram a metamorfose.

As mudanças bioquímicas da metamorfose apresentam-se menos visíveis, onde se 

pode observar aumento na produção de proteínas séricas, alteração no metabolismo de 

ferro, devido ao aumento da ceruloplasmina, mudanças na hemoglobina e também no 

ciclo da uréia (DUELLMAN e TRUEB, 1986).  

As alterações morfológicas são mais exuberantes, onde se observa o 

desenvolvimento dos membros, a degeneração das brânquias concomitantes ao 

desenvolvimento dos pulmões, modificações no aparelho respiratório para permitir a 

respiração pelos pulmões e pele bem como através da região gular (papo), a reabsorção da 

cauda, o desenvolvimento das glândulas dos olhos, o aparecimento da pálpebra e da 

membrana nictante para proteção contra o ressecamento e outras intempéries, a formação 

da boca e da língua e a diferenciação do trato digestório de onívoros para carnívoros 

(PAULSON et al., 1995; ROVIRA et al., 1995; HOURDRY et al., 1996).  
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As alterações comportamentais são mais radicais, onde as rãs após a metamorfose 

tornam-se carnívoras, caçadoras e canibais. Em outras palavras, os imagos são 

extremamente vorazes e, a menos que se faça a separação por tamanho (triagens), as 

perdas podem ser grandes (FONTANELLO et al.,1993; FERREIRA et al., 2002). 

2.2 Estresse 

O estresse representa uma condição na qual o equilíbrio dinâmico do organismo 

animal, denominado de homeostase, é ameaçado ou perturbado por um conjunto de 

estímulos intrínsecos e extrínsecos, comumente definidos como estressores, que induzem 

respostas fisiológicas compensatórias e/ou adaptativas para capacitar o animal a superar 

ameaças. A reação de estresse prepara o animal para a situação chamada “fight or flight” 

(luta ou fuga), ou seja, os animais submetidos ao estímulo fogem, evitando o estressor, ou 

se não podem fazê-lo, reagem e lutam para se ajustar ao estressor (WINGFIELD e 

ROMERO, 2001; ROMERO, 2002; McEWEN e WINGFIELD, 2003). A resposta de 

estresse agudo envolve dois componentes do sistema neuro-endócrino: o sistema 

simpático-cromafim que estimula as células cromafins para a liberação de catecolaminas, 

cuja resposta é rápida e produz um efeito imediato (ROMERO e REED, 2005), e o 

sistema hipotálamo-hipófise-interrenal que consiste na estimulação em cascata, de modo 

mais lento culminando na liberação do cortisol/corticosterona pelas células do tecido 

interrenal (SAPOLSKY et al., 2002).  

As respostas de estresse são divididas em três categorias: primária, secundária e 

terciária. A primeira categoria é uma reação de alarme, que causa aumento das 

catecolaminas (epinefrina e noraepinefrina) e corticosteróides. A segunda caracteriza-se 

por um estado de resistência que produz efeitos metabólicos como, aumento dos 

batimentos cardíacos, do consumo de oxigênio, da glicemia, do hematócrito e do número de 
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leucócitos. A terceira é um estado de exaustão que causa a queda de desempenho, inibição 

do crescimento e da reprodução e a diminuição da resistência a doenças e, conseqüente, 

contaminação por bactérias e fungos oportunistas, podendo levar os organismos à morte 

(SAPOLSKY, 1993; SAPOLSKY et al., 2000; HU et al., 2008; DENVER, 2009).  

O estresse do tipo agudo observado em manejos, como biometria e transporte 

apresenta resposta fortemente imunossupressora, levando a perdas. O estresse do tipo 

crônico, observado em condições que mantenham os organismos aquáticos por longo 

período em situações estressantes, como pH incorreto, baixo nível de oxigênio dissolvido 

na água e superpopulação, pode levar a baixo crescimento e perda de peso 

(BARTON e IWAMA, 1991). 

O conceito de estresse cumulativo é importante para os aquicultores, pois indica 

que distúrbios sub-letais, que não parecem problemáticos, podem se acumular e, se o 

período entre eles for insuficiente para recuperação, pode haver efeito deletério 

individualmente e na população, pois as respostas perdem seu valor adaptativo, e tornam-

se disfuncionais (BARTON e IWAMA, 1991; BARTON, 2002; LIMA et al., 2006). 

Em rãs-touro, alterações comportamentais são observadas na pré-engorda (30 dias 

subseqüentes à metamorfose) e engorda (90 dias subseqüentes à pré-engorda) frente a 

situações de estresse como o refúgio embaixo d’ água ou de abrigos de proteção, o 

empilhamento das rãs nos cantos das baias, saltos desnorteados, sons característicos de 

fuga, além do aparecimento de peles em excesso nas áreas úmidas. Algumas vezes chega-

se até a visualizar muco sobre a epiderme em forma de espuma com odor discreto e 

característico (LIMA e AGOSTINHO, 1992; FERREIRA et al., 2002). 
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2.3 Interrenal e hormônios do estresse 

Em anfíbios anuros, a glândula interrenal, análoga à glândula adrenal está em 

contato com a superfície do rim, apresentando-se como estruturas alongadas localizadas 

na porção ventral mediana de cada rim (DUELLMAN e TRUEB, 1986; ACCORDI, 

1991). A compactação e a comunicação que o tecido tem com os vasos sanguíneos varia 

nesta ordem estando relacionado com a posição da glândula. No caso da rã-touro, a 

glândula compõe-se de cordões celulares enclausurados uns nos outros, onde as células 

cromafins se arranjam em grande número. Estes cordões formam linhas laterais que são 

supridas por vasos delgados (MILANO e ACCORDI, 1983). O arranjo específico da 

glândula em anfíbios favorece a interação das células esteroidogênicas e cromafins 

(DELARUE et al., 1990; CAPALDO et al., 2008a, b). 

Em mamíferos, a camada cortical da adrenal produz hormônios adrenocorticóides, 

que podem ser glicocorticóides, mineralocorticóides entre outros. Os glicocorticóides, 

representados principalmente pelo cortisol e corticosterona, agem particularmente nos 

metabolismos protéico, lipídico e dos carboidratos. Promovem o catabolismo protéico 

com conseqüente aumento na produção de glicogênio (neoglicogênese) e elevação da taxa 

de glicose no sangue entre outras funções. Os mineralocorticóides, dos quais o mais 

importante é a aldosterona, agem principalmente nos túbulos renais, mas também na 

mucosa gástrica, glândulas salivares, e sudoríparas, estimulando a reabsorção de sódio 

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).  

Ainda segundo estes mesmos autores, a camada medular secreta catecolaminas, 

representada pela epinefrina e noraepinefrina, substâncias mediadoras químicas do 

sistema nervoso simpático através das células cromafins. O principal hormônio, a 

epinefrina afeta o sistema cardiovascular e o fluxo sanguíneo para o cérebro, fígado, rim e 
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músculos, atuando como vasodilatador enquanto a noraepinefrina geralmente atua como 

vaso constritor. As catecolaminas são liberadas no organismo sempre que há necessidade 

de mobilização de substratos energéticos e incremento no transporte de oxigênio no 

sangue (LIMA et al., 2006). Devido à comunicação direta com o sistema nervoso central, 

a secreção das células cromafíns é imediata e logo após o evento estressor as 

catecolaminas apresentam níveis elevados na circulação sanguínea (BARTON, 2002). 

2.4 Biomarcadores 

2.4.1 Parâmetro Endócrino - Corticosterona 

Os vertebrados geralmente respondem ao estímulo estressor com aumentos nos 

níveis dos glicocorticóides, cortisol ou corticosterona, dependendo da espécie 

(ROMERO, 2002). Em anfíbios, a corticosterona é o principal glicocorticóide (FEDER e 

BURGGREN, 1992; WADA, 2008) que mobiliza reservas energéticas e supre processos 

fisiológicos não vitais até que o estímulo estressor acabe (WINGFIELD e ROMERO, 

2001; ROMERO, 2002). De imediato atua de forma benéfica ao organismo uma vez que 

tem sua sobrevivência garantida. Entretanto, elevações crônicas podem ter efeitos 

deletérios, incluindo diminuição do crescimento e desenvolvimento, bem como depressão 

do sistema imune entre outros (SAPOLSKY, 1993).  

2.4.2 Parâmetros Hematológicos 

Marcadores hematológicos também são utilizados na avaliação do estresse em 

anfíbios (WRIGHT, 2001; ALLENDER e FRY, 2008). O uso do perfil leucocitário para 

medir o estresse em anfíbios é apresentado em alguns estudos (ROMANOVA e 

ROMANOVA, 2003; DAVIS et al., 2008; SHUTLER et al., 2009). Os linfócitos estão 

envolvidos com a modulação da defesa imune (CAMPBELL, 1996). Os neutrófilos, 
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conhecidos como fagócitos, apresentam-se envolvidos na defesa de patógenos não 

específicos e inflamação (JAIN, 1993; THRALL, 2004). Os eosinófilos apresentam-se 

associados com a defesa parasitária (KIESECKER, 2002). Os basófilos não apresentam 

funções claras no sistema imune (RUPLEY, 1997), mas estão aparentemente envolvidos 

com inflamação. Já os monócitos apresentam-se como células fagocíticas na defesa 

contra inflamações e bactérias (CAMPBELL, 1995; DAVIS et al., 2004). 

Segundo SAPOLSKY et al. (2000), durante a resposta de estresse, a imunidade é 

diminuída de forma a redirecionar as reservas energéticas para atividades de maior valia 

na sobrevivência. WICK et al. (1993) e GENTZ (2007) relataram a interação entre 

imunologia e funções endócrinas promovendo a homeostase quando sob condições 

estressantes. Entretanto, a complexidade da liberação e interação dos hormônios 

envolvidos na resposta ao estresse e, principalmente os mecanismos utilizados pelos 

indivíduos para manterem sua homeostase carecem de elucidações (MOBERG, 2000).  

2.4.3 Parâmetros Morfológicos 

2.4.3.1 Células Cromafins (glândula interrenal) 

As células cromafins, responsáveis pela liberação das catecolaminas, epinefrina e 

noraepinefrina, adquirem uma cor característica, arroxeada, denominada reação cromafim 

quando em contato com agentes oxidantes, como sais de cromo sendo facilmente 

visualizadas no corpo do rim.  

Segundo DONALDSON (1981), a identificação de alterações nas cromafins pode 

auxiliar na avaliação da ocorrência de estresse, já que estudos histológicos podem ser 

indicadores desse evento. 
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2.4.3.2 Glândulas Mucosas (pele) 

As glândulas do tegumento em anfíbios dividem-se principalmente em mucosas e 

granulares (TOLEDO e JARED, 1995; CLARKE, 1997; WARBURG et al., 2000).  

As glândulas mucosas apresentam-se geralmente menores e mais numerosas que 

as granulares, produzem o muco que compõe parte de funções como respiração, 

reprodução, termorregulação e defesa. Em situações de estresse a síntese de muco 

aumenta e este produto acumula na superfície do corpo (THOMAS et al., 1993; 

SCHUMACHER et al., 1994; BRIZZI et al., 2002; SAHIN et al., 2008).  

As glândulas granulares, maiores e mais escassas, secretam sob controle nervoso ou 

hormonal, componentes anti-fúngicos, anti-bacterianos, de natureza alcalóide e em alguns casos 

tóxica aos predadores, principalmente vertebrados (DELFINO et al., 1999; GORAYA et al., 

2000; CONLON 2008, 2011; CONLON et al., 2009; DIAMOND et al., 2009). Em situação de 

estresse, durante o estado de exaustão, os animais apresentam diminuição da resistência a 

doenças e, conseqüente contaminação por bactérias e fungos oportunistas, podendo levá-los à 

morte uma vez que se trata da primeira linha de ataque (HANCOCK, 2001).  

A avaliação morfológica dessas glândulas torna-se importante para identificar se 

colaboram com a queda da resistência dos animais, onde segundo DUELLMAN e 

TRUEB (1986), a epinefrina secretada pelo tecido cromafim localizado na interrenal pode 

causar aumento na atividade das glândulas do tegumento em anfíbios. 



3. OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral 

Avaliar a resposta fisiológica da rã-touro (Lithobates catesbeianus), no clímax e 

logo após a metamorfose, submetida à condição de estresse por diferentes densidades e 

triagens (seleção por tamanho). 

3.2 Objetivos específicos 

- Validar fisiologicamente o kit de corticosterona para a espécie L. catesbeianus.

- Avaliar a corticosterona plasmática. 

- Avaliar os parâmetros hematológicos da série vermelha e branca. 

- Caracterizar a resposta terciária ao estresse através da avaliação das possíveis 

alterações histológicas nas células cromafins (glândula interrenal), bem como nas 

glândulas de muco (pele). 

- Comparar os resultados obtidos em laboratório e campo. 



4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1 Local e Período 

Os experimentos de Densidade e Triagem, etapas de laboratório e campo foram 

realizados no Pólo Regional de Desenvolvimento Tecnológico dos Agronegócios do Vale 

do Paraíba (PRDTAVP), da Secretaria da Agricultura e Abastecimento em 

Pindamonhanaba/SP, no período de novembro-dezembro/2009 (Densidade Laboratório), 

março-abril/2010 (Triagem Laboratório), novembro-dezembro/2010 (Densidade Campo) 

e fevereiro-março/2011 (Triagem Campo). 

4.2 Delineamento 

O delineamento utilizado nos experimentos foi inteiramente casualizado. No 

experimento de Densidade utilizou-se quatro (4) tratamentos e dois (2) tempos de coleta. 

No experimento de Triagem utilizou-se três (3) tratamentos e dois (2) tempos de coleta. 

4.3 Material Biológico e a Experimentação 

Animais no clímax da metamorfose, entre os estágios 42 a 45 de GOSNER 

(1960), com peso médio de 14g foram adquiridos para o experimento Densidade, e na 

fase de pós-metamorfose com peso médio de 8,0 g para o experimento de Triagem 

(Figura 1).

A experimentação foi realizada para avaliar os parâmetros de corticosterona 

plasmática, parâmetros sanguíneos e morfológicos nos tempos de coleta para os distintos 

tratamentos dos experimentos (Figura 2). 
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FIGURA 1 - Esquema da tabela de GOSNER (1960) modificado por McDIARMID e 
ALTIG (1999), mostrando o clímax da metamorfose em rã-touro L. catesbeianus (estágio 
42 ao 45) e metamorfose completa semelhante à pós-metamorfose (estágio 46) 

FIGURA 2 – Organograma experimental dos estresses de Densidade e Triagem 
com rã-touro, L. catesbeianus apresentando os tratamentos aplicados, os 
parâmetros avaliados e os tempos de coleta; (M.Z) Momento Zero, coleta antes do 
início do experimento

D 
(diferentes densidades) 

laboratório/campo 

Tratamentos 
D70 = 70 animais/m2

D100 = 100 animais/m2

D150 = 150 animais/m2

D200 = 200 animais/m2

Parâmetros avaliados 
bioquímico 

hematológico 
morfológico 

Tempos de coleta 
MZ 

15 dias 
30 dias 

T 
(diferentes triagens) 
laboratório/campo 

Tratamentos 
ST = sem triagem 

TP = com triagem parcial 
TT = com triagem total 

Parâmetros avaliados 
bioquímico 

hematológico 
morfológico 

Tempos de coleta 
MZ 

15 dias 
30 dias 

Estresse 
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4.3.1 Experimento Densidade laboratório e campo 

No laboratório, foram utilizados 219 girinos de rã-touro (L. catesbeianus) no 

clímax da metamorfose, entre os estágios 42 a 45 de GOSNER (1960), com peso médio 

de 14g. Os animais foram transportados para Unidade Experimental do PRDAVP em 

Pindamonhangaba/SP e aclimatados pelo período de quatro dias em caixas de propileno de 

40L (0,33 x 0,46 x 0,27m). A seguir, foram mensurados e distribuídos, aleatoriamente, 

em caixas de polipropileno (0,47 x 0,30 x 0,17 m) (BUENO-GUIMARÃES, 1999), com 

água apenas na parte da piscina.  

O experimento foi conduzido com quatro tratamentos: 70 animais m-2 (D70); 100 

animais m-2 (D100); 150 animais m-2 (D150) e 200 animais m-2 (D200) com respectivos 

10, 14, 21 e 28 animais/caixa. Cada tratamento foi realizado com três réplicas 

simultâneas. Doze organismos foram amostrados antes da experimentação (MZ – 

momento zero), e dois organismos de cada réplica (6 animais/tratamento) nos tempos 15 

e 30 dias (totalizando 60 animais) para avaliação do perfil hormonal, hematológico e 

morfológico (Figura 3).  

Segundo FERREIRA et al. (2002), a densidade de 100 animais m-2 é recomendada 

quanto ao crescimento e sobrevivência frente a seu custo benefício em produções 

comerciais em sistema semi-seco e por esta razão foi utilizado como densidade controle 

nesta experimentação.  

À medida que os animais eram retirados para amostragem foi realizado o reajuste 

do espaço interno das caixas com um aparato de fibra plástica simulando uma parede, 

para que a densidade inicial fosse mantida.  

No campo, foram utilizados 1560 girinos de rã-touro (L. catesbeianus) no clímax 

da metamorfose, entre os estágios 42 a 45 de GOSNER (1960), com peso médio de 14 g. 

Os animais foram transportados para a Unidade Experimental do PRDAVP, em 
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Pindamonhangaba/SP e, aclimatados pelo período de quatro dias em caixas de propileno de 

140L (0,52 x 0,69 x 0,40m). A seguir, foram mensurados e distribuídos aleatoriamente em 

caixas de alvenaria (1,10 x 0,77 x 0,80 m), levemente inclinadas de forma a simular uma 

piscina. Foi conduzido o mesmo delineamento experimental realizado em laboratório. Doze 

organismos foram amostrados antes da experimentação (MZ), e três organismos de cada 

réplica (9 animais/tratamento) foram amostrados nos tempos 15 e 30 dias (totalizando 84 

animais) para avaliação do perfil hormonal, hematológico e morfológico (Figura 3).  

À medida que os animais eram retirados para amostragem foi realizado o reajuste 

do espaço interno das caixas de alvenaria, com um aparato de fibra de coco, para que a 

densidade inicial fosse mantida. 

FIGURA 3 – Esboço experimental para o estresse de Densidade em rã-touro, L. 
catesbeianus com os distintos tratamentos, réplicas e animais 
amostrados nos períodos de coleta  
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4.3.2 Experimento Triagem laboratório e campo 

No laboratório, foram utilizados 168 imagos de rã-touro (L. catesbeianus) na fase 

de pós-metamorfose com peso médio de 8,0 g. Os animais foram transportados para a 

Unidade Experimental do PRDTAVP, em Pindamonhangaba/SP e aclimatados pelo 

período de quatro dias em caixas de propileno de 40L (0,33 x 0,46 x 0,27m). A seguir, 

foram mensurados e distribuídos aleatoriamente nas mesmas caixas experimentais de 

propileno utilizadas no laboratório. 

O experimento foi conduzido com três tratamentos: Sem Triagem (ST); Triagem 

Parcial (TP) a cada 15 dias e Triagem Total (TT) a cada 15 dias. Cada tratamento foi 

realizado com quatro réplicas simultâneas. Dezoito organismos foram amostrados antes 

da experimentação (MZ), e três organismos de cada réplica (12 animais/tratamento) 

foram amostrados nos tempos 15 e 30 dias (totalizando 90 animais) para avaliação do 

perfil hormonal, hematológico e morfológico (Figura 4). A densidade utilizada foi de 100 

animais m –2 correspondendo a 14 animais/caixa. 

A triagem é praticada de forma a uniformizar o plantel diminuindo assim as 

perdas por canibalismo onde, no triar dos animais, a dominância/subordinação 

estabelecida naquele determinado espaço é reestruturada e respostas fisiológicas são 

aplicadas frente a nova situação de territorialidade.  

O tratamento Sem Triagem (ST) caracterizou-se por um processo de não manipulação. 

O tratamento Triagem Parcial (TP) consistiu na retirada dos animais parcialmente levando-se 

em consideração seu tamanho, ou seja, foram retirados os animais com tamanho bastante 

diferenciado em comparação aos demais do mesmo lote (cerca de 10% dos animais) e 

colocados em baldes, sendo 1 balde/réplica. Estes animais foram reorganizados por tamanho e 

colocados de volta às caixas de forma a manter a densidade com “uniformidade”. O tratamento 

Triagem Total (TT) consistiu na retirada total dos animais das caixas e de sua separação por 
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tamanho: em pequeno (Pq, 8 gramas), médio pequenos (Mp, 10 gramas), médio grandes (Mg, 

12 gramas) e grande (G, 14 gramas) em diferentes baldes, 4 baldes/réplica. Estes animais foram 

da mesma forma reorganizados por tamanho e colocados de volta nas caixas mantendo a 

densidade com uniformidade de tamanho dos animais, representado pela combinação de peso 

com o comprimento (FONTANELLO et al., 1993). 

No campo, foram utilizados 1200 imagos de rã-touro (L. catesbeianus) na fase de pós-

metamorfose com peso médio de 8,0 g. Os animais foram transportados para a Unidade 

Experimental do PRDAVP, em Pindamonhangaba/SP, e aclimatados pelo período de quatro 

dias em caixas de propileno de 40L (0,33 x 0,46 x 0,27m). A seguir, foram mensurados e 

distribuídos aleatoriamente nas mesmas caixas experimentais de alvenaria de forma a repetir o 

delineamento realizado no laboratório. Dezoito organismos foram amostrados antes da 

experimentação (MZ), e três organismos de cada réplica (9 animais/tratamento) foram 

amostrados nos tempos 15 e 30 dias (totalizando 90 animais) para avaliação do perfil hormonal, 

hematológico e morfológico (Figura 4). A densidade utilizada foi de 100 animais m –2 

FIGURA 4 – Esboço experimental para o estresse de Triagem em rã-touro, L. 
catesbeianus com os distintos tratamentos, réplicas e animais 
amostrados nos períodos de coleta  
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4.4 Condições abióticas e Manejo 

A temperatura média do ar foi monitorada através de termômetro de máx e min, 

no laboratório e no campo. Apenas o fotoperíodo do laboratório foi controlado em 12:12 

com auxilio de timer. 

Os animais foram alimentados diariamente com ração peletizada contendo 40% de 

proteína bruta, na quantidade de 10% PV apenas 1x/dia em ambos os experimentos de 

Densidade e Triagem, sendo o alimento ofertado em bandejas fazendo o uso de larvas de 

mosca como indutor biológico.  

A água da “piscina” das caixas foi trocada diariamente de forma a causar o mínimo de 

perturbação aos animais. No laboratório, a água foi previamente declorada e a troca se dava 

por meio de um sistema de sifão com auxílio de baldes. No campo, a água foi filtrada por um 

sistema de pedras e cascalhos de maneira a retirar algumas sujidades. A troca se dava por 

meio de um sistema de cotovelo sendo a renovação de água em fluxo contínuo. 

As caixas foram limpas diariamente para retirar restos de alimento e pele apenas 

com o uso de mangueira, de maneira rápida para não interferir na experimentação. A 

mortalidade dos animais foi registrada diariamente.

4.5 Avaliações 

4.5.1 Parâmetros Endócrinos

4.5.1.1 Validação fisiológica da corticosterona 

O desafio hormonal foi realizado para validação do kit de dosagem de 

corticosterona plasmática, para a espécie L. catesbeianus frente à administração de ACTH 

(fármaco estimulador) e Dexametasona (fármaco supressor). Este procedimento foi 

necessário para acompanhar o comportamento deste glicocorticóide nesta espécie de 

anuro para validar as análises de corticosterona realizadas por radioimunoensaio 
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utilizando-se um kit comercial desenvolvido para dosagem de corticosterona de ratos, 

previamente validado laboratorialmente para esta espécie de anuro por KNOOP et al.

(2011).  

O desenho experimental foi uma adaptação de um protocolo padrão usado para 

mamíferos constituído de quatro grupos. Foram utilizadas rãs-touro (L. catesbeianus) 

adultas, dois machos e duas fêmeas adquiridas em ranários comerciais. Os animais foram 

transportados para a Unidade Laboratorial de Referência em Patologia de Organismos 

Aquáticos (ULRPOA), no Instituto de Pesca/APTA/SAA em São Paulo/SP e, aclimatados 

pelo período de quatro dias. A seguir foram mensurados e distribuídos, aleatoriamente, 

em caixas de polipropileno (0,47 x 0,30 x 0,17 m) (BUENO-GUIMARÃES, 1999), 

totalmente inundadas com lâmina d´água de 0,03 m.  

O experimento foi realizado com quatro tratamentos. O 1º grupo (Controle) foi 

injetado com solução salina e foram coletadas amostras basais, cinco minutos e 1 hora 

após a aplicação da solução. O 2º grupo foi desafiado com ACTH (10 U/250 g de massa 

corporal) e foram coletadas amostras basais, cinco minutos e 1 hora após aplicação deste 

hormônio. O 3º grupo foi suprimido com 0,4 mL de dexametasona (DXM) e foram 

coletadas amostras basais, cinco minutos após a aplicação de DXM, e após 4 e 8 horas de 

aplicação. O 4º grupo representou o grupo controle de manipulação com coletas de 

amostras basais, cinco minutos e 1 hora após a manipulação. As amostras foram coletadas 

no período da manhã, com animais em jejum não prolongado. 

Durante o período de experimentação a água das caixas foi trocada de maneira 

rápida de forma a causar o mínimo de perturbação aos animais. A água de laboratório 

utilizada foi declorada e oriunda de água de abastecimento. O fotoperíodo foi mantido em 

12:12 e a temperatura média do ar em 26oC.  
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As amostras sanguineas foram coletadas através da punção do vaso do membro 

posterior, com auxílio de seringas e agulhas descartáveis e heparinizadas. Como 

anestésico local externo foi utilizada lidocaína. A coleta seguiu-se no período da manhã, 

diante de uma possível variação circadiana dos animais. O sangue utilizado para a análise 

de corticosterona foi inicialmente acondicionado em microtubos previamente 

heparinizados e, mantidos em gelo. Em seguida, centrifugado a 1006 x g, por 10 minutos 

para a obtenção do plasma e, finalmente, congelado para posterior análise.  

Para a dosagem da corticosterona plasmática foi utilizada a técnica de 

radioimunoensaio (RIE) em fase líquida, por meio do conjunto diagnóstico comercial 

(MP Biomedicals, LLC, Orangeburg, NY, USA). As análises foram realizadas no 

Laboratório de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de Reprodução Animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP). 

4.5.1.2 Corticosterona 

A primeira alíquota de sangue foi utilizada para a análise de corticosterona 

seguindo-se o mesmo procedimento de coleta sanguínea. O plasma resultante foi utilizado 

para a dosagem da corticosterona plasmática segundo a técnica de radioimunoensaio 

(RIE) (MP Biomedicals, LLC, Orangeburg, NY, USA) e as análises realizadas no LDH 

do Departamento de Reprodução Animal da FMVZ-USP. 

4.5.2 Parâmetros hematológicos 

O restante do sangue foi utilizado para análises hematológicas, cuja metodologia 

seguiu as recomendações internacionais: contagem de eritrócitos (Er), contados em 

câmera de Neubauer utilizando-se a solução de Hayem como diluente; hematócrito (Ht), 

pelo método do microhematócrito; taxa de hemoglobina (Hb), pelo método da 
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cianometahemoglobina; contagem total dos leucócitos (CTL) e contagem diferencial de 

leucócitos (CDL), em extensões sangüíneas coradas por método de ROSENFELD (1949), e 

os índices hematimétricos absolutos: Volume Corpuscular Médio (VCM = Ht x 100/Erm,

em fentolitros), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM = Hb x 100/Erm em pg/cel) e a 

Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM = Hb x 100/Ht em %). 

4.5.3 Parâmetros morfológicos 

A resposta ao estresse foi observada ainda através da análise morfológica do rim e 

da pele. Os animais foram anestesiados por benzocaína (1g:1 ½ L) e, posteriormente 

mortos através de secção medular. Os rins e secções da pele (região dorsal ± 0,5 cm2) de 

6 animais/tratamento, aos 15 e 30 dias foram retirados para posterior fixação por 24h em 

solução de Karvovsky (KARNOVSKY, 1965). Foram realizados banhos em tampão 

fosfato a 10%, durante sete dias para a rotina de inclusão em Paraplast (Oxford - USA). 

As secções histológicas de 2µm de espessura em cortes longitudinais foram coradas com 

Hematoxilina/Eosina (H/E) e submetidas à reação com o Ácido Periódico de Schiff 

(PAS), para análise das características estruturais das células cromafins (rim) e da 

glândula de muco (pele). A rotina de inclusão em Historesina (Leica Microsystems 

Nussloch, Alemanha) foi aplicada para efeito da morfometria do material seguindo-se o 

mesmo padrão de corte histológico e coloração da inclusão em Paraplast. 

A análise e a fotodocumentação digital foi realizada no Laboratório de Morfologia 

de Organismos Aquáticos do Depto de Ciências Biológicas da UNESP - Bauru/SP, com a 

utilização de um fotomicroscópio Olympus BX 40 acoplado a um sistema de câmara 

digital Olympus DP12.  

Os estudos morfométricos foram realizados utilizando-se o programa 

computacional de imagens Image Pro Plus® Version 4.1 (Media Cybernetics – USA), 
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onde foi mensurado a área ocupada pelas células cromafins. Para tanto foram avaliadas 

cinco secções histológicas de cada um dos seis indivíduos coletados em cada tratamento, 

aos 15 e 30 dias. 

A leitura e interpretação dos dados ocorreu através da observação de hiperplasia 

nas células cromafins da glândula interrenal, além da avaliação das glândulas mucosas 

presentes no epitélio de revestimento da pele. 

4.6 Análise estatística 

A análise descritiva das variáveis do estudo foi apresentada em termos de seus 

valores de tendência central e de dispersão (média e erro padrão). Testes foram realizados 

para verificar a normalidade dos dados (Shapiro-Wilk e Bartlett) e a homogeneidade das 

variâncias (F). Os dados de células brancas foram testados após transformação raiz (x+1), 

de modo a atender a essas premissas. Os dados foram testados por meio da análise de 

variância (ANOVA TWO WAY) seguida pelo teste a posteriori de Tukey de forma a 

verificar em quais situações houve diferenças significativas no número de células e nos 

níveis de corticosterona com relação às triagens e densidades. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p< 0,05 (ZAR, 1999). O programa estatístico utilizado 

foi STATISTICA (Statsoft). 



5. RESULTADOS 
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5.1 Condições abióticas e Manejo 

A temperatura média do ar dos experimentos realizados no laboratório (Validação 

Fisiológica, Densidade e Triagem) foi de 25 oC e a dos experimentos realizados no campo 

(Densidade e Triagem) foi de 26 oC. Segundo FIGUEIREDO et al. (2001) estas 

condições apresentam-se como ideais para o conforto térmico da referida espécie. 

No experimento de Densidade e Triagem laboratório não foi observado 

canibalismo e mortalidade. Já no experimento de Densidade campo, a taxa média de 

canibalismo foi de 14% e a média de mortalidade foi de 8%. E no experimento de Triagem 

campo a taxa média de canibalismo foi de 30% e a média de mortalidade foi de 20%. 

5.2 Parâmetro Endócrino 

5.2.1 Validação Fisiológica 

Os resultados obtidos demonstraram haver diferença quantitativa em relação aos 

parâmetros testados. Os níveis de ACTH mostraram-se maiores que o controle cinco 

minutos após a aplicação do hormônio, demonstrando a eficiência do fármaco testado. Os 

resultados da manipulação também atingiram níveis altos no mesmo momento em relação 

aos outros tratamentos, havendo uma estabilização nos níveis de corticosterona em todos 

os grupos, uma hora após as administrações (Figura 5a). O tratamento com DXM 

apresentou níveis de supressão de corticosterona ao longo do tempo de coleta sendo estes 

diminuídos oito horas após a administração da dose (Figura 5b). 

Os coeficientes de variação intra-ensaio para os valores baixos foram menores que 

8,61% e para os valores altos foram menores que 5,55%. Os coeficientes de variação 

inter-ensaio para os valores baixos foram de 4,95% e para os valores altos foram de 

2,52%. 
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FIGURA 5a – Níveis de corticosterona plasmática em ng mL-1 para o 
ACTH, solução salina e grupo manipulação nos diferentes 
tempos de coleta em L. catesbeianus 

FIGURA 5b – Níveis de corticosterona plasmática em ng mL-1 após 
supressão com Dexametasona no decorrer do tempo em L. 
catesbeianus 

Os resultados alcançados podem ser considerados como uma validação hormonal do 

ponto de vista das variações quantitativas visíveis, entretanto, a análise de variância não 

indicou diferenças significativas entre os tratamentos (p=0,407 para ACTH, Salina e 

Manipulação e, p=0,797 para DXM). Este fato sugere adequações das doses de ACTH e 

DXM.  
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5.2.2 Corticosterona 

5.2.2.1 Experimento de Densidade laboratório e campo 

Os dados da corticosterona plasmática encontrados nos animais do experimento de 

Densidade laboratório são apresentados na Tabela 1 e na Figura 6. Os animais amostrados 

antes da experimentação (MZ) apresentaram média de 16,37 ± 1,75 ng mL-1 de 

corticosterona. Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferenças significativas 

para a interação tempo X tratamento, onde os animais submetidos ao tratamento D200 

aos 30 dias mostraram níveis superiores aqueles submetidos aos tratamentos D100 aos 15 

dias e D70 aos 30 dias.  

TABELA 1 - Média e erro padrão de corticosterona plasmática (CORT) de rã-touro, L. 
catesbeianus, sob diferentes densidades nos tempos de coleta obtidos no 
laboratório (n=48) 

As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra maiúscula refere-se a Tempo, a letra 
minúscula refere-se a Tratamento e a letra maiúscula seguida de (‘) refere-se a interação Tempo X 
Tratamento; a ausência de letras mostra que a diferença não foi significativa (p>0,05) 

Tempo (dias) Densidade

8,50 ± 0,79 A'B'

7,33 ± 1,46 A'D'

11,08 ± 1,02 A'B'

8,35 ± 1,26 A'B'

7,50 ± 1,88 A'C'

11,40 ± 0,91 A'B'

10,09 ± 1,84 A'B'

14,57 ± 2,21 B'

F p

T 3,82 0,06
Densidade 2,00 0,13
T x Densidade 2,95 0,04

CORT(ng mL -1)

150

200

30

15

150

200

70

100

70

100
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FIGURA 6 - Valores médios e erro padrão da corticosterona plasmática 
(CORT) de rã-touro, L. catesbeianus nas distintas densidades 
ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratório 

Os dados da corticosterona plasmática encontrados nos animais do experimento de 

Densidade campo são apresentados na Tabela 2 e na Figura 7. Os animais amostrados 

antes da experimentação (MZ) apresentaram média de 11,05 ± 1,42 ng mL-1 de 

corticosterona. Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferenças significativas 

somente para os tratamentos, onde os animais submetidos ao tratamento D200 mostrou 

níveis de corticosterona inferiores aqueles submetidos aos tratamentos D100 e D150.
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TABELA 2 - Média e erro padrão de corticosterona plasmática (CORT) de rã-
touro, L. catesbeianus, sob diferentes densidades nos tempos de coleta 
obtidos no campo (n=72) 

As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra maiúscula refere-se a Tempo, a 
letra minúscula refere-se a Tratamento e a letra maiúscula seguida de (‘) refere-se a interação 
Tempo X Tratamento; a ausência de letras mostra que a diferença não foi significativa (p>0,05) 

FIGURA 7 - Valores médios e erro padrão da corticosterona plasmática 
(CORT) de rã-touro, L. catesbeianus nas distintas 
densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo

 tempo (dias)
 15
 tempo (dias)
 30

70 100 150 200

Dens. (nº/m2)

6

8

10

12

14

16

18

20

C
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t.(
ng

/m
L)

/2
0

Densidade

Tempo (dias) Densidade

9,80 ± 0,49 a

14,30 ± 0,61 b

16,33 ± 1,65 b

13,76 ± 1,19 a

9,98 ± 0,90 a

13,01 ± 1,17 b

12,49 ± 1,16 b

11,95 ± 1,76 a
F p

T 4,00 0,06
Densidade 5,51 0,00
T x Densidade 0,96 0,41

200

CORT(ng.mL-1)

100

150

30

70

100

150

200

15
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5.2.2.2 Experimento de Triagem laboratório e campo 

Os dados da corticosterona plasmática encontrados nos animais do experimento de 

Triagem laboratório são apresentados na Tabela 3 e na Figura 8. Os animais amostrados 

antes da experimentação (MZ) apresentaram média de 6,52 ± 0,87 ng mL-1 de 

corticosterona. Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferenças altamente 

significativas somente para os tratamentos onde os animais submetidos aos tratamentos 

com triagem (TP e TT) mostraram níveis de corticosterona superiores aqueles submetidos 

ao tratamento sem triagem (ST). 

TABELA 3 - Média e erro padrão de corticosterona plasmática (CORT) de rã-touro, 
L. catesbeianus, sob diferentes triagens nos tempos de coleta obtidos no 
laboratório (n=72) 

ST – sem triagem, TP – triagem parcial e TT – triagem total 
As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra maiúscula refere-se a Tempo, a letra 
minúscula refere-se a Tratamento e a letra maiúscula seguida de (‘) refere-se a interação Tempo X 
Tratamento; a ausência de letras mostra que a diferença não foi significativa (p>0,05) 

Tempo (dias) Triagem

7,51 ± 0,98 a

11,84 ± 1,39 b

15,35 ± 1,21 b

7,64 ± 1,01 a

11,14 ± 1,12 b

12,51 ± 1,31 b

F p

T 1,38 0,24

Triagem 14,75 0,00

T x Triagem 0,84 0,43

ST

TP

TT

15

30

CORT(ng mL -1)

TT

ST

TP
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FIGURA 8 - Valores médios e erro padrão da corticosterona plasmática 
(CORT) de rã-touro, L. catesbeianus nas distintas triagens 
ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratório 

Os dados da corticosterona plasmática encontrados nos animais do experimento de 

Triagem campo são apresentados na Tabela 4 e na Figura 9. Os animais amostrados antes 

da experimentação (MZ) apresentaram média de 13,41 ± 1,63 ng mL-1 de corticosterona. 

Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferenças altamente significativas 

somente para os tempos, onde os animais aos 30 dias mostraram níveis de corticosterona 

plasmática inferiores aqueles aos 15 dias, independente do tratamento.  
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TABELA 4 - Média e erro padrão de corticosterona plasmática (CORT) de rã-
touro, L. catesbeianus, sob diferentes triagens nos tempos de coleta 
obtidos no campo (n=72) 

ST – sem triagem, TP – triagem parcial e TT – triagem total 
As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra maiúscula refere-se a Tempo, a 
letra minúscula refere-se a Tratamento e a letra maiúscula seguida de (‘) refere-se a interação 
Tempo X Tratamento; a ausência de letras mostra que a diferença não foi significativa (p>0,05) 

FIGURA 9 - Valores médios e erro padrão da corticosterona plasmática 
(CORT) de rã-touro, L. catesbeianus nas distintas triagens 
ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo

Tempo (dias) Triagem

15,80 ± 1,14 A

16,98 ± 1,42 A

16,76 ± 1,06 A

10,28 ± 1,37 B

11,64 ± 0,99 B

8,80 ± 0,74 B
F p

T 44,84 0,00
Triagem 1,01 0,36
T x Triagem 0,81 0,44
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5.3 Parâmetros hematológicos 

5.3.1 Eritrograma  

5.3.1.1 Experimento de Densidade laboratório e campo 

Os dados do eritrograma encontrados no animais do experimento de Densidade 

laboratório são apresentados na Tabela 5 e na Figura 10 (a-f). Os animais amostrados no 

MZ, antes da experimentação apresentaram média de hematócrito: 25,96±1,31 %; taxa de 

hemoglobina: 6,04±0,36 g.100 mL-1; número de eritrócitos: 351000,00±9669,54 

104mm-3; VCM: 821,72±9,91 fL; HCM: 185,50±5,50 pg cel-1; CHCM: 22,60±0,57 %. 
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(a)       (d) 

(b)       (e) 

(c)       (f) 

FIGURA 10 - Valores médios e erro padrão da série vermelha de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratório. Dados em (a) 
Hematócrito (Ht); (b) Taxa da Hemoglobina (Hb); (c) número de eritrócitos (RBC); 
(d) VCM; (e) HCM e em (f) CHCM, respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do eritrograma, do experimento de Densidade 

laboratório que não ocorreram diferenças significativas nos valores do hematócrito (Ht) 

(p>0,05) nos diferentes tempos e tratamentos, que apesar da não significância, foi observada 

uma tendência de diminuição ao longo do tempo mostrando queda para os animais do 

tratamento D200 ao final do experimento. Porém ocorreram diferenças nos valores da taxa de 

hemoglobina (Hb) sendo altamente significativas para os tempos (p<0,0001) onde a Hb dos 

animais aos 30 dias mostrou diminuição, e significativas para os tratamentos (p<0,05) onde os 

animais submetidos as maiores densidades mostraram diminuição de Hb. Para número de 

eritrócitos (Er) ocorreram diferenças significativas para a interação tempo X tratamento 

(p<0,05), onde o Er dos animais submetidos ao tratamento D200 no tempo 30 dias mostraram 

diminuição.  

Nos índices hematimétricos, não ocorreram diferenças significativas nos valores do 

VCM (p>0,05), que apesar da não significância, uma tendência de aumento deste índice foi 

observado para os animais do tratamento D200 ao final do experimento. Para os valores do 

HCM ocorreram diferenças significativas para os tratamentos e para a interação tempo X 

tratamento (p<0,05), onde os animais submetidos ao tratamento D200 aos 30 dias mostraram 

aumento do HCM. Para os valores do CHCM ocorreram diferenças significativas para os 

tempos e para os tratamentos (p<0,05), onde os animais aos 30 dias mostraram diminuição do 

CHCM e, os animais do tratamento D150 mostraram menor CHCM do que os dos demais 

tratamentos.

Os dados do eritrograma encontrados nos animais do experimento de Densidade 

campo são apresentados na Tabela 6 e na Figura 11 (a-f). Os animais amostrados antes da 

experimentação (MZ) apresentaram média de hematócrito: 21,47±0,32 %; taxa de 

hemoglobina: 5,13±0,16 g.100 mL-1; número de eritrócitos: 331666,67±21160,76 104

mm-3; VCM: 578,61±27,01 fL; HCM: 160,82±7,38 pg cel-1 e CHCM: 24,14±0,46 %. 
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(a)       (d) 

(b)       (e) 

(c)       (f) 

FIGURA 11 - Valores médios e erro padrão da série vermelha de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo. Dados em (a) 
Hematócrito (Ht); (b) Taxa da Hemoglobina (Hb); (c) número de eritrócitos (RBC); 
(d) VCM; (e) HCM e em (f) CHCM respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do eritrograma do experimento de Densidade 

campo que ocorreram diferenças altamente significativas nos valores de hematócrito (Ht) 

para os tempos (p<0,0001), onde os animais aos 30 dias mostraram diminuição do Ht. Os 

valores da taxa de hemoglobina (Hb) dos animais foram significativamente diferentes 

para os tempos (p<0,05), apresentando o mesmo comportamento do hematócrito. Para os 

valores do número de eritrócitos (Er) ocorreram diferenças significativas para os 

tratamentos (p<0,05), onde os animais submetidos ao tratamento D200 mostraram 

aumento acentuado do Er aos 15 e 30 dias.  

Os valores de VCM apresentaram diferenças significativas para os tratamentos 

(p<0,05), onde os animais submetidos ao tratamento D150 mostraram aumento do VCM 

aos 15 e 30 dias. Os valores de HCM apresentaram diferenças altamente significativas 

para os tempos (p<0,0001), onde os animais aos 30 dias mostraram aumento do HCM. 

Quanto aos valores do CHCM não ocorreram diferenças significativas (p>0,05), que, 

apesar da não significância foi observado uma tendência de aumento deste índice para 

D200 ao final do experimento. 

5.3.1.2 Experimento de Triagem laboratório e campo 

Os dados do eritrograma encontrados nos animais do experimento de Triagem 

laboratório são apresentados na Tabela 7 e na Figura 12 (a-f). Os animais amostrados 

antes da experimentação (MZ) apresentaram média de hematócrito: 18,41±1,12 %; taxa 

de hemoglobina: 4,16±0,18 g 100 mL-1; número de eritrócitos: 362777,78±15945,02 104

mm-3; VCM: 412,88±28,58 fL; HCM: 115,06±7,66 pg cel-1 e CHCM: 22,72±0,82 %. 
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(a)       (d) 

(b)       (e) 

(c)       (f) 

FIGURA 12 - Valores médios e erro padrão da série vermelha de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas triagens ao longo dos 15 e 30 dias no laboratório; ST – sem triagem, TP 
– triagem parcial e TT – triagem total. Dados em (a) Hematócrito (Ht); (b) Taxa 
de Hemoglobina (Hb); (c) número de eritrócitos (RBC); (d) VCM; (e) HCM e em 
(f) CHCM, respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do eritrograma do experimento de Triagem 

laboratório que ocorreram diferenças nos valores do hematócrito (Ht) sendo altamente 

significativas para os tempos (p<0,0001), onde os animais aos 30 dias mostraram 

aumento do Ht independente dos tratamentos. Para os valores da taxa de hemoglobina 

(Hb) foi observado o mesmo comportamento do hematócrito. Para os valores de Er não 

ocorreram diferenças significativas (p>0,05), que apesar da não significância foi 

observado uma tendência de diminuição entre as triagens TP e TT, ao final do 

experimento. 

Nos índices hematimétricos, ocorreram diferenças significativas nos valores de 

VCM para os tempos (p<0,05) onde os animais apresentaram valores superiores de VCM 

e HCM aos 30 dias e inferiores de CHCM aos 30 dias, independente dos tratamentos.  

Os dados do eritrograma encontrados nos animais do experimento de Triagem 

campo são apresentados na Tabela 8 e na Figura 13 (a-f). Os animais amostrados antes da 

experimentação (MZ) apresentaram média de hematócrito: 19,93±0,47 %; taxa de 

hemoglobina: 4,81±0,15 g 100 mL-1; número de eritrócitos: 241666,67±11086,78 104

mm-3; VCM: 777,95±24,88 fL; HCM: 186,37±8,05 pg cel-1 e CHCM: 23,64±0,64 %. 
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(a)       (d) 

(b)       (e) 

(c)       (f) 

FIGURA 13 - Valores médios e erro padrão da série vermelha de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas triagens ao longo dos 15 e 30 dias no campo; ST – sem triagem, TP – 
triagem parcial e TT – triagem total. Dados em (a) Hematócrito (Ht); (b) Taxa de 
Hemoglobina (Hb); (c) número de eritrócitos (RBC); (d) VCM; (e) HCM e em (f) 
CHCM, respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do eritrograma, do experimento de Triagem 

campo que houve diferenças altamente significativas nos valores de hematócrito (Ht) para 

os tempos (p<0,001), onde os animais mostraram aumento do Ht aos 30 dias, e 

significativas para os tratamentos (p<0,05), onde os animais mostraram diminuição do 

hematócrito para TP em relação aos demais tratamentos, ao final do experimento. Para os 

valores da taxa de hemoglobina (Hb) ocorreram diferenças significativas para os 

tratamentos e para a interação tempo X tratamento (p<0,05), com leve diminuição para 

TT, aos 15 dias. Diferenças significativas foram observadas nos valores de número de 

eritrócitos (Er) para os tempos (p<0,05), onde os animais mostraram aumento, ao final do 

experimento independente dos tratamentos. 

Quanto aos índices hematimétricos, ocorreu diferenças altamente significativas 

nos valores do VCM para os tempos (p<0,001), onde os animais aos 30 dias mostraram 

um aumento de VCM independente dos tratamentos. Não ocorreram diferenças 

significativas (p>0,05) nos valores de HCM que, apesar da não significância foi 

observado uma tendência de aumento para TP aos 30 dias. Para os valores de CHCM 

ocorreram diferenças significativas para os tempos (p<0,05), onde os animais mostraram 

diminuição de CHCM ao final do experimento. 

5.3.2 Leucograma  

5.3.2.1 Experimento de Densidade laboratório e campo 

Os dados do leucograma encontrados nos animais do experimento de Densidade 

laboratório são apresentados na Tabela 9 e na Figura 14 (a-f). Os animais antes da 

experimentação (MZ) apresentaram média de 4443,00±151,95 leucócitos totais mm-3; 

3461,71±104,17 linfócitos mm-3; 120,51±12,51 neutrófilos mm-3; 759,17±105,72 

basófilos mm-3; 4,24±8,97 eosinófilos mm-3; 11,65±8,29 monócitos.mm-3. 
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(a)       (b) 

(c)       (d) 

(e)       (f) 

FIGURA 14 - Valores médios e erro padrão da série branca de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratório. Dados em 
(a) Leucócitos (Lc); (b) Linfócitos (Lf); (c) Neutrófilos (Nt); (d) Basófilos (Bs); 
(e) Eosinófilos (Es) e em (f) Monócitos (Mn), respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Densidade 

laboratório que não ocorreram diferenças significativas (p>0,05) no número absoluto de 

leucócitos totais (Lc) e linfócitos (Lf) mas, apesar da não significância, foi observada uma 

tendência de diminuição para os animais submetidos ao tratamento D200 ao final do 

experimento. Ocorreram diferenças significativas no número absoluto de neutrófilos (Nt) 

para a interação tempo X tratamento (p<0,05), com aumento para os animais do 

tratamento D150, aos 30 dias. Não ocorreram diferenças significativas no número 

absoluto de basófilos (Bs) (p>0,05), que apesar da não significância, todos os tratamentos 

apresentaram comportamento semelhante ao final do experimento. Ocorreram diferenças 

no número absoluto de eosinófilos (Es) sendo significativas para interação tempo X 

tratamento (p<0,05), com aumento para os animais submetidos ao tratamento D200, aos 

30 dias. Para os valores de monócitos (Mn) ocorreram diferenças significativas para os 

tempos e os tratamentos (p<0,05), e altamente significativas para a interação tempo X 

tratamento (p<0,0001), com aumento para os animais do tratamento D150, ao final do 

experimento. 

Os dados do leucograma encontrados nos animais do experimento de Densidade 

campo são apresentados na Tabela 10 e na Figura 15 (a-f). Os animais antes da 

experimentação (MZ) apresentaram média de 5565,33±440,70 leucócitos totais.mm-3; 

5272,50±420,69 linfócitos.mm-3; 140,25±37,63 neutrófilos.mm-3; 34,64±11,65 

basófilos.mm-3; 17,81±8,41 eosinófilos.mm-3; 55,34±19,39 monócitos.mm-3. 
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(a)       (b) 

(c)       (d) 

(e)       (f) 

FIGURA 15 - Valores médios e erro padrão da série branca de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo. (a) Leucócitos 
(Lc); (b) Linfócitos (Lf); (c) Neutrófilos (Nt); (d) Basófilos (Bs); (e) Eosinófilos 
(Es) e em (f) Monócitos (Mn), respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Densidade 

campo que ocorreram diferenças no número absoluto de leucócitos totais (Lc) sendo 

significativas para os tempos e os tratamentos (p<0,05), onde os animais mostraram um 

aumento nos valores aos 30 dias e aqueles submetidos ao tratamento D150 mostraram 

diminuição. Ocorreram diferenças significativas no número absoluto de linfócitos (Lf) 

para os tempos (p<0,05) e altamente significativas para os tratamentos (p<0,001), sendo 

observado o mesmo comportamento dos leucócitos. Ocorreram diferenças significativas 

para o número absoluto de neutrófilos (Nt) para os tempos e os tratamentos (p<0,05), 

sendo observado o mesmo comportamento dos leucócitos e linfócitos. Não ocorreram 

diferenças significativas para o número absoluto de basófilos (Bs) (p>0,05) que, apesar da 

não significância foi observado um a tendência de diminuição para os animais submetidos 

ao tratamento D200, aos 30 dias. Para o número absoluto de eosinófilos (Es) ocorreram 

diferenças significativas para os tratamentos (p<0,05), com aumento para os animais 

submetidos ao tratamento D200 aos 15 dias, porém diminuição daqueles submetidos ao 

D200 aos 30 dias. Não ocorreram diferenças significativas para o número absoluto de 

monócitos, que apesar da não significância uma tendência de diminuição foi observado 

aos animais submetidos ao tratamento D200 ao final do experimento. 

5.3.2.2 Experimento de Triagem laboratório e campo 

Os dados do leucograma encontrados nos animais do experimento de Triagem 

laboratório são apresentados na Tabela 11 e na Figura 16 (a-f). Os animais amostrados 

antes da experimentação (MZ) apresentaram média de 14417,41±849,64 leucócitos totais 

mm-3; 12459,42±714,53 linfócitos mm-3; 549,78±46,46 neutrófilos mm-3; 237,99±66,66 

basófilos mm-3; 120,44±34,76 eosinófilos mm-3; 139,69±42,26 monócitos mm-3.
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(a)        (b) 

(c)        (d) 

(e)        (f) 

FIGURA 16 - Valores médios e erro padrão da série branca de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas triagens ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratório; ST – sem 
triagem, TP – triagem parcial e TT – triagem total. (a) Leucócitos (Lc); (b) 
Linfócitos (Lf); (c) Neutrófilos (Nt); (d) Basófilos (Bs); (e) Eosinófilos (Es) e em 
(f) Monócitos (Mn), respectivamente 
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Observa-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Triagem 

laboratório que ocorreram diferenças no número absoluto de leucócitos totais (Lc) e de 

linfócitos (Lf) sendo altamente significativas para os tratamentos (p<0,0001) e 

significativas para a interação tempo X tratamento (p<0,005), com diminuição acentuada 

no número destas células nos animais submetidos ao tratamento TT, ao final do 

experimento. Ocorreram diferenças significativas no número absoluto de neutrófilos (Nt) 

para os tratamentos e para a interação tempo X tratamento (p<0,005), sendo observado o 

mesmo comportamento dos leucócitos e linfócitos aos 30 dias. Para o número absoluto de 

basófilos (Bs) ocorreram diferenças significativas para os tratamentos (p<0,05), com 

diminuição para os animais submetidos ao tratamento TT, aos 15 e 30 dias. Ocorreram 

diferenças significativas no número absoluto de eosinófilos (Es) e de monócitos (Mn) 

para os tempos (p<0,05 e p<0,0001, respectivamente) sendo observado aumento destas 

células aos 30 dias independente dos tratamentos. 

Os dados do leucograma encontrados nos animais do experimento de Triagem 

campo são apresentados na Tabela 12 e na Figura 17 (a-f). Os animais amostrados antes 

da experimentação (MZ) apresentaram média de 9635,05±838,47 leucócitos totais mm-3; 

10061,56±810,20 linfócitos mm-3; 40,01±11,70 neutrófilos mm-3; 83,48±28,50 basófilos 

mm-3; 9,90±6,90 eosinófilos mm-3; 28,17±12,06 monócitos mm-3. 
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(a)        (b) 

(c)        (d) 

(e)        (f) 

FIGURA 17 - Valores médios e erro padrão da série branca de rã-touro, L. catesbeianus nas 
distintas triagens ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo; ST – sem triagem, 
TP – triagem parcial e TT – triagem total. (a) Leucócitos (Lc); (b) Linfócitos 
(Lf); (c) Neutrófilos (Nt); (d) Basófilos (Bs); (e) Eosinófilos (Es) e em (f) 
Monócitos (Mn), respectivamente
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Observa-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Triagem campo que 

ocorreram diferenças no número absoluto de leucócitos totais (Lc) e de linfócitos (Lf) sendo 

altamente significativas para os tempos (p<0,001) e significativas para a interação tempo X 

tratamento (p<0,05), com diminuição aos 15 dias porém de aumento ao final do experimento 

para os animais submetidos ao tratamento TT. Ocorreram diferenças significativas para o 

número absoluto de neutrófilos (Nt) para os tempos e tratamentos (p<0,05) e altamente 

significativas para a interação tempo X tratamento (p<0,001), com aumento acentuado nos 

animais do tratamento TT, aos 30 dias. Ocorreram diferenças significativas no número absoluto 

de basófilos (Bs) para a interação tempo X tratamento (p<0,05), com aumento nos animais 

submetidos ao tratamento TP ao final do experimento. Não ocorreram diferenças significativas 

no número absoluto de eosinófilos (Es) e monócitos (p>0,05) que, apesar da não significância, 

uma tendência de diminuição do número de eosinófilos foi observado nos animais do 

tratamento TT aos 15 dias e, de aumento do número de monócitos foi observado aos 30 dias 

para os animais submetidos ao tratamento TT.  

5.4 Parâmetros Morfológicos 

5.4.1 Células Cromafins (glândula interrenal) 

A glândula interrenal apresenta-se como um órgão de cor esbranquiçada, lateral ao 

plano sagital (Figura 18a). As células cromafins assumem arranjo glandular e são 

organizadas cordonalmente, na superfície ventral dos rins direito e esquerdo. Os 

aglomerados de células, sob microscopia de luz, se mostram compactados e intimamente 

associados a vasos sanguíneos (Figura 18b). Os resultados indicaram que as células 

cromafins ficaram evidenciadas quanto ao corante utilizado, portanto PAS-positivas, 

adquirindo a coloração característica. As células esteroidogênicas não se comportaram da 

mesma forma, portanto PAS-negativas, exibindo citoplasma claro e núcleo evidente 

quando contra-coradas com hematoxilina (Figuras 18b e 18c).  
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Figura 18a.  Secção sagital ventral de rã-touro, L. catesbeianus, com destaque para os
rins (setas), 0,5X; e glândulas interrenais (entre setas brancas), 2,0X. Figura 18b e c
fotomicrografia da glândula interrenal de rã-touro, L. catesbeianus com células
cromafins (setas), células esteroidogênicas (cabeças de setas) e vasos sanguineos
(asterisco); coloração H/E, PAS 

18a 18b

�

18c 

*��



61 

5.4.1.1 Experimento de Densidade laboratório e campo 

No experimento Densidade laboratório aos 30 dias, observou-se igual 

comportamento para D200 e D100, ou seja, as células comafins ficaram evidenciadas ao 

corante utilizado (Figura 18b e c). Já no experimento Densidade campo aos 30 dias, além 

da evidencia quanto à coloração, positiva ao PAS, foi observada, no plano transversal 

mediano do órgão, uma área média de 20.479,21 µm2 de células cromafins para os 

animais submetidos ao tratamento D200 (Figura 19a) e 6.482,78 µm2 para os animais do 

tratamento D100 (Figura 19b).  

5.4.1.2 Experimento de Triagem laboratório e campo 

No experimento Triagem laboratório aos 30 dias, observou-se igual 

comportamento para ST e TT evidenciando a coloração nas células cromafins (Figura 18b 

e c). Já no experimento de Triagem campo aos 30 dias, além da evidencia quanto a 

coloração, positiva ao PAS, foi observada uma área média de 8.334,06 µm2 de células 

cromafins para os animais submetidos ao tratamento ST (Figura 20a) e 3.427,10 µm2 para 

os animais do tratamento TT (Figura 20b). 
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Figura 19. Fotomicrografia da glândula interrenal com células cromafins (seta) de rã-touro,
L. catesbeianus. a: (D200). b: (D100). Figura 20a: (ST). b: (TT); coloração H/E, PAS 

19b19a

20b20a



63 

5.4.2 Glândulas mucosas (pele) 

O tegumento de rã-touro, L. catesbeianus está constituído da epiderme apoiada 

pela derme subjacente que abriga as glândulas multicelulares exócrinas. Estas são 

compostas de três partes: o ducto, formado por queratinócitos modificados; a região 

intercalar, situada logo abaixo da epiderme, correspondente a transição entre o ducto e o 

alvéolo, caracterizada por um tipo de célula chamada de “blasto”; e os alvéolos, que 

contém o epitélio secretor (Figuras 21a e 21b). As glândulas mucosas possuem epitélio 

colunar ou cuboidal (Figura 21a) na porção secretora; as glândulas granulares apresentam 

epitélio cúbico que tende a pavimentoso na porção secretora (Figura 21b). 

Os resultados indicaram que as glândulas de muco mostram forte evidencia ao 

PAS, portanto PAS-positivas (Figura 21a), e as granulares não se comportam de forma 

semelhante, portanto PAS-negativas (Figura 21b). 
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Figura 21. Fotomicrografia das glândulas
multicelulares exócrinas da pele de rã-touro, L.
catesbeianus. a: glândula mucosa com destaque
para epitélio secretor com núcleos basais e
porções apicais secretoras (setas), luz alveolar
(estrela), região intercalar com células blastos
(cabeças de setas) ducto (asterisco), epitélio
estratificado cúbico não queratinizado (ep). b:
glândula granular com destaque para epitélio
secretor (setas), luz alveolar com secreções
(estrela), região intercalar com células blastos
(cabeça de seta) ducto (asterisco), epitélio
estratificado pavimentoso não queratinizado
(ep); coloração H/E, PAS 

21a

�
���

�
���

21b
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5.4.2.1 Experimento de Densidade laboratório e campo 

No experimento de Densidade laboratório aos 30 dias a relação média de 

glândulas mucosas para glândulas granulares foi de 40:7 nos animais submetidos ao 

tratamento D200 e 45:15 nos animais do tratamento D100 sendo observado menos 

glândulas mucosas nos animais submetidos a maior densidade (D200) (Figura 22a). As 

mucosas apresentaram acúmulo de mucina para os animais do tratamento D200 (Figura 

22a). As glândulas granulares não apresentaram grânulos para os animais submetidos ao 

tratamento D200 (Figura 22a), em quase toda extensão do corte se comparados à D100 

(Figura 22b). Já, no experimento de Densidade campo aos 30 dias a relação de glândulas 

mucosas para granulares foi de 30:7 nos animais submetidos ao tratamento D200 e 30:10 

nos animais do tratamento D100 sendo observado igual número de glândulas mucosas em 

ambos os tratamentos (Figuras 22c e 22d). As glândulas de muco se apresentaram 

evidentes nos animais do tratamento de maior densidade (Figura 22c) e menos evidentes 

para os animais submetidos ao tratamento D100 (Figura 22d), da mesma forma que 

observado no laboratório. As glândulas granulares se apresentaram repletas de grânulos 

nos distintos tratamentos (Figuras 22c e 22d). 

5.4.2.2 Experimento de Triagem laboratório e campo 

No experimento de Triagem laboratório aos 30 dias a relação média de glândulas 

mucosas para glândulas granulares foi de 50:5 nos animais do tratamento ST e 40:10 para 

os animais submetidos ao tratamento TT sendo observado menos glândulas mucosas para 

os animais do tratamento TT (Figura 23a). As glândulas de muco se apresentaram mais 

evidentes, com acúmulo de mucina nos animais submetidos ao tratamento TT (Figura 

23a). As glândulas granulares apresentaram secreção nos distintos tratamentos (Figuras 

23a e 23b). Já no experimento de Triagem campo aos 30 dias a relação de glândulas 
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mucosas para glândulas granulares foi de 24:3 para os animais do tratamento ST e 24:8 

para os animais do tratamento TT sendo observado igual número de glândulas mucosas 

em ambos os tratamentos (Figuras 23c e 23d). Como observado em laboratório, as 

glândulas mucosas se apresentaram evidentes nos animais do tratamento TT (Figura 23c) 

e menos evidentes para os animais do tratamento ST (Figura 23d). As glândulas 

granulares apresentaram grânulos de secreção independente dos tratamentos. 
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Figura 22. Fotomicrografia da pele de rã-touro, L. catesbeianus. a: (D200) glândulas 
granulares sem secreção (setas) . b: (D100) glândulas granulares com secreção (setas). c:
(D200) glândulas mucosas mais evidentes (cabeça de seta). d: (D100) glândulas mucosas 
menos evidentes (cabeça de seta); coloração H/E, PAS 

22a

22b

22d

22c
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Figura 23. Fotomicrografia da pele de rã-touro, L. catesbeianus. a, c: (TT) glândulas 
mucosas com secreção mais evidente (setas). b, d: (ST) (glândulas mucosas com secreção 
menos evidente (setas); coloração H/E, PAS 

23d23c

23a

23b



6. DISCUSSÃO 
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6.1 Parâmetro Endócrino - Corticosterona 

Os resultados do teste de Validação Fisiológica foram extremamente 

esclarecedores mostrando como os animais se estressam rapidamente quando 

manipulados, e o quão rápida é a metabolização da corticosterona plasmática nesta 

espécie retornando ao basal cerca de uma hora depois do estímulo. O presente estudo 

corrobora os achados de GLENNEMEIER e DENVER (2002a) que observaram que a 

injeção de ACTH resulta em aumentos nos níveis de corticosterona, e os de MOORE et 

al. (1991) que mostraram que os níveis deste glicocorticóide retornam ao normal muito 

rapidamente após um estresse agudo de manejo. Entretanto, os dados de literatura são 

bastante escassos a este respeito, e as doses utilizadas na Validação Fisiológica deste 

estudo foram baseadas em relatos de ROSENTHAL e ROSS (1984), que verificaram 

aumento nos níveis de glicose plasmática, alanina e uréia em rãs-touro frente à 

administração de ACTH, implicando na função do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenocortical de forma a regular a gliconeogênese vinda da alanina e provavelmente de 

outros aminoácidos glicogênicos. 

A complexa interpretação dos resultados de experimentos envolvendo estresse em 

anuros se deve a natureza do agente estressor e a resposta a sua magnitude e duração 

(MOBERG, 2000; WADA, 2008), bem como ao estágio do ciclo de vida do organismo, 

pré ou pró-metamorfose (CRESPI e DENVER 2004a, b, 2005). As concentrações de 

corticóides plasmáticos em larvas de várias espécies de anfíbios são baixas durante a pré-

metamorfose, aumentam durante a pró-metamorfose e atingem o pico no clímax da 

metamorfose, em R. catesbeiana (JAFFE, 1981; KRUG et al., 1983; KIKUYAMA et al., 

1986); em X. laevis (JOLIVET-JAUDET e LELOUP-HATEY, 1984); em Ambystoma 

tigrinum (CARR e NORRIS, 1988) e R. pipiens (GLENNEMEIER e DENVER, 2002a). 

O efeito da corticosterona no desenvolvimento larval de anuros difere entre os estágios 
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apresentando-se antagonista às modificações induzidas pela tireóide na pré-metamorfose 

reduzindo o desenvolvimento (HAYES et al., 1993; GLENNEMEIER e DENVER, 

2002b, c), mas agindo de maneira sinérgica ao aumento do nível dos hormônios 

tireoideanos na pró-metamorfose acelerando este processo (KIKUYAMA et al., 1993; 

WRIGHT et al., 1994; DENVER, 1997; HAYES, 1997; DENVER et al., 2002; KRAIN e 

DENVER, 2004).  

Os resultados de corticosterona do experimento de Densidade laboratório

indicaram que houve diferença estatística apenas para a interação tempo X tratamento. 

Entretanto, aos 15 dias foi observado um aumento não significativo no nível de 

corticosterona na D150. Isto pode ser explicado porque neste primeiro período de início 

de crescimento em L. catesbeianus (primeiros 15 dias após a metamorfose), os animais 

estão aprendendo a se alimentar e os confrontos nesta fase apresentam-se como 

confrontos leves, de igual para igual em virtude de sua uniformidade. Por outro lado, o 

mesmo comportamento de aumento do nível da corticosterona não foi observado nos 

animais do tratamento D200, provavelmente porque o espaço apresentava-se mais restrito 

devido a maior densidade, e os animais não tinham espaço para o confronto. Já aos 30

dias foi observado aumento significativo no nível de corticosterona nos animais do 

tratamento D200. Neste período, o crescimento é exponencial (FONTANELLO et al., 

1993) e alguns animais se desenvolvem mais rápido do que outros (i.e. desuniformidade) 

que somado a alta voracidade torna os confrontos mais agressivos e conseqüentemente 

aumenta os níveis de corticosterona. Entretanto, o mesmo comportamento não foi 

observado nos animais submetidos ao tratamento D150 uma vez que este apresentava 

mais espaço livre comparado a D200 o que pode ter funcionado como espaço de fuga 

para os animais menores.  
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Analisando este cenário pode-se inferir que a alta densidade causou estresse aos 

animais corroborando com os autores GLENNEMEIER e DENVER (2002b); CRESPI e 

DENVER (2005) e HU et al. (2008).  

Os resultados de corticosterona do experimento de Densidade campo indicaram 

que houve diferença significativa apenas para os tratamentos (D200 foi diferente da D100 

e da D150). Entretanto, aos 15 dias foi observado aumento no nível de corticosterona nos 

animais do tratamento D150, e aos 30 dias, diminuição nos animais submetidos ao D200. 

Isto indicou um comportamento igual à experimentação de laboratório aos 15 dias nos 

animais da D150, mas diferente aos 30 dias para os animais da D200. A hipótese para 

responder a esta questão seria a adaptação. Nesta densidade (D200) verificou-se ainda a 

alta taxa de canibalismo (média de 14%) que somado aos 5% de mortalidade contribuiu 

para a uniformidade de tamanho dos animais, o que possivelmente diminuiu os 

confrontos e conseqüentemente o nível de corticosterona. Este processo fisiológico é 

citado por WENDERLAAR BONGA (1997); MOBERG (2000) e ROMERO (2004) que 

afirmam que a adaptação ao estresse pode ocorrer como um tipo de resposta crônica.  

O aumento da densidade em girinos (WILBUR, 1977; SEMLITSCH e 

CALDWELL, 1982) e a diminuição da disponibilidade do alimento (WILBUR e 

COLLINS, 1973; KUPFERBERG et al., 1994) aceleram a metamorfose e, aumentam a 

produção de corticosteróides (DENVER 2009). HAYES (1997) relatou elevados níveis de 

corticosterona em Bufo boreas criados sob alta densidade e alimentação “ad libitum” e, 

GLENNEMEIER e DENVER (2002b) relataram o mesmo em R. pipiens quando sob alta 

densidade e alimentação limitada, ambos se tratando de girinos. 

A densidade de 100 rãs m-2 para imagos (rãs até 30g) é utilizada historicamente 

pelos criadores de rãs. Foi testada e proposta por pesquisadores da Universidade de 
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Uberlândia na década de 80, e considerada como grupo controle nesta experimentação 

(FERREIRA et al., 2002). 

No experimento Densidade laboratório, foi observada desuniformidade de 

tamanho nos animais das maiores densidades ficando evidente uma situação de 

territorialidade dos animais maiores para com os menores, porém não houve mortalidade 

ou sinais de canibalismo nos animais dos distintos tratamentos. Os resultados desta 

experimentação evidenciaram que situações de alta densidade e cativeiro foram 

estressantes para os animais.  

No experimento Densidade campo a desuniformidade foi observada para todos os 

tratamentos de maneira semelhante, independente da densidade dos animais ocorrendo 

mortalidade e sinais de canibalismo nos animais dos distintos tratamentos. A alta 

densidade e a situação de cativeiro não foram suficientes para provocar estresse. Nesta 

linha de raciocínio os produtores poderiam trabalhar na etapa inicial de desenvolvimento 

(rãs até 30 g) com densidades mais altas (200 rãs m-2), o que se traduziria em aumento da 

produtividade. 

Os resultados de corticosterona do experimento de Triagem laboratório indicaram 

que houve diferenças significativas para os tratamentos, a Triagem Parcial (TP) e a 

Triagem Total (TT) apresentaram-se diferentes do tratamento Sem Triagem (ST). Aos 15 

dias os animais se comportaram como aos 30 dias do experimento de Densidade 

laboratório, ou seja, apresentando alta voracidade e confrontos desiguais em virtude da 

desuniformidade. No ST a dominância foi estabelecida para com aquele grupo de 

indivíduos tornando os confrontos mais raros. Em outras palavras, os animais eram os 

mesmos desde o inicio da experimentação. Já no tratamento de TP, o manejo da triagem 

fez com que novos indivíduos fossem inseridos nos espaços previamente estabelecidos, 

provocando nova situação de dominância/subordinação, colocando-os frente à situação de 
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confronto. No tratamento TT, os confrontos tornaram-se de maior grandeza, uma vez que 

todos os animais foram remanejados. Aos 30 dias o mesmo comportamento continuou 

sendo observado nos distintos tratamentos, porém como os animais apresentaram-se 

maiores e mais uniformes por conta das triagens, os confrontos tenderam a ser menores.  

Analisando este cenário pode-se inferir que a triagem causou estresse aos animais, 

corroborando com os autores, LANGKILDE e SHINE (2006) que relataram um aumento 

temporário da corticosterona mediante um estimulo agudo seguido de retorno aos níveis 

basais em poucas horas. Outros autores relataram observações semelhantes de aumento 

deste hormônio em estudos de manejo, captura/confinamento de Rana esculenta

(ZERANI et al., 1991; CODDINGTON e CREE, 1995); captura/confinamento de 

Urosaurus ornatus (MOORE et al., 1994); manipulação/confinamento de Rana pipiens

(GLENNEMEIER e DENVER, 2002a) e confinamento/manipulação de girinos 

(BELDEN et al., 2003, 2007; BELDEN e KIESECKER, 2005; BELDEN e 

WINGFIELD, 2010). Porém, não foram observados sinais de canibalismo e mortalidade 

nos animais dos distintos tratamentos.  

Os resultados de corticosterona do experimento de Triagem campo indicaram que 

houve diferença altamente significativa somente para os tempos. Esta situação não 

refletiu as observações feitas em laboratório uma vez que os animais submetidos ao TT 

apresentaram um comportamento de diminuição dos níveis de corticosterona aos 15 e 30 

dias sugerindo adaptação frente ao estímulo estressor. Respostas fisiológicas adaptativas 

desta natureza foram observadas nos estudos de SAPOLSKY et al. (2000); CARR (2002) 

e BERNIER et al. (2004) após um estresse agudo de forma a manter a homeostase 

energética.  

A presença de predador e consequente risco de predação acelera a metamorfose 

(WASSERSUG e SPERRY, 1977; ARNOLD e WASSERSUG, 1978; KUPFERBERG et 
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al., 1994) e aumenta a produção de corticosteróides (DENVER, 2009). No experimento 

de triagem campo, os animais do TT buscaram adaptar-se onde foi observada tendência 

de diminuição dos níveis de corticosterona ao final do experimento, uma vez que diante 

da triagem total, o risco de predação e canibalização foi minimizado (em média 32%), 

mesmo que não diferente da taxa do TP. 

Os resultados da experimentação de Triagem laboratório evidenciaram, mais uma 

vez, que a manipulação é altamente estressante para estes animais. Nesta linha de 

raciocínio os produtores, considerando o alto custo operacional envolvido no manejo de 

triagem total e os possíveis danos fisiológicos que este procedimento pode acarretar 

poderiam optar por não fazer triagem ou fazê-la parcialmente para otimizar sua 

produtividade.  

6.2 Parâmetros Hematológicos 

A análise fisiológica do comportamento da corticosterona na avaliação do estresse 

em L. catesbeianus foi complementada por alguns indicadores hematológicos como o 

hematócrito, taxa de hemoglobina entre outros relacionados às células do sistema 

imunológico, como leucócitos. Os parâmetros hematológicos representam método 

alternativo para analisar os efeitos da corticosterona, onde aumentos nos glicocorticóides 

ocasionam mudanças quantitativas e qualitativas dos componentes leucocitários (DAVIS 

et al., 2008), porém se trata de uma resposta mais lenta na ordem de horas e de até dias 

(BENNETT et al., 1972). 

ALLENDER e FRY (2008) relataram a escassez dos valores de referência 

hematológica para anfíbios. Segundo CATHERS et al. (1997), COPPO et al. (2005), 

FORBES et al. (2006), as diferenças observadas em um hemograma se devem a fatores 

como estágio de desenvolvimento, idade, disponibilidade de alimento, variáveis 
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ambientais (temperatura, fotoperíodo), o que dificulta ainda mais a interpretação dos 

resultados.  

6.2.1 Eritrograma 

Estudos de eritropoiese/Er da fase larval e adulta apresentam-se mais expressivos 

em X. laevis, R. catesbeiana e R. pipiens, existindo alguns outros com urodelos (tritões) e 

poucos com caeciliam (ápodas) (WAKAHARA e YAMAGUCHI, 2001). Segundo 

TAMORI e WAKAHARA (2000), o Er diminui gradualmente durante a metamorfose de 

anuros, sendo as células envelhecidas seletivamente removidas do sistema circulatório 

por apoptose celular e eliminadas por fagocitose, no clímax da metamorfose em rã-touro.  

Os resultados do eritrograma do experimento de Densidade laboratório

mostraram, aos 15 dias, para os animais do tratamento D200, o quadro de Er 

apresentando leve aumento, e VCM constante, ou seja, leve manifestação diante dos 

confrontos leves iniciais, de igual para igual. Já, aos 30 dias com o quadro de Er 

diminuindo, porém de VCM aumentando sugeriu que ao longo do experimento de 

Densidade células vermelhas “jovens”, de maior volume foram sendo recrutadas ao 

sistema sanguíneo para dar o aporte necessário diante dos confrontos agressivos. Esses 

dados corroboram com os de GILMOUR (1997) que observou alterações do volume e do 

número das células vermelhas relacionadas ao processo de transporte de oxigênio. Já os 

resultados do eritrograma do experimento de Densidade campo mostraram aos 15 e 30 

dias, que os animais submetidos ao tratamento D200 apresentaram o quadro de Er 

aumentando, porém de VCM diminuindo, o que sugeriu a presença de células vermelhas 

“maduras” de menor volume frente ao comportamento de adaptação observado. As 

observações do eritrograma do experimento de Densidade campo aos 30 dias não 

refletiram os resultados do laboratório. Este comportamento pode ser observado frente a 
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menor expressão dos níveis de corticosterona no campo se comparado à experimentação 

laboratorial, significando menor estresse ou que os animais se adaptaram a esta condição. 

No experimento de Triagem laboratório, os resultados do eritrograma mostraram 

que aos 15 dias foi observado nos animais do tratamento D200, o quadro de Er 

aumentando gradativamente e VCM diminuindo. Aos 30 dias foi observado o quadro de 

Er diminuindo, porém de VCM mantendo-se constante. Já no experimento de Triagem 

campo, para os animais submetidos ao tratamento D200, os resultados mostraram que aos 

15 dias foi observado o quadro de Er, VCM diminuindo, e aos 30 dias foi observado o 

quadro de Er diminuindo, porém de VCM mantendo-se constante. De certa forma, as 

observações do eritrograma do experimento de Triagem campo aos 30 dias foram 

semelhantes ao laboratório corroborando BENNETT et al. (1972) que retratam a forma 

lenta como a resposta sanguínea é expressa, mesmo tendo sido observado menor 

expressão dos níveis de corticosterona no campo se comparado ao laboratório. 

6.2.2 Leucograma 

A série branca é composta de granulócitos (neutrófilos, basófilos e eosinófilos) e 

agranulócitos (linfócitos e monócitos), onde os neutrófilos e monócitos apresentam 

atividade fagocitária e estão intimamente relacionados com os mecanismos de defesa 

celular do hospedeiro, particularmente contra bactérias. Os eosinófilos e basófilos estão 

relacionados aos processos inflamatórios e alérgicos e os linfócitos à atividade citotóxica 

e humoral (DUELLMAN e TRUEB, 1986; ALLENDER e FRY, 2008).  

O leucograma dos experimentos de Densidade e Triagem, de ambas as etapas 

laboratório e campo mostraram que as células leucocitárias mais abundantes em rã-touro

foram linfócitos e neutrófilos, enquanto monócitos, eosinófilos e basófilos apresentaram-

se mais escassas, corroborando os resultados de outros autores (CATHERS et al., 1997; 
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FERREIRA et al., 2003; THRALL, 2004; FRANÇA et al., 2008; DIAS et al., 2009; 

ROCHA et al., 2010). 

Durante o estresse da metamorfose, na transição de larva para adulto, a 

corticosterona apresenta-se envolvida na reorganização do sistema imune (ROLLINS-

SMITH et al., 1997). A diminuição na população de leucócitos, indicando 

susceptibilidade a infecções, foi observada em indivíduos metamorfoseados (KOLIAS, 

1984; USSING e ROSENKILDE, 1995), especificamente, linfócitos e neutrófilos 

diminuiram no clímax da metamorfose (USSING e ROSENKILDE, 1995; BELDEN e 

KIESECKER, 2005; WOODHAMS et al., 2007). No entanto, DAVIS (2009) relatou que 

depois do processo de metamorfose os neutrófilos, monócitos e eosinófilos tornaram-se 

mais pronunciados onde os neutrófilos, atuantes na primeira linha de ataque/defesa, 

juntamente com os monócitos, mostram-se envolvidos com a fagocitose sendo mais 

abundantes frente às “lises” dos tecidos. Já os eosinófilos, participam diretamente das 

“lises” dos tecidos produzindo substâncias (citoquinas, quemoquinas, mediadores 

lipídicos e neuromoduladores) (ROTHENBERG e HOGAN, 2006) que iniciam e 

modulam a resposta inflamatória agindo, portanto, como precursor para fagocitose, ou 

seja, a metamorfose é entendida neste caso, como um processo inflamatório. 

Os resultados do leucograma no experimento de Densidade laboratório

mostraram que aos 15 dias foi observado para os animais do tratamento D200 leves 

alterações em quase todas as figuras sanguíneas brancas e diminuição mais expressiva 

para os monócitos. Já, aos 30 dias, foi observada diminuição de leucócitos e linfócitos e 

leves aumentos para neutrófilos, basófilos e monócitos sendo a alteração eosinofílica 

mais expressiva, porém sem sinais de injúria aos animais neste período. Segundo DAVIS 

e MAERZ (2009), aumentos na corticosterona apresentaram alterações na população de 

leucócitos circulantes, especificamente com diminuição de linfócitos e aumento de 
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neutrófilos em salamandras criadas em altas densidades corroborando com o presente 

estudo onde foi observado resultado semelhante ao final da experimentação. 

Os resultados do leucograma no experimento de Densidade campo mostraram que 

aos 15 dias foi observado para os animais submetidos ao tratamento D200 diminuição de 

leucócitos totais, linfócitos e neutrófilos e aumento das demais figuras sanguíneas 

brancas. Já, aos 30 dias, foi observado aumento de leucócitos totais, linfócitos e 

neutrófilos e diminuição das demais figuras sanguíneas brancas, sugerindo possível

quadro de enfermidade diante dos sinais da tentativa de canibalismo nos animais 

menores. As observações nos resultados do leucograma do experimento de Densidade 

campo aos 30 dias não refletiram os de laboratório, entretanto, segundo MARTIN et al.

(2005) e KIANK et al. (2006), estressores crônicos usualmente suprimem o sistema 

imune mesmo tendo sido observado níveis de corticosterona menos expressivos se 

comparados à experimentação laboratorial. 

Os resultados do leucograma no experimento de Triagem laboratório mostraram que 

aos 15 e 30 dias foi observado nos animais submetidos à TT diminuição de leucócitos, 

linfócitos, neutrófilos, basófilos, eosinófilos e monócitos que corrobora BENNETT et al.

(1972) em que retratam a forma lenta como a resposta sanguínea é expressa, se comparada à 

resposta hormonal.  

Os resultados do leucograma do experimento de Triagem campo mostraram que 

os animais do tratamento TT aos 15 dias mostraram diminuição de leucócitos, linfócitos, 

basófilos e eosinófilos e leve aumento de neutrófilos e monócitos. Já aos 30 dias

mostraram aumento de leucócitos totais, linfócitos, basófilos, sendo mais expressivo para 

neutrófilos e de menor grandeza para monócitos e de leve diminuição de eosinófilos 

sugerindo também possível quadro de enfermidade diante dos sinais de tentativa de 

canibalismo, mesmo que reduzidos frente às triagens. As observações nos resultados do 
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leucograma do experimento de Triagem campo aos 30 dias não refletiram os de 

laboratório, porém mostraram ser semelhantes a outros estudos onde o estresse agudo 

causou diminuição do número de linfócitos circulantes (MAULE e VANDERKOOI, 

1999), aumento do número de neutrófilos e diminuição do número de eosinófilos em R. 

pipiens expostas ao frio (MANIERO e CAREY, 1997), em salamandras em estudo de 

captura/“manipulação” (DAVIS e MAERZS, 2010) e em desafio de R. catesbeiana com 

chitridio (DAVIS et al., 2010). Além disso, diminuição do número de eosinófilos em 

infestações por parasitas trematodos foram descritas por KIESECKER (2002), BELDEN 

e KIESECKER (2005) e ROHR et al., 2008).  

Considerando a resposta do sangue em sua totalidade como resposta lenta e, que 

segundo FORBES et al. (2006) e DAVIS et al. (2008), durante o processo de estresse 

ocorre não somente um aumento ou diminuição da resposta imune, mas redistribuição das 

células imunes por todo o corpo. É importante notar que as alterações fisiológicas, do 

eritrograma e do leucograma neste estudo, provavelmente consumiram energia e que no 

momento no qual o estresse agudo se tornar crônico, poderá gerar os efeitos terciários 

como diminuição da resistência e surgimento de problemas relacionados ao crescimento e 

desenvolvimento dos animais com consequente perda da produtividade. 

6.3 Parâmetros Morfológicos 

6.3.1 Células cromafins (glândula interrenal)

Numerosos estudos fazem referência à morfologia das células cromafins da 

glândula interrenal em espécies de anuros (ACCORDI, 1988, 1991; ACCORDI e 

CIANFONI, 1981; ACCORDI e GALLO, 1982; ACCORDI et al., 1980, 1981, 1984; 

MILANO e ACCORDI, 1983, 1986). Porém, somente KATAOKA et al. (1979); VOLK 
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(1972); KURAMOTO (1987); CHIMENTI e ACCORDI (2008), trabalharam com a rã-

touro. 

Já, os estudos que correlacionam a morfologia destas células com fisiologia são 

escassos, entre eles, ROCHA et al. (2001) que observaram aumento na atividade 

secretora e início de lesões das células interrenais em matrinxã mediante estresse de 

captura/alta densidade; NORRIS et al. (1997) que observaram alterações estruturais da 

glândula interrenal de peixes como hipertrofia e hiperplasia do tecido e, ACCORDI e 

MILANO (1977); KLOAS et al. (1997) que observaram aumento do número das células 

secretoras de catecolaminas próximo do clímax da metamorfose em anfíbios.  

No experimento de Densidade campo aos 30 dias, a resposta hormonal de 

corticosterona foi pouco expressiva. Entretanto, a área das células cromafins foi 

qualitativamente maior nos animais submetidos ao tratamento D200 do que aos animais 

do tratamento D100, indicando processo de hiperplasia (aumento de número) com o 

aumento da densidade.  

Estudos têm documentado o aumento das catecolaminas associado a agentes 

estressores agudos em anfíbios: hipoxia (BOUTILIER e LANTZ, 1989; TALBOT e 

STIFFLER, 1991; ANDERSEN et al., 2001); função cardíaca e resistência vascular 

(HERMAN e SANDOVAL, 1983); atividade forçada (TUFTS et al., 1987 a; ROMERO 

et al., 2004); desidratação/hemorragia (WITHERS et al., 1988); 

manipulação/confinamento (BOORSE e DENVER, 2003; YAO et al., 2004; HU et al., 

2008); disrruptor endócrino (GOULET e HONTELA, 2003; CAPALDO et al., 2006). 

No experimento de Triagem campo aos 30 dias, a resposta hormonal de 

corticosterona foi pouco expressiva. Entretanto, a área das células cromafins foi 

qualitativamente maior nos animais submetidos ao tratamento ST do que nos animais do 

tratamento TT, uma vez que no ST os animais permaneceram em constantes confrontos 
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frente a desuniformidade devido a não triagem. Não foi observada hiperplasia nas células 

cromafins com a prática da triagem e sim uma diminuição do número destas células. 

Considerando que a resposta das interrenais é bastante rápida em termos 

hormonais para a liberação das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) que por sua 

vez são liberadas e metabolizadas imediatamente após a ocorrência do fator estressante 

(BARTON, 2002), e que, em termos estruturais as células dessas glândulas (cromafins) 

respondem de forma lenta, a ferramenta estrutural das células cromafins soma-se às 

demais neste estudo para a obtenção de uma recomendação ao produtor para melhorar a 

produtividade de seus manejos de densidade e triagem.  

6.3.2 Glândulas mucosas (pele) 

A morfologia do tegumento de anuros têm sido descrita por vários estudos 

(DUELLMAN e TRUEB, 1986; FOX, 1986a, b; WARBURG et al., 2000; AZEVEDO et 

al., 2005, 2006; de BRITO-GITIRANA e AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et al., 

2007; 2009), porém somente ROBINSON e HEINTZELMAN (1987); IZUTSU et al.

(1993); YOSHIZATO (1989, 1996); AZEVEDO et al. (2006) observaram características 

histológicas da pele de rã-touro. Poucos são os estudos em anuros que correlacionam 

morfologia do tegumento com fisiologia (de BRITO-GITIRANA e AZEVEDO, 2005; 

FELSEMBURGH et al., 2007, 2009; GONÇALVES e de BRITO-GITIRANA, 2008) 

onde refletem a respeito da adaptação das estruturas do tegumento ao habitat aquático e 

terrestre. 

Segundo ROBINSON e HEINTZELMAN (1987), IZUTSU et al. (1993), KAWAI 

et al. (1994), TAMAKOSHI et al. (1998) e UTOH et al. (2000), a epiderme passa por 

transformações. Varia entre apresentar epitélio simples na fase larval a epitélio 

estratificado queratinizado quando no clímax da metamorfose, mantendo-se com esta 
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característica na fase adulta. Para OHMURA e WAKAHARA (1998); KALTENBACH et 

al. (2004); KINOSHITA et al. (2005), o desenvolvimento das células das glândulas se 

inicia na pré-metamorfose, e se completa após a metamorfose. FELSEMBURGH et al.

(2009), relatam a presença de sulcos no tegumento, que promovem a dispersão e 

permanência das secreções das glândulas sobre o corpo do animal. 

No experimento de Densidade laboratório e campo inicialmente foram 

observados mais glândulas mucosas em quase toda a extensão do corte do tegumento, o 

que inferia proteção dos animais recém-metamorfoseados frente às adversidades do 

ambiente aquático (e.g. ressecamento). Ao longo do tempo, as granulares passaram a ser 

mais presentes no tegumento inferindo proteção frente às novas adversidades do ambiente 

terrestre (e.g. predação). 

A resposta granular apresenta-se como primeira linha de ataque/defesa 

(HANCOCK, 2001; DIAMOND et al., 2009) da pele, ou seja, de resposta rápida onde os 

peptídeos armazenados são descarregados via mecanismo holócrino sob estimulação 

adrenérgica (DOCKRAY e HOPKINS, 1975). Aos 30 dias foi observado no experimento 

de Densidade laboratório, glândulas granulares quase todas sem presença de grânulos de 

secreção nos animais do tratamento D200. A situação de degranulação pode indicar que 

as glândulas apresentaram-se exauridas frente o estressor da alta densidade 

(desuniformidade/confrontos agressivos). Já no experimento de Densidade campo o 

estresse apresentado foi em menor intensidade se comparado ao laboratório, observou-se 

glândulas granulares repletas de grânulos e a presença semelhante destas glândulas nos 

distintos tratamentos pode confirmar esta assertiva.  

Observando as glândulas mucosas, segundo HAYES e GILL (1995), a 

corticosterona apresenta efeito antagonístico aos hormônios da tireóide, diminuindo o 

número de glândulas mucosas frente ao número de glândulas da pele. Este resultado foi 
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verificado aos 30 dias no experimento de Densidade laboratório para os animais do 

tratamento D200 se comparado aqueles do D100. Já no experimento de Densidade 

campo, o número de glândulas mucosas não mostrou alterações nos animais dos distintos 

tratamentos podendo indicar um estresse mais brando se comparado ao laboratório. A 

mucina ou acúmulo de muco foi observado claramente nos animais submetidos à maior 

densidade (D200) no laboratório se comparado aqueles do D100, já no campo não houve 

diferença para os distintos tratamentos.  

No experimento de Triagem laboratório e campo foram observados inicialmente 

mais glândulas de muco do que granulares nos animais submetidos ao tratamento TT se 

comparado aqueles do ST. Porém, as glândulas granulares apresentaram-se mais 

presentes uma vez que se trataram de animais pós-metamorfoseados. 

A resposta da ativação da secreção glandular frente à aplicação da noraepinefrina - 

NE, (noradrenalina - NA) se comporta de maneira semelhante para os anfíbios 

L.chaquensis (CASTILLO e ORCE, 1997), R. catesbeiana (THOMPSON e MILLS, 

1983; CASTILLO e ORCE, 1995), R. pipiens (LINDLEY, 1969) e X. laevis (HOUSE, 

1969). Porém, a questão de como as espécies de anfíbios variam em suas habilidades para 

liberar peptídeos defensivos através da pele quanto a estressores incluindo a NE ou 

agentes infecciosos ainda carece de elucidações (WOODHAMS et al., 2007). 

Aos 30 dias, as glândulas granulares se apresentaram todas repletas de conteúdo 

nos animais dos distintos tratamentos no experimento de laboratório e campo, o que pode 

indicar que não houve tempo hábil para esvaziar estas glândulas uma vez que se tratou de 

um estímulo agudo.  

Observando as glândulas mucosas aos 30 dias foi verificado menor número nos 

animais submetidos ao tratamento TT se comparado aqueles do ST no experimento de 

laboratório, corroborando os resultados de HAYES e GILL (1995) que observaram a 
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diminuição do número das glândulas mucosas para situações mais estressantes. Já no 

experimento de campo, o número dessas glândulas não mostrou alterações nos distintos 

tratamentos podendo indicar um estresse mais brando se comparado ao laboratório. 

A mucina apresentou-se mais evidente para os animais do tratamento TT se 

comparado aqueles do ST o que pode indicar a intima relação entre mucina e a 

manipulação, que segundo DENT et al. (1973), LILLYWHITE e LICCHT (1975) 

descargas de muco ocorrem quando animais são manuseados sugerindo fuga de 

potenciais predadores. Esta observação foi muito mais evidente no laboratório do que no 

campo.  

A resposta granular é uma resposta mais rápida se comparada à resposta mucosa 

uma vez que, a extrusão das glândulas granulares é feita através de estimulação 

colinérgica ou adrenérgica, onde são controladas por nervos simpáticos, que terminam no 

interstício próximos às células mioepiteliais (BARRA e SIMMACO, 1995; SIMMACO et 

al., 1998). Essas células situadas junto à membrana basal, são contráteis e estão 

diretamente relacionadas com a liberação dos grânulos, por mecanismo holócrino 

(TOLEDO e JARED, 1995; CLARKE, 1997; DELFINO et al., 1999). As terminações 

nervosas das glândulas mucosas estão localizadas fora do parênquima da glândula 

fazendo um controle indireto via difusão (SJOBERG E FLOCK, 1976; GAMMILL et al., 

2012). Porém, segundo observações morfológicas de DOCKRAY e HOPKINS (1975), 

MILLS et al. (1982) e MILLS e PRUM (1984) as glândulas mucosas não apresentaram 

alterações morfologicamente pela estimulação de catecolaminas.  

Diante dos resultados observados, a ferramenta estrutural das glândulas da pele 

soma-se às demais neste estudo para a obtenção de uma recomendação ao produtor para 

melhorar a produtividade de seus manejos de densidade e triagem.



7.CONCLUSÕES 
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Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que: 

• O conjunto diagnóstico de corticosterona (MP Biomedicals, LLC, Orangeburg, 

NY, USA). foi validado para a espécie L. catesbeianus;

• A corticosterona mostrou ser um bom indicador de estresse; 

• Os parâmetros hematológicos da série branca mostraram ser bons indicadores de estresse; 

• As alterações histológicas (células cromafins e glândulas da pele) não foram bons 

indicadores de estresse neste estudo; 

• Situações de alta densidade no laboratório foram estressantes para os animais; 

• Situações de alta densidade no campo não foram estressantes para os animais 

provavelmente devido a sua adaptação (homeostase); 

• A manipulação no laboratório foi altamente estressante para formas juvenis de rã-touro; 

• A manipulação no campo mostrou que os animais não se estressaram como no laboratório; 

• Os resultados das experimentações em laboratório mostraram estresse mais 

expressivo do que os resultados obtidos no campo. 
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