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RESUMO

TEIXEIRA, P.C. ESTRESSE DE MANEJO CRIATORIO, EM RAS-TOURO:
ASPECTOS HORMONAIS, HEMATOLOGICOS E MORFOLOGICOS. Jaboticabal,
2012. 109p. Tese (Doutorado) Centro de Aquicultura, Universidade Estadual Paulista.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta fisiol dgica de estresse no climax e logo apos
a metamorfose de ré-touro (Lithobates catesbeianus) em diferentes densidades e triagens
aplicadas sendo conduzidos no laboratério e no campo. No experimento Densidade foram
testadas as densidade de pré-engorda: 70 animais m? (D70), 100 animais m? (D100)
controle, 150 animais m? (D150) e 200 animais m? (D200), com trés réplicas
simulténeas. No Experimento Triagem foram testados 0s manejos de selecdo por tamanho
(triagem): Sem Triagem (ST), Triagem Parcial a cada quinze dias (TP), Triagem Tota a
cada quinze dias (TT), com quatro réplicas simulténeas. Foram avaliados o0 parametro
hormonal da corticosterona plasmatica (Radioimunoensaio - RIE), os parametros
hematol 6gicos da série vermelha e branca, bem como a morfologia das células cromafins
(rim) e glandulas de muco (pele). A corticosterona plasmética respondeu as distintas
condic¢oes de densidade e triagem aumentando para as densidades D150 e D200 e para as
triagens TP e TT ao longo do tempo experimental no laboratério. Porém no campo, a ata
densidade e a situagdo de cativeiro ndo foram suficientes para provocar estresse nos
animais que apresentaram uma diminuicdo dos niveis de corticosterona aos 30 dias. Na
experimentacdo de Triagem campo 0S niveis de corticosterona apresentaram menos
expressivos se comparado ao laboratério com diminuicdo 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 laboratorio. Ja no campo este resultado foi menos
expressivo A série branca respondeu a0 estresse de densidade com aumento de
neutrofilos, basofilos, eosinéfilos e mondcitos, no laboratério e alteracbes menos
expressivas no campo. Porém respondeu ao estresse agudo de triagem com diminuicéo de
neutrofilos e demais figuras sanguineas na experimentacéo de laboratério e campo. As
células cromafins responderam, na experimentacdo de campo com maior &rea destas
células para D200 sugerindo que houve hiperplasia com o aumento de densidade. No
experimento Triagem foi observada maior area para ST sugerindo que a triagem ndo
alterou o numero das células cromafins dos animais. As glandulas mucosas responderam
com acumulo de muco nos tratamentos de maior estresse nos distintos estudos, sendo
mais estressante para a experimentacéo de laboratorio, porém no experimento de Triagem
foi observado resposta mais expressiva se comparada ao experimento de Densidade.
Concluiu-se que 0 estresse de densidade e triagem em laboratério mostraram maior
expressividade se comparados ao campo.

Palavras chave: ranicultura, estresse, corticosterona, hematologia, células cromafins,
gléndulas mucosas



ABSTRACT

TEIXEIRA, P.C. HANDLING STRESS IN REARING FARMS OF BULLFROG:
HORMONAL, HEMATOLOGICAL AND MORPHOLOGICAL ASPECTS. Jaboticabal,
2012. 109p. Tese (Dr) Aquaculture Center, S&o 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 anima size (S) conducted in
laboratory and field. In the Density experiment four different densities for animal were
tested: 70 animals.m™ (D70), 100 animals.m? (D100), density control, 150 animals.m™
(D150) and 200 animals.m™ (D200), using 3 simultaneous replicates. In the handling
experiment three selective handling by anima size were tested: without selective
handling (NS), Partial Selective handling each 15 days (PS), Total Selective handling
each 15 days (TS), using 4 ssimultaneous replicates. For the stress response evaluation
hormona parameter for plasmatic corticosterone (radioimmuneassay - RIE) were
guantified. 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 |ess 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.

K ey words:. frog culture, stress, corticosterone, hematology, chromaffin cells, mucus glands



1. INTRODUCAO



A r&touro, Rana catesbeiana SHAW 1802, recentemente re-classificada como
Lithobates catesbeianus (FROST et al., 2006), € a Unica espécie utilizada pelos ranarios
comerciais brasileiros por suas caracteristicas zootécnicas como rusticidade (facilidade de
manejo), precocidade (crescimento rapido) e prolificidade (elevado nimero de ovos por
postura). Embora a criacdo de girinos e imagos de ré&touro saudavels sga uma etapa
fundamental para o sucesso de qualquer ranario, observa-se mortalidade destes animais
na maioria dos ranarios comerciais, seja por problemas de manejo, deficiéncia alimentar,
instalagdes inadequadas, ma qualidade da &gua ou por doencas bacterianas e fungicas
(RIBEIRO FILHO, 1998; FERREIRA et al., 2002; LIMA et al., 2003).

A metamorfose € um periodo de grandes transformacdes pés-embrionarias que
envolvem mudancgas morfolgicas, fisiologicas, bioquimicas e comportamentais, na qual
0 organismo altera seu modo de vida (DUELLMAN e TRUEB, 1986; AMPHIBIAN
METAMORPHOSIS ASSAY, 2008). Nesta etapa e nos 30 dias subseqlientes a €la, 0s
animais enfrentam mudancgas que os tornam mais susceptiveis a qualquer desequilibrio
homeostético, ou sgja, estresse, ocasionando atas taxas de mortalidade em ranarios
comerciais (FERREIRA et al., 2002; LIMA et al., 2003). Consideram-se aceitaveis na
fase de pré-engorda (imago) taxas de mortalidade de aproximadamente 30% entre
animais que ndo 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 producéo
intensiva de r&s (FERREIRA et al., 2002).

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

LOMAN (2004). Estresses cronicos com alta densidade em anfibios podem elevar os



nivels basais dos glicocorticides (HAYES, 1997; GLENNEMEIER e DENVER, 2002 b;
ROT-NIKCEVIC et al., 2005).

A prética de separagdo dos animais por tamanho, conhecida por triagem
(FONTANELLO et al., 1993; FERREIRA et al., 2002) pode minimizar as perdas na fase
de pés-metamorfose frente o canibalismo, problema bastante corriqueiro, garantindo
também a qualidade dos animais. Porém, esta prética atua como um estressor agudo
alterando os niveis basais dos glicocorticoides (LANGKILDE e SHINE, 2006).

A densidade e a triagem devem ser consideradas pelo produtor quanto ao bem
estar animal, onde possiveis falhas podem levar ao desequilibrio e consequentemente
perdas zootécnicas e econdmicas. A corticosterona, principal glicocorticéide em anfibios
(MOBERG, 2000; WADA, 2008), juntamente com marcadores hematol6gicos
(ALLENDER e FRY, 2008; DAVIS et al., 2008) e morfologicos: rim — células cromafins
(ACCORDI e MILANO, 1977); pele — glandulas mucosas (MILLS e PRUM, 1984;

HAYES e GILL, 1995) foram usados para avaliar 0 estresse no presente estudo.



2. REVISAO DE LITERATURA



2.1 Metamorfose

A metamorfose é um processo fisiolégico continuo, que ocorre de forma
relativamente lenta e gradual sendo subdividida nas fases pré-metamorfose, estégios 26
a0 30 de GOSNER (1960), pré6-metamorfose, estagios 31 ao 41 e climax da metamorfose,
estagios 42 ao 45. Porém, como trata-se de um animal pecilotérmico, ou sgja, que
modifica-se segundo as condicbes 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 presenca de predador
(WASSERSUG e SPERRY, 1977; ARNOLD e WASSERSUG, 1978; KUPFERBERG et
al., 1994), onde um aumento da temperatura, densidade, presenca do predador e uma
diminuicéo da disponibilidade do alimento aceleram a metamorfose.

As mudancas bioquimicas da metamorfose apresentam-se menos visivels, onde se
pode observar aumento na producéo de proteinas séricas, alteracdo no metabolismo de
ferro, devido ao aumento da ceruloplasmina, mudancas na hemoglobina e também no
ciclodauréia(DUELLMAN e TRUEB, 1986).

As dteracbes morfolégicas sdo mais exuberantes, onde se observa o
desenvolvimento dos membros, a degeneracdo das bréanquias concomitantes ao
desenvolvimento dos pulmdes, modificacbes no aparelho respiratério para permitir a
respiracéo pelos pulmaes e pele bem como através da regido gular (papo), a reabsorcéo da
cauda, o desenvolvimento das glandulas dos olhos, 0 aparecimento da papebra e da
membrana nictante para protecdo contra o ressecamento e outras intempeéries, a formacéo
da boca e da lingua e a diferenciacéo do trato digestério de onivoros para carnivoros

(PAULSON et al., 1995; ROVIRA et al., 1995; HOURDRY et al., 1996).



As alteragbes comportamentais sdo mais radicais, onde as ras apos a metamorfose
tornam-se carnivoras, cacadoras e canibais. Em outras palavras, 0s imagos sdo
extremamente vorazes e, a menos que se faga a separagdo por tamanho (triagens), as

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

2.2 Edrese

O estresse representa uma condicdo na qual o equilibrio dindmico do organismo
animal, denominado de homeostase, € ameacado ou perturbado por um conjunto de
estimul os intrinsecos e extrinsecos, comumente definidos como estressores, que induzem
respostas fisioldgicas compensatorias e/ou adaptativas para capacitar o animal a superar
ameacas. A reacao de estresse prepara 0 animal para a situacéo chamada “fight or flight”
(luta ou fuga), ou sgja, os animais submetidos ao estimulo fogem, evitando o estressor, ou
se ndo podem fazé-lo, reagem e lutam para se gustar ao estressor (WINGFIELD e
ROMERO, 2001; ROMERO, 2002; MCcEWEN e WINGFIELD, 2003). A resposta de
estresse agudo envolve dois componentes do sistema neuro-enddcrino: o sistema

simpatico-cromafim que estimula as células cromafins para a liberacéo de catecolaminas,
cuja resposta é réapida e produz um efeito imediato (ROMERO e REED, 2005), e o

sistema hipotalamo-hipofise-interrenal que consiste na estimulacdo em cascata, de modo
mais lento culminando na liberagdo do cortisol/corticosterona pelas células do tecido
interrenal (SAPOLSKY et al., 2002).

As respostas de estresse sdo divididas em trés categorias. priméria, secundaria e
tercidria. A primeira categoria € uma reacdo de alarme, que causa aumento das
catecolaminas (epinefrina e noraepinefrina) e corticosterdides. A segunda caracteriza-se
por um estado de resisténcia que produz efeitos metabolicos como, aumento dos

batimentos cardiacos, do consumo de oxigénio, da glicemia, do hematdcrito e do nimero de



leucocitos. A terceira € um estado de exaustéo que causa a queda de desempenho, inibicdo
do crescimento e da reproducéo e a diminuicdo da resisténcia a doencgas e, consequente,
contaminacdo por bactérias e fungos oportunistas, podendo levar os organismos a morte
(SAPOLSKY, 1993; SAPOLSKY et al., 2000; HU et al., 2008; DENVER, 2009).

O estresse do tipo agudo observado em mangos, como biometria e transporte
apresenta resposta fortemente imunossupressora, levando a perdas. O estresse do tipo
crénico, observado em condicBes que mantenham 0s organismos aguaticos por longo
periodo em situacfes estressantes, como pH incorreto, baixo nivel de oxigénio dissolvido
na agua e superpopulacéo, 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
gue disturbios sub-letais, que ndo parecem problematicos, podem se acumular e, se 0
periodo entre eles for insuficiente para recuperacdo, pode haver efeito deletério
individualmente e na populacéo, pois as respostas perdem seu valor adaptativo, e tornam-
sedisfuncionais (BARTON e IWAMA, 1991; BARTON, 2002; LIMA et al., 2006).

Em rés-touro, alteragdes comportamentais sdo observadas na pré-engorda (30 dias
subsequientes a metamorfose) e engorda (90 dias subseqgiientes a pré-engorda) frente a
situacOes de estresse como o reflgio embaixo d agua ou de abrigos de protecéo, o
empilhamento das ras nos cantos das baias, saltos desnorteados, sons caracteristicos de
fuga, além do aparecimento de peles em excesso nas areas Umidas. Algumas vezes chega
se até a visualizar muco sobre a epiderme em forma de espuma com odor discreto e

caracteristico (LIMA e AGOSTINHO, 1992; FERREIRA et al., 2002).



2.3 Interrenal e hormonios do estresse

Em anfibios anuros, a glandula interrenal, andloga a glandula adrenal esta em
contato com a superficie do rim, apresentando-se como estruturas alongadas localizadas
na porgao ventral mediana de cada rim (DUELLMAN e TRUEB, 1986; ACCORDI,
1991). A compactacdo e a comunicagdo que o tecido tem com 0s vasos sanguineos varia
nesta ordem estando relacionado com a posicdo da glandula. No caso da r&touro, a
glandula compde-se de corddes celulares enclausurados uns nos outros, onde as células
cromafins se arranjam em grande nimero. Estes cordes formam linhas laterais que sdo
supridas por vasos delgados (MILANO e ACCORDI, 1983). O arranjo especifico da
glandula em anfibios favorece a interacdo das células esteroidogénicas e cromafins

(DELARUE et al., 1990; CAPALDO et al., 20083, b).

Em mamiferos, a camada cortical da adrenal produz horménios adrenocorticdides,
gue podem ser glicocorticoides, mineralocorticides entre outros. Os glicocorticoides,
representados principalmente pelo cortisol e corticosterona, agem particularmente nos
metabolismos protéico, lipidico e dos carboidratos. Promovem o catabolismo protéico
com conseqlente aumento na producdo de glicogénio (neoglicogénese) e elevacdo dataxa
de glicose no sangue entre outras fungbes. Os mineralocorticoides, dos quais 0 mais
importante € a aldosterona, agem principalmente nos tubulos renais, mas também na
mucosa gastrica, glandulas salivares, e sudoriparas, estimulando a reabsor¢éo de sodio

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

Ainda segundo estes mesmos autores, a camada medular secreta catecolaminas,
representada pela epinefrina e noraepinefrina, substancias mediadoras quimicas do
sistema nervoso simpético através das células cromafins. O principal hormoénio, a

epinefrina afeta o sistema cardiovascular e o fluxo sanguineo para o cérebro, figado, rim e



musculos, atuando como vasodilatador enquanto a noraepinefrina geralmente atua como
vaso consgtritor. As catecolaminas sdo liberadas no organismo sempre gue ha necessidade
de mobilizacdo de substratos energéticos e incremento no transporte de oxigénio no
sangue (LIMA et al., 2006). Devido & comunicagdo direta com o sistema nervoso central,
a secrecdo das células cromafins € imediata e logo apds o evento estressor as

catecolaminas apresentam niveis elevados na circulacéo sanguinea (BARTON, 2002).

2.4 Biomarcadores

2.4.1 Parametro Enddcrino - Corticosterona

Os vertebrados geramente respondem ao estimulo estressor com aumentos nos
nivels dos glicocorticoides, cortisol ou corticosterona, dependendo da espécie
(ROMERO, 2002). Em anfibios, a corticosterona € o principal glicocorticéide (FEDER e
BURGGREN, 1992; WADA, 2008) que mobiliza reservas energéticas e supre processos
fisiologicos ndo vitais até que o estimulo estressor acabe (WINGFIELD e ROMERO,
2001; ROMERO, 2002). De imediato atua de forma benéfica ao organismo uma vez que
tem sua sobrevivéncia garantida. Entretanto, elevacGes crbénicas podem ter efeitos
deletérios, incluindo diminui¢do do crescimento e desenvolvimento, bem como depressio

do sistemaimune entre outros (SAPOLSKY, 1993).

2.4.2 Parametros Hematol 6gicos

Marcadores hematoldgicos também sdo utilizados na avaliacdo do estresse em
anfibios (WRIGHT, 2001; ALLENDER e FRY, 2008). O uso do perfil leucocitério para
medir o0 estresse em anfibios é apresentado em alguns estudos (ROMANOVA e
ROMANOVA, 2003; DAVIS et al., 2008; SHUTLER et al., 2009). Os linfdcitos estdo

envolvidos com a modulacéo da defesa imune (CAMPBELL, 1996). Os neutrdfilos,
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conhecidos como fagocitos, apresentam-se envolvidos na defesa de patdégenos ndo
especificos e inflamagdo (JAIN, 1993; THRALL, 2004). Os eosindfilos apresentam-se
associados com a defesa parasitéria (KIESECKER, 2002). Os basofilos ndo apresentam
funcdes claras no sistema imune (RUPLEY, 1997), mas estéo aparentemente envolvidos
com inflamagdo. Ja 0s mondcitos apresentam-se como células fagociticas na defesa
contra inflamacdes e bactérias (CAMPBELL, 1995; DAVISet al., 2004).

Segundo SAPOLSKY et al. (2000), durante a resposta de estresse, a imunidade é
diminuida de forma a redirecionar as reservas energéticas para atividades de maior valia
na sobrevivéncia. WICK et al. (1993) e GENTZ (2007) relataram a interacdo entre
imunologia e fungdes enddcrinas promovendo a homeostase quando sob condigdes
estressantes. Entretanto, a complexidade da liberacdo e interacdo dos hormonios
envolvidos na resposta ao estresse e, principamente os mecanismos utilizados pelos

individuos para manterem sua homeostase carecem de el ucidacoes (MOBERG, 2000).

2.4.3 Parametros Morfol 6gicos

2.4.3.1 Células Cromafins (glandulainterrenal)

As células cromafins, responsaveis pela liberacdo das catecolaminas, epinefrina e
noraepinefrina, adquirem uma cor caracteristica, arroxeada, denominada reacdo cromafim
guando em contato com agentes oxidantes, como sais de cromo sendo facilmente
visualizadas no corpo do rim.

Segundo DONALDSON (1981), a identificacéo de ateracOes nas cromafins pode
auxiliar na avaliagdo da ocorréncia de estresse, j& que estudos histol6gicos podem ser

indicadores desse evento.
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2.4.3.2 Glandulas Mucosas (pele)

As glandulas do tegumento em anfibios dividem-se principalmente em mucosas e
granulares (TOLEDO e JARED, 1995; CLARKE, 1997; WARBURG et al., 2000).

As glandulas mucosas apresentam-se geralmente menores e mais numerosas que
as granulares, produzem o muco que compde parte de fungdes como respiracéo,
reproducdo, termorregulacdo e defesa. Em situacOes de estresse a sintese de muco
aumenta e este produto acumula na superficie do corpo (THOMAS et al., 1993;
SCHUMACHER et al., 1994; BRIZZI et al., 2002; SAHIN et al., 2008).

As glandulas granulares, maiores e mais escassas, secretam sob controle nervoso ou
hormona, componentes anti-fungicos, anti-bacterianos, de natureza dcaldide e em alguns casos
toxica aos predadores, principamente vertebrados (DELFINO et al., 1999; GORAYA « al.,
2000; CONLON 2008, 2011; CONLON et al., 2009; DIAMOND et al., 2009). Em situaco de
edresse, durante 0 estado de exaustéo, os animais gpresentam diminuicdo da resgténcia a
doencas e, conseqliente contaminacdo por bactérias e fungos oportunistas, podendo levéalos a
morte umavez que se trata da primeiralinha de atague (HANCOCK, 2001).

A avaliacdo morfoldgica dessas glandulas torna-se importante para identificar se
colaboram com a queda da resisténcia dos animais, onde segundo DUELLMAN e
TRUEB (1986), a epinefrina secretada pelo tecido cromafim localizado nainterrenal pode

causar aumento na atividade das glandul as do tegumento em anfibios.
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3. OBJETIVOS



3.1 Objetivo geral
Avadliar a resposta fisioldgica da ré-touro (Lithobates catesbeianus), no climax e
logo apds a metamorfose, submetida a condicdo de estresse por diferentes densidades e

triagens (selecdo por tamanho).

3.2 Objetivos especificos

- Vaidar fisiologicamente o kit de corticosterona para a espécie L. cateshbeianus.

- Avaliar acorticosterona plasmética.

- Avaliar os parametros hematol 6gicos da série vermelha e branca.

- Caracterizar a resposta terciaria ap estresse através da avaliacdo das possiveis
alteragdes histol6gicas nas células cromafins (glandula interrenal), bem como nas
glandulas de muco (pele).

- Comparar os resultados obtidos em laborat6rio e campo.
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4. MATERIAL E METODOS



4.1 Local e Periodo

Os experimentos de Densidade e Triagem, etapas de laboratdrio e campo foram
realizados no PAlo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegdcios do Vale
do Paraiba (PRDTAVP), da Secretaria da Agricultura e Abastecimento em
Pindamonhanaba/SP, no periodo de novembro-dezembro/2009 (Densidade Laboratorio),
marco-abril/2010 (Triagem Laboratério), novembro-dezembro/2010 (Densidade Campo)

e fevereiro-marco/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 col eta.

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

4.3 Material Biologico e a Experimentacao

Animais no climax da metamorfose, entre os estégios 42 a 45 de GOSNER
(1960), com peso médio de 14g foram adquiridos para o experimento Densidade, e na
fase de pds-metamorfose com peso médio de 8,0 g para 0o experimento de Triagem
(Figural).

A experimentagdo foi realizada para avaliar os parametros de corticosterona
plasmética, parametros sanguineos e morfol 6gicos nos tempos de coleta para os distintos

tratamentos dos experimentos (Figura 2).
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FIGURA 1 - Esguema da tabela de GOSNER (1960) modificado por McDIARMID e
ALTIG (1999), mostrando o climax da metamorfose em ré-touro L. catesbeianus (estégio
42 a0 45) e metamorfose completa semel hante a pds-metamorfose (estégio 46)

Estresse
D T
(diferentes densidades) (diferentes triagens)
laboratorio/campo laboratorio/campo
Tratamentos Tratamentos
D70 = 70 animais/m® ST = sem triagem
D100 = 100 animais/m? TP = com triagem parcial
D150 = 150 animais/m? TT = com triagem total
D200 = 200 animais/m?
Parametros avaliados Parametros avaliados
bioguimico bioguimico
hematol 6gico hematol 6gico
morfol dgico morfol 6gico
Tempos de coleta Tempos de coleta
MZ MZ
15dias 15 dias
30 dias 30 dias

FIGURA 2 — Organograma experimental dos estresses de Densidade e Triagem
com r&touro, L. catesbeianus apresentando os tratamentos aplicados, o0s
parametros avaliados e os tempos de coleta; (M.Z) Momento Zero, coleta antes do
inicio do experimento
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4.3.1 Experimento Densidade laboratdrio e campo

No laboratério, foram utilizados 219 girinos de r&touro (L. catesbeianus) no
climax da metamorfose, entre os estagios 42 a 45 de GOSNER (1960), com peso médio
de 14g. Os animais foram transportados para Unidade Experimenta do PRDAVP em
Pindamonhangabal/SP e aclimatados pelo periodo de quatro dias em caixas de propileno de
40L (0,33 x 0,46 x 0,27m). A seguir, foram mensurados e distribuidos, aleatoriamente,
em caixas de polipropileno (0,47 x 0,30 x 0,17 m) (BUENO-GUIMARAES, 1999), com
agua apenas na parte da piscina.

O experimento foi conduzido com quatro tratamentos: 70 animais m™ (D70); 100
animais m? (D100); 150 animais m? (D150) e 200 animais m? (D200) com respectivos
10, 14, 21 e 28 animaig/caixa. Cada tratamento foi realizado com trés réplicas
simulténeas. Doze organismos foram amostrados antes da experimentagcdo (MZ —
momento zero), e dois organismos de cada réplica (6 animais/tratamento) nos tempos 15
e 30 dias (totalizando 60 animais) para avaliacdo do perfil hormonal, hematologico e
morfolégico (Figura 3).

Segundo FERREIRA et al. (2002), a densidade de 100 animais m é recomendada
guanto ao crescimento e sobrevivéncia frente a seu custo beneficio em producdes
comerciais em sistema semi-seco e por esta razéo foi utilizado como densidade controle
nesta experimentacao.

A medida que os animais eram retirados para amostragem foi realizado o regjuste
do espaco interno das caixas com um aparato de fibra plastica smulando uma parede,
paraque adensidade inicia fosse mantida.

No campo, foram utilizados 1560 girinos de r&-touro (L. catesbeianus) no climax
da metamorfose, entre os estagios 42 a 45 de GOSNER (1960), com peso médio de 14 g.

Os animais foram trangportados para a Unidade Experimentd do PRDAVP, em
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Pindamonhangaba/SP e, aclimatados pelo periodo de quatro dias em caixas de propileno de
140L (0,52 x 0,69 x 0,40m). A seguir, foram mensurados e distribuidos aleatoriamente em
caixas de dvenaria (1,10 x 0,77 x 0,80 m), levemente inclinadas de forma a Smular uma
piscina. Foi conduzido o mesmo delineamento experimental realizado em laboratdrio. Doze
organismos foram amostrados antes da experimentacdo (MZ), e trés organismos de cada
réplica (9 animaigtratamento) foram amostrados nos tempos 15 e 30 dias (totdizando 84
animais) paraavdiacao do perfil hormonal, hematol 6gico e morfolégico (Figura 3).

A medida que os animais eram retirados para amostragem foi realizado o resjuste
do espaco interno das caixas de alvenaria, com um aparato de fibra de coco, para que a

densidade inicial fosse mantida

FIGURA 3 — Esboco experimental para o estresse de Densidade em r&-touro, L.
catesbeianus com os distintos tratamentos, réplicas e animais
amostrados nos periodos de coleta

18



4.3.2 Experimento Triagem laboratorio e campo

No laboratorio, foram utilizados 168 imagos de ré&-touro (L. catesbeianus) na fase
de pés-metamorfose com peso médio de 8,0 g. Os animais foram transportados para a
Unidade Experimenta do PRDTAVP, em Pindamonhangaba/SP e aclimatados pelo
periodo de quatro dias em caixas de propileno de 40L (0,33 x 0,46 x 0,27m). A seguir,
foram mensurados e distribuidos aeatoriamente nas mesmas caixas experimentais de
propileno utilizadas no laboratdrio.

O experimento foi conduzido com trés tratamentos. Sem Triagem (ST); Triagem
Parcial (TP) a cada 15 dias e Triagem Tota (TT) a cada 15 dias. Cada tratamento foi
realizado com quatro réplicas simultaneas. Dezoito organismos foram amostrados antes
da experimentacdo (MZ), e trés organismos de cada réplica (12 animais/tratamento)
foram amostrados nos tempos 15 e 30 dias (totalizando 90 animais) para avaliacdo do
perfil hormonal, hematol 6gico e morfoldgico (Figura4). A densidade utilizada foi de 100
animais m ~ 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 dominancia/subordinacéo
estabelecida naguele determinado espaco € reestruturada e respostas fisiologicas sdo
aplicadas frente a nova situacdo de territorialidade.

O tratamento Sem Triagem (ST) caracterizou-Se por um processo de ndo manipulacéo.
O tratamento Triagem Parcia (TP) consgtiu na retirada dos animais parcidmente levando-se
em consderacdo seu tamanho, ou sga, foram retirados os animais com tamanho bastante
diferenciado em comparacdo aos demas do mesmo lote (cerca de 10% dos animas) e
colocados em baldes, sendo 1 baderéplica. Estes animais foram reorganizados por tamanho e
colocados de volta as caixas de forma a manter a densidade com “uniformidede’. O tratamento

Triagem Totd (TT) consstiu na retirada tota dos animais das caixas e de sua separacéo por
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tamanho: em pequeno (Pg, 8 gramas), médio pequencs (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 reorganizedos por tamanho e colocados de volta nas caixas mantendo a
densdade com uniformidade de tamanho dos animais, representado pela combinacéo de peso
com o comprimento (FONTANELLO et al., 1993).

No campo, foram utilizados 1200 imagos de ré-touro (L. catesbeianus) na fase de pés-
metamorfose com peso médio de 8,0 g. Os animais foram trangportados para a Unidade
Experimentd do PRDAVP, em Pindamonhangaba/SP, e aclimatados pelo periodo de quatro
dias em caixas de propileno de 40L (0,33 x 0,46 x 0,27m). A seguir, foram mensurados e
distribuidos aestoriamente nas mesmeas caixas experimentais de avenaria de forma a repetir o
delineamento redizado no laboratdrio. Dezoito organismos foram amostrados antes da
experimentacdo (MZ), e trés organismos de cada réplica (9 animaigtratamento) foram
amostrados nos tempos 15 e 30 dias (totaizando 90 animais) para avdiacéo do perfil hormonal,

hematol 6gico e morfol dgico (Figura4). A densidade utilizadafoi de 100 animaism —2

FIGURA 4 — Esbogo experimental para o estresse de Triagem em r&-touro, L.
catesbeianus com os distintos tratamentos, réplicas e animais
amostrados nos periodos de coleta
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4.4 Condig0es abidticas e Manegjo

A temperatura média do ar foi monitorada através de termémetro de méax e min,
no laboratério e no campo. Apenas o fotoperiodo do laboratério foi controlado em 12:12
com auxilio de timer.

Os animais foram alimentados diariamente com rac&o peletizada contendo 40% de
proteina bruta, na quantidade de 10% PV apenas 1x/dia em ambos 0s experimentos de
Densidade e Triagem, sendo o alimento ofertado em bandejas fazendo o uso de larvas de
mosca como indutor biol égico.

A &guada“piscinad’ das caixas foi trocada diariamente de formaa causar o minimo de
perturbacdo aos animais. No laboratério, a agua foi previamente declorada e a troca se dava
por meio de um sistema de siféo com auxilio de baldes. No campo, a aguafoi filtrada por um
sstema de pedras e cascahos de maneira a retirar algumas sujidades. A troca se dava por
meio de um sistema de cotovel o sendo arenovacéo de agua em fluxo continuo.

As caixas foram limpas diariamente para retirar restos de alimento e pele apenas
com 0 uso de mangueira, de maneira rapida para ndo interferir na experimentacéo. A

mortalidade dos animais foi registrada diariamente.

4.5 Avaliacoes

4.5.1 Parametros Endocrinos

4.5.1.1 Validacéo fisiol6gica da corticosterona

O desafio hormonal foi realizado para validacdo do kit de dosagem de
corticosterona plasmética, para a especie L. catesbeianus frente a administracdo de ACTH
(farmaco estimulador) e Dexametasona (farmaco supressor). Este procedimento foi
necessario para acompanhar o comportamento deste glicocorticdide nesta espécie de

anuro para vaidar as andlises de corticosterona realizadas por radioimunoensaio
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utilizando-se um kit comercia 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 adaptagdo de um protocolo padréo usado para
mamiferos constituido de quatro grupos. Foram utilizadas ras-touro (L. catesbeianus)
adultas, dois machos e duas fémeas adquiridas em randrios comerciais. Os animais foram
transportados para a Unidade Laboratorial de Referéncia em Patologia de Organismos
Aquaticos (ULRPOA), no Instituto de Pescal APTA/SAA em Sdo Paul o/SP e, aclimatados
pelo periodo de quatro dias. A seguir foram mensurados e distribuidos, aleatoriamente,
em caixas de polipropileno (0,47 x 0,30 x 0,17 m) (BUENO-GUIMARAES, 1999),
totalmente inundadas com |amina dagua de 0,03 m.

O experimento foi realizado com quatro tratamentos. O 1° grupo (Controle) foi
injetado com solucdo salina e foram coletadas amostras basais, cinco minutos e 1 hora
apos a aplicacdo da solucédo. O 2° grupo foi desafiado com ACTH (10 U/250 g de massa
corporal) e foram coletadas amostras basais, cinco minutos e 1 hora apos aplicacéo deste
horménio. O 3° grupo foi suprimido com 0,4 mL de dexametasona (DXM) e foram
coletadas amostras basais, cinco minutos apos a aplicacdo de DXM, e apds 4 e 8 horas de
aplicacdo. O 4° grupo representou o grupo controle de manipulacdo com coletas de
amostras basais, cinco minutos e 1 hora apds a manipulacdo. As amostras foram col etadas
no periodo da manh&, com animais em jejum ndo prolongado.

Durante o periodo de experimentacdo a agua das caixas foi trocada de maneira
rapida de forma a causar o minimo de perturbagdo aos animais. A agua de laboratorio
utilizada foi declorada e oriunda de agua de abastecimento. O fotoperiodo foi mantido em

12:12 e atemperaturamédiado ar em 26°C.
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As amostras sanguineas foram coletadas através da puncdo do vaso do membro
posterior, com auxilio de seringas e agulhas descartdveis e heparinizadas. Como
anestésico local externo foi utilizada lidocaina. A coleta seguiu-se no periodo da manha,
diante de uma possivel variagéo circadiana dos animais. O sangue utilizado para a andlise
de corticosterona foi inicidmente acondicionado em microtubos previamente
heparinizados e, mantidos em gelo. Em seguida, centrifugado a 1006 x g, por 10 minutos
para a obtencéo do plasma e, finalmente, congelado para posterior andlise.

Para a dosagem da corticosterona plasmética foi utilizada a técnica de
radioimunoensaio (RIE) em fase liquida, por meio do conjunto diagnéstico comercial
(MP Biomedicals, LLC, Orangeburg, NY, USA). As andises foram realizadas no
Laboratério de Dosagens Hormonais (LDH) do Departamento de Reproducdo Animal da

Faculdade de Medicina V eterinaria da Universidade de Séo Paulo (FMVZ-USP).

4.5.1.2 Corticosterona

A primeira aliguota de sangue foi utilizada para a andlise de corticosterona
seguindo-se o mesmo procedimento de coleta sanguinea. O plasma resultante foi utilizado
para a dosagem da corticosterona plasmética segundo a técnica de radioimunoensaio
(RIE) (MP Biomedicals, LLC, Orangeburg, NY, USA) e as analises redizadas no LDH

do Departamento de Reproducéo Animal da FMVZ-USP.

4.5.2 Parametros hematol 6gicos

O restante do sangue foi utilizado para analises hematoldgicas, cuja metodologia
seguiu as recomendacOes internacionais. contagem de eritrocitos (Er), contados em
camera de Neubauer utilizando-se a solucdo de Hayem como diluente; hematdcrito (Ht),

pelo método do microhematdcrito; taxa de hemoglobina (Hb), pelo método da
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cianometahemoglobina; contagem total dos leucocitos (CTL) e contagem diferencial de
leucdcitos (CDL), em extensdes sanguiineas coradas por método de ROSENFELD (1949), e
os indices hematimétricos absolutos: Volume Corpuscular Médio (VCM = Ht x 100/Ery,
em fentolitros), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM = Hb x 100/Er,, em pg/cd) e a

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

4.5.3 Parametros morfol 6gicos

A resposta ao estresse foi observada ainda através da analise morfologica do rim e
da pele. Os animais foram anestesiados por benzocaina (1g:1 Y2 L) e, posteriormente
mortos através de seccdo medular. Os rins e seccdes da pele (regido dorsal + 0,5 cm?) de
6 animais/tratamento, aos 15 e 30 dias foram retirados para posterior fixagdo por 24h em
solugdo de Karvovsky (KARNOVSKY, 1965). Foram realizados banhos em tampéo
fosfato a 10%, durante sete dias para a rotina de inclusdo em Paraplast (Oxford - USA).
As seccgOes histol 6gicas de 2um de espessura em cortes longitudinais foram coradas com
Hematoxilina/lEosina (H/E) e submetidas & reacdo com o Acido Periodico de Schiff
(PAS), para andlise das caracteristicas estruturais das células cromafins (rim) e da
glandula de muco (pele). A rotina de inclusdo em Historesina (Leica Microsystems
Nussloch, Alemanha) foi aplicada para efeito da morfometria do material seguindo-se o
mesmo padréo de corte histoldgico e coloracéo dainclusdo em Paraplast.

A andlise e a fotodocumentacéo digital foi realizada no Laboratério de Morfologia
de Organismos Aquéticos do Depto de Ciéncias Biologicas da UNESP - Bauru/SP, com a
utilizacdo de um fotomicroscopio Olympus BX 40 acoplado a um sistema de camara
digital Olympus DP12.

Os estudos morfométricos foram redlizados utilizando-se 0 programa

computacional de imagens Image Pro Plus® Version 4.1 (Media Cybernetics — USA),
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onde foi mensurado a érea ocupada pelas células cromafins. Para tanto foram avaliadas
cinco secgdes histologicas de cada um dos seis individuos coletados em cada tratamento,
aos 15 e 30 dias.

A leitura e interpretacéo dos dados ocorreu através da observacdo de hiperplasia
nas células cromafins da glandula interrenal, além da avaliacdo das glandulas mucosas

presentes no epitélio de revestimento da pele.

4.6 Andlise estatistica

A andlise descritiva das variaveis do estudo foi apresentada em termos de seus
valores de tendéncia centra e de dispersdo (média e erro padréo). Testes foram realizados
para verificar a normalidade dos dados (Shapiro-Wilk e Bartlett) e a homogeneidade das
variancias (F). Os dados de células brancas foram testados apds transformagao raiz (x+1),
de modo a atender a essas premissas. Os dados foram testados por meio da andlise de
variancia (ANOVA TWO WAY) seguida pelo teste a posteriori de Tukey de forma a
verificar em quais situagBes houve diferencas significativas no nimero de células e nos
niveis de corticosterona com relacdo as triagens e densidades. As diferencas foram
consideradas significativas quando p< 0,05 (ZAR, 1999). O programa estatistico utilizado

foi STATISTICA (Statsoft).
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5. RESULTADOS



5.1 Condicdes abidticas e Mangjo

A temperatura média do ar dos experimentos realizados no laboratorio (Validacdo
Fisiolégica, Densidade e Triagem) foi de 25 °C e a dos experimentos realizados no campo
(Densidade e Triagem) foi de 26 °C. Segundo FIGUEIREDO et al. (2001) estas
condic¢des apresentam-se como ideais para o conforto térmico da referida espécie.

No experimento de Densidade e Triagem laboratério ndo foi observado
canibalismo e mortaidade. JA 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 ataxa média de canibalismo foi de 30% e a média de mortalidade foi de 20%.

5.2 Parametro Enddcrino

5.2.1 Validacao Fisiol6gica

Os resultados obtidos demonstraram haver diferenca quantitativa em relacéo aos
parametros testados. Os niveis de ACTH mostraram-se maiores que o controle cinco
minutos apos a aplicacdo do hormdnio, demonstrando a eficiéncia do farmaco testado. Os
resultados da manipulacéo também atingiram niveis altos no mesmo momento em relacéo
aos outros tratamentos, havendo uma estabilizacéo nos niveis de corticosterona em todos
0S grupos, uma hora apés as administragbes (Figura 5a). O tratamento com DXM
apresentou niveis de supressao de corticosterona ao longo do tempo de coleta sendo estes
diminuidos oito horas ap06s a administracdo da dose (Figura 5b).

Os coeficientes de variag8o intra-ensaio para 0s valores baixos foram menores que
8,61% e para os valores altos foram menores que 5,55%. Os coeficientes de variacéo
inter-ensaio para os valores baixos foram de 4,95% e para os valores atos foram de

2,52%.
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FIGURA 5a — Niveis de corticosterona plasmética em ng mL™ para o
ACTH, solucédo salina e grupo manipulacdo nos diferentes
tempos de coletaem L. catesbelanus

FIGURA 5b — Niveis de corticosterona plasmética em ng mL™ apos
supressdo com Dexametasona no decorrer do tempo em L.
catesbeianus

Os resultados a cancados podem ser considerados como uma validagdo hormonal do
ponto de vista das variacOes quantitativas visiveis, entretanto, a andlise de variancia ndo
indicou diferencas significativas entre os tratamentos (p=0,407 para ACTH, Salina e

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

DXM.
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5.2.2 Corticosterona

5.2.2.1 Experimento de Densidade laboratério e campo

Os dados da corticosterona plasmética encontrados nos animais do experimento de
Densidade laboratério sdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 6. Os animais amostrados
antes da experimentacdo (MZ) apresentaran média de 16,37 + 1,75 ng mL™ de
corticosterona. Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferengas significativas
para a interacdo tempo X tratamento, onde os animais submetidos ao tratamento D200
aos 30 dias mostraram niveis superiores aguel es submetidos aos tratamentos D100 aos 15

diase D70 aos 30 dias.

TABELA 1 - Média e erro padréo de corticosterona plasmética (CORT) de rétouro, L.
catesbelanus, sob diferentes densdades nos tempos de coleta obtidos no
laboratorio (n=48)

Tempo (dias) Densidade CORT(hg mL -1)
70 8,50 = 0,79 A'B'
+ Iy
15 100 7,33 £ 1,46 AD
150 11,08 = 1,02 A'B'
200 8,35+ 1,26 A'B'
70 750+ 188 AC
+ el
30 100 11,40 £ 0,91 A'B
150 10,09 =+ 1,84 A'B'
200 14,57 £ 2,21 B'
F p
T 3,82 0,06
Densidade 2,00 0,13
T x Densidade 2,95 0,04

As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra mailscula refere-se a Tempo, a letra
minUscula refere-se a Tratamento e a letra mailiscula seguida de (‘) refere-se a interacdo Tempo X
Tratamento; a auséncia de letras mostra que a diferenca ndo foi significativa (p>0,05)
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FIGURA 6 - Vdores médios e ero padrdo da corticosterona plasmética
(CORT) de rétouro, L. catesbeianus nas digtintas densdades
ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratdrio
Os dados da corticosterona plasmética encontrados nos animais do experimento de
Densidade campo s&o apresentados na Tabela 2 e na Figura 7. Os animais amostrados
antes da experimentacdo (MZ) apresentaran média de 11,05 + 1,42 ng mL™ de
corticosterona. Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferencas significativas

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

nivels de corticosterona inferiores aguel es submetidos aos tratamentos D100 e D150.
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TABELA 2 - Média e erro padréo de corticosterona plasmatica (CORT) de r&
touro, L. catesbelanus, sob diferentes densidades nos tempos de coleta
obtidos no campo (n=72)

Tempo (dias) Densidade CORT(ng.mL-1)
70 9,80+ 0,49 a
+
15 100 1430 £ 0,61 b
150 16,33+ 1,65 b
200 13,76 £+ 1,19 a
70 9,98 £+ 0,90 a
+
30 100 13,01 £ 1,17 b
150 1249 £ 1,16 b
200 1195+ 1,76 a
F p
T 4,00 0,06
Densidade 5,561 0,00
T x Densidade 0,96 0,41

As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra mailscula refere-se a Tempo, a
letra minGscula refere-se a Tratamento e a letra mailscula seguida de (‘) refere-se a interagdo
Tempo X Tratamento; a auséncia de |letras mostra que a diferenga ndo foi significativa (p>0,05)
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FIGURA 7 - Vaores médios e erro padréo da corticosterona plasmatica
(CORT) de ré&touro, L. catesbeianus nas distintas
densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo
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5.2.2.2 Experimento de Triagem laboratorio e campo

Os dados da corticosterona plasmética encontrados nos animais do experimento de
Triagem laboratorio sdo apresentados na Tabela 3 e na Figura 8. Os animais amostrados
antes da experimentacdo (MZ) apresentaram média de 6,52 + 0,87 ng mL™’ de
corticosterona. Observa-se através da ANOVA que ocorreram diferencas altamente
significativas somente para os tratamentos onde os animais submetidos aos tratamentos
com triagem (TP e TT) mostraram niveis de corticosterona superiores aquel es submetidos

ao tratamento sem triagem (ST).

TABELA 3 - Média e erro padréo de corticosterona plasmatica (CORT) de ré&-touro,
L. catesbeianus, sob diferentes triagens nos tempos de coleta obtidos no
laboratorio (n=72)

Tempo (dias) Triagem CORT(ng mL -1)
ST 7,51 £ 0,98 a
15
TP 11,84 £ 1,39 b
TT 1535 = 1,21 b
ST 7,64 £ 101 a
30
TP 11,14 = 1,12 b
TT 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 —semtriagem, TP —triagem parcial e TT — triagem total

As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra mailiscula refere-se a Tempo, a letra
mindscula refere-se a Tratamento e a letra mailiscula seguida de (‘) refere-se a interacdo Tempo X
Tratamento; a auséncia de letras mostra que a diferenca néo foi significativa (p>0,05)
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FIGURA 8 - Vaores médios e erro padréo da corticosterona plasmética
(CORT) de ra-touro, L. catesbeianus nas distintas triagens
ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratério
Os dados da corticosterona plasmética encontrados nos animais do experimento de
Triagem campo sdo apresentados na Tabela 4 e na Figura 9. Os animais amostrados antes
da experimentaco (MZ) apresentaram média de 13,41 + 1,63 ng mL™ de corticosterona.
Observa-se atraves da ANOVA que ocorreram diferengas atamente significativas

somente para 0s tempos, onde 0s animais aos 30 dias mostraram niveis de corticosterona

plasmética inferiores aqueles aos 15 dias, independente do tratamento.
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TABELA 4 - Média e erro padréo de corticosterona plasméatica (CORT) de r&
touro, L. catesbelanus, sob diferentes triagens nos tempos de coleta
obtidos no campo (n=72)

Tempo (dias) Triagem CORT(ng.mL-1)
ST 1580+ 1,14 A
15
TP 16,98 + 1,42
TT 16,76 £ 1,06
ST 10,28 + 1,37
30
TP 11,64 + 0,99
TT 8,80 = 0,74
F p
T 44,84 0,00
Triagem 1,01 0,36
T X Triagem 0,81 0,44

ST —sem triagem, TP —triagem parcial e TT — triagem total

As médias foram somente comparadas nas colunas onde a letra maitscula refere-se a Tempo, a
letra minGscula refere-se a Tratamento e a letra mailscula seguida de (‘) refere-se a interagdo
Tempo X Tratamento; a auséncia de |letras mostra que a diferenga ndo foi significativa (p>0,05)
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FIGURA 9 - Vaores médios e erro padréo da corticosterona plasmaética
(CORT) de ré&-touro, L. catesbeianus nas distintas triagens
a0 longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo



5.3 Parametros hematol 6gicos

5.3.1 Eritrograma

5.3.1.1 Experimento de Densidade laboratério e campo

Os dados do eritrograma encontrados no animais do experimento de Densidade
laboratorio sdo apresentados na Tabela 5 e na Figura 10 (af). Os animais amostrados no
MZ, antes da experimentacado apresentaram média de hematécrito: 25,96+1,31 %,; taxa de
hemoglobina: 6,04+0,36 g.100 mL*; nimero de eritrécitos: 351000,00+9669,54

10*mm3; VCM: 821,72+9,91 fL; HCM: 185,50+5,50 pg cel™"; CHCM: 22,60+0,57 %.
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FIGURA 10 - Vaores médios e erro padréo da série vermelha de ré-touro, L. catesbeianus nas
distintas densidades ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no laboratorio. Dados em (@)
Hematdcrito (Ht); (b) Taxa da Hemoglobina (Hb); (c) nimero de eritrdcitos (RBC);
(d) VCM; (e) HCM e em (f) CHCM, respectivamente
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Obsarvase araves da ANOVA do eritrograma, do experimento de Densdade
laboratdrio que ndo ocorreram diferencas sgnificativas nos vaores do hematocrito (Ht)
(p>0,05) nos diferentes tempos e tratamentos, que apesar da ndo significancia, foi observada
uma tendéncia de diminuicdo ao longo do tempo mosrando queda para os animais do
tratamento D200 ao final do experimento. Porém ocorreram diferencas nos valores da taxa de
hemoglobina (Hb) sendo atamente significativas para os tempos (p<0,0001) onde a Hb dos
animais aos 30 dias mostrou diminuicdo, e sgnificativas para os tratamentos (p<0,05) onde os
animais submetidos as maiores densdades mostraram diminuicdo de Hb. Para nimero de
eritrocitos (Er) ocorreram diferencas significativas para a interacdo tempo X tratamento
(p<0,05), onde o Er dos animais submetidos ao tratamento D200 no tempo 30 dias mostraram
diminuicéo.

Nos indices hematimétricos, ndo ocorreram diferencas significativas nos vaores do
VCM (p>0,05), que gpesar da ndo significancia, uma tendéncia de aumento deste indice foi
observado para os animais do tratamento D200 ao final do experimento. Para os vaores do
HCM ocorreram diferencas dgnificativas para os tratamentos e para a interacdo tempo X
tratamento (p<0,05), onde os animais submetidos ao tratamento D200 aos 30 dias mostraram
aumento do HCM. Para os vaores do CHCM ocorreram diferencas sgnificativas para os
tempos e para os tratamentos (p<0,05), onde os animais aos 30 dias mostraram diminui¢do 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 sdo apresentados na Tabela 6 e na Figura 11 (a-f). Os animais amostrados antes da
experimentacdo (MZ) apresentaram media de hematécrito: 21,47+0,32 %; taxa de
hemoglobina: 5,13+0,16 g.100 mL™; nimero de eritrécitos. 331666,67+21160,76 10*

mm’>; VCM: 578,61+27,01 fL; HCM: 160,82+7,38 pg cel * e CHCM: 24,14+0,46 %.
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Observa-se através da ANOVA do eritrograma do experimento de Densidade
campo que ocorreram diferencas altamente significativas nos valores de hematocrito (Ht)
para os tempos (p<0,0001), onde os animais aos 30 dias mostraram diminui¢cdo do Ht. Os
valores da taxa de hemoglobina (Hb) dos animais foram significativamente diferentes
para os tempos (p<0,05), apresentando 0 mesmo comportamento do hematocrito. Para os
valores do nimero de eritrocitos (Er) ocorreram diferencas 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 diferencas 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 diferengas altamente significativas
para os tempos (p<0,0001), onde os animais aos 30 dias mostraram aumento do HCM.
Quanto aos valores do CHCM ndo ocorreram diferencas significativas (p>0,05), que,
apesar da ndo significancia foi observado uma tendéncia de aumento deste indice para

D200 ao final do experimento.

5.3.1.2 Experimento de Triagem laboratdrio e campo

Os dados do eritrograma encontrados nos animais do experimento de Triagem
laboratorio sdo apresentados na Tabela 7 e na Figura 12 (af). Os animais amostrados
antes da experimentacdo (MZ) apresentaram média de hematocrito: 18,41+1,12 %,; taxa
de hemoglobina: 4,16+0,18 g 100 mL™; nimero de eritricitos: 362777,78+15945,02 10*

mm’>; VCM: 412,88+28,58 fL; HCM: 115,06+7,66 pg cel* e CHCM: 22,72+0,82 %.
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Observa-se atraves da ANOVA do eritrograma do experimento de Triagem
laboratorio que ocorreram diferencas nos valores do hematécrito (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 o0 mesmo comportamento do hematécrito. Para os valores de Er ndo
ocorreram diferencas significativas (p>0,05), que apesar da ndo significancia foi
observado uma tendéncia de diminuicdo entre as triagens TP e TT, ao final do
experimento.

Nos indices hematimétricos, ocorreram diferencas significativas nos vaores de
VCM para os tempos (p<0,05) onde os animais apresentaram val ores 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 sdo apresentados na Tabela 8 e na Figura 13 (a-f). Os animais amostrados antes da
experimentagdo (MZ) apresentaram media de hematdcrito: 19,93+0,47 %; taxa de
hemoglobina: 4,81+0,15 g 100 mL™; nimero de eritrécitos: 241666,67+11086,78 10"

mm%;, VCM: 777,95+24,88 fL; HCM: 186,37+8,05 pg cel™* e CHCM: 23,64+0,64 %.
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Observa-se através da ANOVA do eritrograma, do experimento de Triagem
campo que houve diferencas altamente significativas nos valores de hematocrito (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 diminuicéo do
hematocrito para TP em relacdo aos demais tratamentos, ao final do experimento. Para os
valores da taxa de hemoglobina (Hb) ocorreram diferencas significativas para 0s
tratamentos e para a interacéo tempo X tratamento (p<0,05), com leve diminuicéo para
TT, aos 15 dias. Diferencas significativas foram observadas nos valores de nimero de
eritrécitos (Er) para os tempos (p<0,05), onde os animais mostraram aumento, ao final do
experimento independente dos tratamentos.

Quanto aos indices hematimétricos, ocorreu diferencas 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. N&o ocorreram diferencas
significativas (p>0,05) nos valores de HCM que, apesar da ndo significancia foi
observado uma tendéncia de aumento para TP aos 30 dias. Para os valores de CHCM
ocorreram diferencas significativas para os tempos (p<0,05), onde os animais mostraram

diminuicdo de CHCM ao final do experimento.

5.3.2 Leucograma

5.3.2.1 Experimento de Densidade laboratorio e campo

Os dados do leucograma encontrados nos animais do experimento de Densidade
laboratorio sdo apresentados na Tabela 9 e na Figura 14 (af). Os animais antes da
experimentacdo (MZ) apresentaram média de 4443,00+151,95 leucécitos totais mm™;
3461,71+104,17 linfécitos mm™®; 120,51+12,51 neutréfilos mm'>; 759,17+105,72

basofilos mm™>: 4,24+8,97 eosinéfilos mm™>: 11,65+8,29 mondcitos.mm™,
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(e) Eosindfilos (Es) e em (f) Mondcitos (Mn), respectivamente



Observa-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Densidade
laboratorio que ndo ocorreram diferencas significativas (p>0,05) no nimero absoluto de
leucocitos totais (Lc) e linfécitos (Lf) mas, apesar da ndo significancia, foi observada uma
tendéncia de diminuicdo para os animais submetidos ao tratamento D200 ao final do
experimento. Ocorreram diferencas significativas no niUmero absoluto de neutrofilos (Nt)
para a interacdo tempo X tratamento (p<0,05), com aumento para os animais do
tratamento D150, aos 30 dias. N& ocorreram diferencas significativas no nimero
absoluto de bastfilos (Bs) (p>0,05), que apesar da ndo significancia, todos os tratamentos
apresentaram comportamento semelhante ao final do experimento. Ocorreram diferencas
no nimero absoluto de eosindfilos (Es) sendo significativas para interacéo tempo X
tratamento (p<0,05), com aumento para os animais submetidos ao tratamento D200, aos
30 dias. Para os valores de mondcitos (Mn) ocorreram diferencas significativas para os
tempos e os tratamentos (p<0,05), e altamente significativas para a interagdo 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 sdo apresentados na Tabela 10 e na Figura 15 (af). Os animais antes da
experimentacdo (MZ) apresentaram média de 5565,33+440,70 leucdcitos totais.mm™;
5272,50+420,69 linfécitosmm®;  140,25+37,63  neutréfilosmm®;,  34,64+11,65

basofilos.mm™: 17,81+8,41 eosinéfilos.mm™; 55,34+19,39 mondcitos.mm,
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Observa-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Densidade
campo que ocorreram diferencas no numero absoluto de leucdcitos totais (Lc) sendo
significativas para os tempos e os tratamentos (p<0,05), onde 0s animais mostraram um
aumento nos valores aos 30 dias e aqueles submetidos ao tratamento D150 mostraram
diminuicdo. Ocorreram diferencas significativas no nimero absoluto de linfécitos (Lf)
para os tempos (p<0,05) e altamente significativas para os tratamentos (p<0,001), sendo
observado o mesmo comportamento dos leucdcitos. Ocorreram diferencas significativas
para 0 nimero absoluto de neutréfilos (Nt) para os tempos e os tratamentos (p<0,05),
sendo observado 0 mesmo comportamento dos leucécitos e linfécitos. N& ocorreram
diferencas significativas para o nUmero absoluto de basofilos (Bs) (p>0,05) que, apesar da
ndo significanciafoi observado um atendéncia de diminuigcdo para os animais submetidos
ao tratamento D200, aos 30 dias. Para 0 niumero absoluto de eosindfilos (ES) ocorreram
diferencas significativas para os tratamentos (p<0,05), com aumento para 0s animais
submetidos ao tratamento D200 aos 15 dias, porém diminuicdo dagueles submetidos ao
D200 aos 30 dias. N@o ocorreram diferencas significativas para o nimero absoluto de
monacitos, que apesar da ndo significancia uma tendéncia de diminuicdo foi observado

aos animai s submetidos ao tratamento D200 ao final do experimento.

5.3.2.2 Experimento de Triagem laboratorio e campo

Os dados do leucograma encontrados nos animais do experimento de Triagem
laboratorio sdo apresentados na Tabela 11 e na Figura 16 (af). Os animais amostrados
antes da experimentacéo (MZ) apresentaram média de 14417,41+849,64 leucdcitos totais
mm’>; 12459,42+714,53 linfocitos mm®, 549,78+46,46 neutrdfilos mm®; 237,99+66,66

bastfilos mm3: 120,44+34,76 eosindfilos mm™; 139,69+42,26 mondcitos mm™.
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Observa-se atraves da ANOVA do leucograma do experimento de Triagem
laboratorio que ocorreram diferencas no nimero absoluto de leucdcitos totais (Lc) e de
linfocitos (Lf) sendo altamente significativas para os tratamentos (p<0,0001) e
significativas para a interacdo tempo X tratamento (p<0,005), com diminuicdo acentuada
no numero destas céulas nos animais submetidos ao tratamento TT, ao fina do
experimento. Ocorreram diferencas significativas no nimero absoluto de neutrofilos (Nt)
para os tratamentos e para a interagdo tempo X tratamento (p<0,005), sendo observado o
mesmo comportamento dos leucdécitos e linfécitos aos 30 dias. Para o nimero absoluto de
basofilos (Bs) ocorreram diferencas significativas para os tratamentos (p<0,05), com
diminuicdo para os animais submetidos ao tratamento TT, aos 15 e 30 dias. Ocorreram
diferencas significativas no nimero absoluto de eosinéfilos (Es) e de mondécitos (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 sdo apresentados na Tabela 12 e na Figura 17 (a-f). Os animais amostrados antes
da experimentacdo (MZ) apresentaram média de 9635,05+838,47 leucocitos totais mm™;
10061,56+810,20 linfécitos mm™>; 40,01+11,70 neutréfilos mm®; 83,48+28,50 bastfilos

mm>: 9,90+6,90 eosindfilos mm™: 28,17+12,06 mondcitos mm™3,
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FIGURA 17 - Vaores médios e erro padrdo da série branca de r&touro, L. catesbeianus nas
distintas triagens ao longo dos 15 e 30 dias obtidos no campo; ST — sem triagem,
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Mondcitos (Mn), respectivamente
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Obsarva-se através da ANOVA do leucograma do experimento de Triagem campo que
ocorreram diferencas no nimero absoluto de leucdcitos totais (Lc) e de linfocitos (Lf) sendo
dtamente sgnificativas para os tempos (p<0,001) e Sgnificativas para a interacdo tempo X
tratamento (p<0,05), com diminui¢do aos 15 dias porém de aumento ao find do experimento
para 0s animas submetidos ao tratamento TT. Ocorreram diferencas Sgnificativas para o
nimero absoluto de neutréfilos (Nt) para os tempos e tratamentos (p<0,05) e dtamente
sgnificativas para a interagéo tempo X tratamento (p<0,001), com aumento acentuado nos
animais do tratamento TT, aos 30 dias. Ocorreram diferengas sgnificativas no nimero absoluto
de bastfilos (Bs) para a interacdo tempo X tratamento (p<0,05), com aumento nos animais
submetidos ao tratamento TP ao find do experimento. N&o ocorreram diferengas significativas
no nimero absoluto de eosindfilos (Es) e mondcitos (p>0,05) que, apesar da ndo significancia,
uma tendéncia de diminuicdo do nimero de eosindfilos foi observado nos animais do
tratamento TT aos 15 dias e, de aumento do nimero de monaocitos foi observado aos 30 dias

paraosanimais submetidos ao tratamento TT.

5.4 Parametros Morfol 6gicos

5.4.1 Células Cromafins (glandulainterrenal)

A glandulainterrenal apresenta-se como um 6rgado de cor esbranquicada, lateral ao
plano sagital (Figura 18a). As células cromafins assumem arranjo glandular e sdo
organizadas cordonamente, na superficie ventra dos rins direito e esguerdo. Os
aglomerados de células, sob microscopia de luz, se mostram compactados e intimamente
associados a vasos sanguineos (Figura 18b). Os resultados indicaram que as células
cromafins ficaram evidenciadas quanto ao corante utilizado, portanto PAS-positivas,
adquirindo a coloragdo caracteristica. As células esteroidogénicas ndo se comportaram da
mesma forma, portanto PAS-negativas, exibindo citoplasma claro e nucleo evidente

guando contra-coradas com hematoxilina (Figuras 18b e 18c).
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Flgura 18a. Seccéo sagltal ventral de ra—touro L. catesbelanus com deﬂaque para 0s
rins (setas), 0,5X; e glandulas interrenais (entre setas brancas), 2,0X. Figura 18b e c
fotomicrografia da glandula interrenal de rétouro, L. catesbeianus com células
cromafins (setas), células esteroidogénicas (cabegas de setas) e vasos Ssanguineos
(asterisco); coloragdo H/E, PAS
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5.4.1.1 Experimento de Densidade laboratorio e campo

No experimento Densidade laboratorio aos 30 dias, observou-se igual
comportamento para D200 e D100, ou sgja, as células comafins ficaram evidenciadas ao
corante utilizado (Figura 18b e c). Ja no experimento Densidade campo aos 30 dias, aém
da evidencia quanto a coloracdo, positiva ao PAS, foi observada, no plano transversa
mediano do 6rgdo, uma &rea média de 20.479,21 pm? de células cromafins para os
animais submetidos ao tratamento D200 (Figura 19a) e 6.482,78 um? para os animais do
tratamento D100 (Figura 19b).

5.4.1.2 Experimento de Triagem laboratério e campo

No experimento Triagem laboratério aos 30 dias, observou-se igual
comportamento para ST e TT evidenciando a coloracéo nas células cromafins (Figura 18b
e €). JA no experimento de Triagem campo aos 30 dias, além da evidencia quanto a
coloragdo, positiva a0 PAS, foi observada uma &rea média de 8.334,06 pm? de células
cromafins para os animais submetidos ao tratamento ST (Figura 20a) e 3.427,10 pm? para

os animais do tratamento TT (Figura 20b).
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19a 19b

20a 20Db

Figura 19. Fotomicrografia da glandula interrenal com células cromafins (seta) de ré-touro,
L. catesbeianus. a: (D200). b: (D100). Figura 20a: (ST). b: (TT); coloragdo H/E, PAS
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5.4.2 Glandulas mucosas (pele)

O tegumento de r&-touro, L. catesbeianus esta constituido da epiderme apoiada
pela derme subjacente que abriga as glandulas multicelulares exocrinas. Estas sdo
compostas de trés partes. 0 ducto, formado por queratinocitos modificados;, a regido
intercalar, situada logo abaixo da epiderme, correspondente a transi¢éo 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 glandulas mucosas possuem epitélio
colunar ou cuboidal (Figura 21a) na por¢éo secretora; as glandulas granulares apresentam
epitélio cubico que tende a pavimentoso na por¢do secretora (Figura 21b).

Os resultados indicaram que as glandulas de muco mostram forte evidencia ao
PAS, portanto PAS-positivas (Figura 21a), e as granulares ndo se comportam de forma

semel hante, portanto PAS-negativas (Figura 21b).
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Figura 21. Fotomicrografia das glandulas
multicelulares exdcrinas da pele de réa-touro, L.
catesbeianus. a: glandula mucosa com destaque
para epitélio secretor com nucleos basais e
porgdes apicais secretoras (setas), luz alveolar
(estrela), regido intercalar com células blastos
(cabecas de setas) ducto (asterisco), epitélio
estratificado cubico ndo queratinizado (ep). b:
glandula granular com destaque para epitélio
secretor (setas), luz alveolar com secrecoes
(estreld), regi@o intercalar com células blastos
(cabeca de seta) ducto (asterisco), epitélio
estratificado pavimentoso ndo queratinizado
(ep); coloragdo H/E, PAS



5.4.2.1 Experimento de Densidade laboratorio e campo

No experimento de Densidade laboratorio aos 30 dias a relagdo média de
glandulas mucosas para glandulas granulares foi de 40:7 nos animais submetidos ao
tratamento D200 e 45:15 nos animais do tratamento D100 sendo observado menos
glandulas mucosas nos animais submetidos a maior densidade (D200) (Figura 22a). As
mucosas apresentaram acimulo de mucina para os animais do tratamento D200 (Figura
223a). As glandulas granulares ndo apresentaram granulos para os animais submetidos ao
tratamento D200 (Figura 22a), em quase toda extensao do corte se comparados a D100
(Figura 22b). J4, no experimento de Densidade campo aos 30 dias a relagéo de glandulas
mucosas para granulares foi de 30:7 nos animais submetidos ao tratamento D200 e 30:10
nos animais do tratamento D100 sendo observado igual nimero de glandulas mucosas em
ambos os tratamentos (Figuras 22c e 22d). As glandulas de muco se apresentaram
evidentes nos animais do tratamento de maior densidade (Figura 22c) e menos evidentes
para 0s animais submetidos ao tratamento D100 (Figura 22d), da mesma forma que
observado no laboratério. As glandulas granulares se apresentaram repletas de granulos

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

5.4.2.2 Experimento de Triagem laboratdrio e campo

No experimento de Triagem laboratério aos 30 dias a relacdo meédia de glandulas
mucosas para glandulas granulares foi de 50:5 nos animais do tratamento ST e 40:10 para
0s animais submetidos ao tratamento TT sendo observado menos glandulas mucosas para
0s animais do tratamento TT (Figura 23a). As glandulas de muco se apresentaram mais
evidentes, com acumulo de mucina nos animais submetidos ao tratamento TT (Figura
234). As glandulas granulares apresentaram secrecdo nos distintos tratamentos (Figuras

23a e 23b). Ja no experimento de Triagem campo aos 30 dias a relacdo de glandulas

65



mucosas para glandulas granulares foi de 24:3 para os animais do tratamento ST e 24:8
para os animais do tratamento TT sendo observado igual nimero de glandulas mucosas
em ambos os tratamentos (Figuras 23c e 23d). Como observado em laboratorio, as
gléndulas mucosas se apresentaram evidentes nos animais do tratamento TT (Figura 23c)
e menos evidentes para os animais do tratamento ST (Figura 23d). As glandulas

granulares apresentaram granul os de secrecéo independente dos tratamentos.
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Figura 22. Fotomicrografia da pele de ra-touro, L. catesbeianus. a: (D200) glandulas
granulares sem secregdo (setas) . b: (D100) glandulas granulares com secregdo (setas). c:
(D200) glandulas mucosas mais evidentes (cabeca de seta). d: (D100) glandulas mucosas
menos evidentes (cabeca de seta); coloracdo H/E, PAS
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Figura 23. Fotomicrografia da pele de ratouro, L. catesbeianus. a, ¢. (TT) glandulas
mucosas com secrecdo mais evidente (setas). b, d: (ST) (glandulas mucosas com secrecéo
menos evidente (setas); coloragdo H/E, PAS
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6. DISCUSSAO



6.1 Parametro Endocrino - Corticosterona

Os resultados do teste de Validacdo Fisiologica foram extremamente
esclarecedores mostrando como 0s animais se estressam rapidamente quando
manipulados, e 0 quéo rapida é a metabolizacdo da corticosterona plasméatica nesta
espécie retornando ao basal cerca de uma hora depois do estimulo. O presente estudo
corrobora os achados de GLENNEMEIER e DENVER (2002a) que observaram que a
injecdo de ACTH resulta em aumentos nos niveis de corticosterona, e os de MOORE et
al. (1991) que mostraram que os niveis deste glicocorticoide retornam ao normal muito
rapidamente apGs um estresse agudo de manejo. Entretanto, os dados de literatura séo
bastante escassos a este respeito, e as doses utilizadas na Validagdo Fisiologica deste
estudo foram baseadas em relatos de ROSENTHAL e ROSS (1984), que verificaram
aumento nos niveis de glicose plasmética, aanina e uréia em réstouro frente a
administracdo de ACTH, implicando na funcdo do eixo hipotdamo-hipofise-
adrenocortical de forma a regular a gliconeogénese vinda da alanina e provavelmente de
outros aminoaci dos glicogénicos.

A complexa interpretacéo dos resultados de experimentos envolvendo estresse em
anuros se deve a natureza do agente estressor e a resposta a sua magnitude e duracéo
(MOBERG, 2000; WADA, 2008), bem como ao estégio do ciclo de vida do organismo,
pré ou pré-metamorfose (CRESPI e DENVER 2004a, b, 2005). As concentracdes de
corticoides plasmaticos em larvas de véarias espécies de anfibios sdo baixas durante a pré-
metamorfose, aumentam durante a pro-metamorfose e atingem o pico no climax 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, 20023).

O efeito da corticosterona no desenvolvimento larval de anuros difere entre os estégios
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apresentando-se antagonista as modificagdes induzidas pela tiredide na pré-metamorfose
reduzindo o desenvolvimento (HAYES et al., 1993; GLENNEMEIER e DENVER,
2002b, c), mas agindo de maneira sinérgica a0 aumento do nivel dos horménios
tireoideanos na pré-metamorfose acelerando este processo (KIKUYAMA et al., 1993;
WRIGHT et al., 1994; DENVER, 1997; HAYES, 1997; DENVER €t al., 2002; KRAIN e
DENVER, 2004).

Os resultados de corticosterona do experimento de Densidade laboratorio
indicaram que houve diferenca estatistica apenas para a interacdo tempo X tratamento.
Entretanto, aos 15 dias foi observado um aumento ndo significativo no nivel de
corticosterona na D150. Isto pode ser explicado porque neste primeiro periodo de inicio
de crescimento em L. catesbeianus (primeiros 15 dias ap6s a metamorfose), os animais
estdo aprendendo a se adimentar e os confrontos nesta fase apresentam-se como
confrontos leves, de igual paraigua em virtude de sua uniformidade. Por outro lado, o
mesmo comportamento de aumento do nivel da corticosterona ndo foi observado nos
animais do tratamento D200, provavelmente porque 0 espago apresentava-se mais restrito
devido a maior densidade, e os animais ndo tinham espaco para o confronto. Ja aos 30
dias foi observado aumento significativo no nivel de corticosterona nos animais do
tratamento D200. Neste periodo, o crescimento é exponencial (FONTANELLO et al.,
1993) e alguns animais se desenvolvem mais rgpido do que outros (i.e. desuniformidade)
gue somado a alta voracidade torna os confrontos mais agressivos e conseguientemente
aumenta os niveis de corticosterona. Entretanto, 0 mesmo comportamento néo foi
observado nos animais submetidos ao tratamento D150 uma vez que este apresentava
mais espaco livre comparado a D200 o que pode ter funcionado como espaco de fuga

para 0s animais menores.
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Analisando este cenario 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
gue houve diferenca significativa apenas para os tratamentos (D200 foi diferente da D100
e da D150). Entretanto, aos 15 dias foi observado aumento no nivel de corticosterona nos
animais do tratamento D150, e aos 30 dias, diminui¢cdo nos animais submetidos ao D200.
Isto indicou um comportamento igual a experimentacdo de laboratério aos 15 dias nos
animais da D150, mas diferente aos 30 dias para os animais da D200. A hip6tese para
responder a esta questdo seria a adaptacéo. Nesta densidade (D200) verificou-se ainda a
dta taxa de canibalismo (média de 14%) que somado aos 5% de mortalidade contribuiu
para a uniformidade de tamanho dos animais, o que possivelmente diminuiu 0s
confrontos e consequientemente o nivel de corticosterona. Este processo fisioldgico é
citado por WENDERLAAR BONGA (1997); MOBERG (2000) e ROMERO (2004) que
afirmam que a adaptacéo ao estresse pode ocorrer como um tipo de resposta cronica.

O aumento da densidade em girinos (WILBUR, 1977, SEMLITSCH e
CALDWELL, 1982) e a diminuicdo da disponibilidade do alimento (WILBUR e
COLLINS, 1973; KUPFERBERG et al., 1994) aceleram a metamorfose e, aumentam a
producdo de corticosterdides (DENVER 2009). HAY ES (1997) relatou €l evados niveis de
corticosterona em Bufo boreas criados sob alta densidade e aimentacdo “ad libitum” e,
GLENNEMEIER e DENVER (2002b) relataram 0 mesmo em R. pipiens quando sob alta
densidade e alimentacdo limitada, ambos se tratando de girinos.

A densidade de 100 r&s m™ para imagos (rés até 30g) é utilizada historicamente

pelos criadores de rés. Foi testada e proposta por pesquisadores da Universidade de
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Uberlandia na década de 80, e considerada como grupo controle nesta experimentacdo
(FERREIRA et al., 2002).

No experimento Densidade laboratério, foi observada desuniformidade de
tamanho nos animais das maiores densidades ficando evidente uma situagdo de
territorialidade dos animais maiores para com 0s menores, porém ndo houve mortalidade
ou sinais de canibalismo nos animais dos distintos tratamentos. Os resultados desta
experimentacdo evidenciaram que Situagdes de ata densidade e cativeiro foram
estressantes para 0s 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 situagdo de cativeiro ndo foram suficientes para provocar estresse. Nesta
linha de raciocinio os produtores poderiam trabalhar na etapa inicial de desenvolvimento
(ras até 30 g) com densidades mais altas (200 rés m™), o que se traduziria em aumento da
produtividade.

Os resultados de corticosterona do experimento de Triagem laboratoério indicaram
gue houve diferencas 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
laboratorio, ou sgja, apresentando alta voracidade e confrontos desiguais em virtude da
desuniformidade. No ST a dominancia foi estabelecida para com aquele grupo de
individuos tornando os confrontos mais raros. Em outras palavras, 0s animais eram 0s
mesmos desde o inicio da experimentacdo. Ja no tratamento de TP, 0 manejo da triagem
fez com que novos individuos fossem inseridos nos espagos previamente estabel ecidos,

provocando nova situacéo de dominancia/subordinacédo, colocando-os frente a situagdo de
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confronto. No tratamento TT, os confrontos tornaram-se de maior grandeza, uma vez que
todos os animais foram remanegjados. Aos 30 dias 0 mesmo comportamento continuou
sendo observado nos distintos tratamentos, porém como 0s animais apresentaram-se
maiores e mais uniformes por conta das triagens, os confrontos tenderam a ser menores.

Analisando este cenario pode-se inferir que a triagem causou estresse aos animais,
corroborando com os autores, LANGKILDE e SHINE (2006) que relataram um aumento
temporério da corticosterona mediante um estimulo agudo seguido de retorno aos niveis
basais em poucas horas. Outros autores relataram observacoes semelhantes de aumento
deste hormonio 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); manipulacdo/confinamento de Rana pipiens
(GLENNEMEIER e DENVER, 2002a) e confinamento/manipulacdo de girinos
(BELDEN et al., 2003, 2007; BELDEN e KIESECKER, 2005; BELDEN e
WINGFIELD, 2010). Porém, ndo foram observados sinais de canibalismo e mortalidade
nos animais dos distintos tratamentos.

Os resultados de corticosterona do experimento de Triagem campo indicaram que
houve diferenca altamente significativa somente para os tempos. Esta situacdo néo
refletiu as observacOes feitas em laboratorio uma vez que os animais submetidos ao TT
apresentaram um comportamento de diminuicdo dos niveis de corticosterona aos 15 e 30
dias sugerindo adaptacdo frente ao estimulo estressor. Respostas fisiol 6gicas adaptativas
desta natureza foram observadas nos estudos de SAPOLSKY et al. (2000); CARR (2002)
e BERNIER et al. (2004) ap6s um estresse agudo de forma a manter a homeostase
energética.

A presenca de predador e consequente risco de predacdo acelera a metamorfose

(WASSERSUG e SPERRY, 1977; ARNOLD e WASSERSUG, 1978; KUPFERBERG et
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al., 1994) e aumenta a producéo de corticosteroides (DENVER, 2009). No experimento
de triagem campo, os animais do TT buscaram adaptar-se onde foi observada tendéncia
de diminuicéo dos niveis de corticosterona ao final do experimento, uma vez que diante
da triagem total, o risco de predacdo e canibalizacdo foi minimizado (em media 32%),
mesmo que ndo diferente dataxado TP.

Os resultados da experimentacdo de Triagem laborat6rio evidenciaram, mais uma
vez, que a manipulacdo é altamente estressante para estes animais. Nesta linha de
raciocinio os produtores, considerando o alto custo operacional envolvido no manejo de
triagem total e os possivels danos fisioldgicos que este procedimento pode acarretar
poderiam optar por ndo fazer triagem ou fazé-la parcialmente para otimizar sua

produtividade.

6.2 Parametros Hematol 6gicos

A andlise fisiol6gica do comportamento da corticosterona na avaliagéo do estresse
em L. catesheianus foi complementada por alguns indicadores hematol 6gicos como o
hematdcrito, taxa de hemoglobina entre outros relacionados as células do sistema
imunologico, como leucécitos. Os pardmetros hematologicos representam método
alternativo para analisar os efeitos da corticosterona, onde aumentos nos glicocorticoides
ocasionam mudancas quantitativas e qualitativas dos componentes leucocitarios (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 referéncia
hematol6gica para anfibios. Segundo CATHERS et al. (1997), COPPO et al. (2005),
FORBES et al. (2006), as diferencas observadas em um hemograma se devem a fatores

como estdgio de desenvolvimento, idade, disponibilidade de alimento, variaveis
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ambientais (temperatura, fotoperiodo), o que dificulta ainda mais a interpretacdo 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 urodel os (tritdes) e
poucos com caeciliam (dpodas) (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 circulatorio
por apoptose celular e eliminadas por fagocitose, no climax da metamorfose em r&-touro.

Os resultados do eritrograma do experimento de Densidade laboratorio
mostraram, aos 15 dias, para os animais do tratamento D200, o quadro de Er
apresentando leve aumento, e VCM constante, ou segja, leve manifestacéo diante dos
confrontos leves iniciais, de igua para igual. Ja, 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 sanguineo para dar o aporte necessario diante dos confrontos agressivos. Esses
dados corroboram com os de GILMOUR (1997) que observou alteragdes do volume e do
nimero das células vermelhas relacionadas ao processo de transporte de oxigénio. Ja os
resultados do eritrograma do experimento de Densidade campo mostraram aos 15 e 30
dias, que os animais submetidos ao tratamento D200 apresentaram 0 quadro de Er
aumentando, porém de VCM diminuindo, o que sugeriu a presenca de células vermelhas
“maduras’ de menor volume frente a0 comportamento de adaptacdo observado. As
observacOes do eritrograma do experimento de Densidade campo aos 30 dias ndo

refletiram os resultados do laboratério. Este comportamento pode ser observado frente a
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menor expressao dos niveis de corticosterona no campo se comparado a experimentacéo
laboratorial, significando menor estresse ou que os animais se adaptaram a esta condi¢ao.
No experimento de Triagem laboratorio, 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. JA no experimento de Triagem
campo, para 0s 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
observagOes do eritrograma do experimento de Triagem campo aos 30 dias foram
semelhantes ao laboratério corroborando BENNETT et al. (1972) que retratam a forma
lenta como a resposta sanguinea € expressa, mesmo tendo sido observado menor

expressao dos niveis de corticosterona no campo se comparado ao laboratério.

6.2.2 Leucograma

A sé&rie branca € composta de granulécitos (neutréfilos, basofilos e eosindfilos) e
agranuldcitos (linfécitos e mondcitos), onde os neutréfilos e mondcitos apresentam
atividade fagocitéria e est&o intimamente relacionados com os mecanismos de defesa
celular do hospedeiro, particularmente contra bactérias. Os eosindéfilos e basofilos estéo
relacionados aos processos inflamatorios e alérgicos e os linfocitos a atividade citotoxica
e humoral (DUELLMAN e TRUEB, 1986; ALLENDER e FRY, 2008).

O leucograma dos experimentos de Densidade e Triagem, de ambas as etapas
laboratorio e campo mostraram que as células leucocitérias mais abundantes em ré-touro
foram linfocitos e neutrofilos, enquanto mondcitos, eosinofilos e basofilos apresentaram-

Se mais escassas, corroborando os resultados de outros autores (CATHERS et al., 1997,
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FERREIRA et al., 2003; THRALL, 2004; FRANCA et al., 2008; DIAS et al., 2009;
ROCHA et al., 2010).

Durante o0 estresse da metamorfose, na transicdo de larva para adulto, a
corticosterona apresenta-se envolvida na reorganizagdo do sistema imune (ROLLINS-
SMITH et al., 1997). A diminuicdo na populacdo de leucdcitos, indicando
susceptibilidade a infecgdes, foi observada em individuos metamorfoseados (KOLIAS,
1984; USSING e ROSENKILDE, 1995), especificamente, linfocitos e neutrdfilos
diminuiram no climax 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 neutréfilos, mondécitos e eosindfilos tornaram-se
mais pronunciados onde os neutréfilos, atuantes na primeira linha de atague/defesa,
juntamente com os mondcitos, mostram-se envolvidos com a fagocitose sendo mais
abundantes frente as “lises’ dos tecidos. JA os eosindfilos, participam diretamente das
“lises’ dos tecidos produzindo substancias (citoquinas, quemoquinas, mediadores
lipidicos e neuromoduladores) (ROTHENBERG e HOGAN, 2006) que iniciam e
modulam a resposta inflamatéria agindo, portanto, como precursor para fagocitose, ou
sgja, ametamorfose € entendida neste caso, como um processo inflamatorio.

Os resultados do leucograma no experimento de Densidade laboratorio
mostraram que aos 15 dias foi observado para os animais do tratamento D200 leves
alteracbes em quase todas as figuras sanguineas brancas e diminuicdo mais expressiva
para os monécitos. Ja, aos 30 dias, foi observada diminuicdo de leucdcitos e linfocitos e
leves aumentos para neutrofilos, basofilos e mondcitos sendo a alteracdo eosinofilica
mais expressiva, porém sem sinais de injuria aos animais neste periodo. Segundo DAVIS
e MAERZ (2009), aumentos na corticosterona apresentaram alteracdes na populacéo de

leucocitos circulantes, especificamente com diminuicdo de linfocitos e aumento de
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neutrofilos em salamandras criadas em atas densidades corroborando com o presente
estudo onde foi observado resultado semelhante ao final da experimentacéo.

Os resultados do leucograma no experimento de Densidade campo mostraram que
aos 15 dias foi observado para os animais submetidos ao tratamento D200 diminuicdo de
leucdcitos totais, linfécitos e neutrdfilos e aumento das demais figuras sanguineas
brancas. J4 aos 30 dias, foi observado aumento de leucdcitos totais, linfécitos e
neutréfilos e diminuicdo das demais figuras sanguineas brancas, sugerindo possivel
quadro de enfermidade diante dos sinais da tentativa de canibalismo nos animais
menores. As observagOes nos resultados do leucograma do experimento de Densidade
campo aos 30 dias ndo refletiram os de laboratorio, entretanto, segundo MARTIN et al.
(2005) e KIANK et al. (2006), estressores cronicos usualmente suprimem o sistema
imune mesmo tendo sido observado niveis de corticosterona menos expressivos se
comparados a experimentacao laboratorial.

Os resultados do leucograma no experimento de Triagem laborat6rio mostraram que
aos 15 e 30 dias foi observado nos animais submetidos & TT diminuicdo de leucocitos,
linfécitos, neutrdfilos, basdfilos, eosindfilos e mondcitos que corrobora BENNETT et al.
(1972) em que retratam a forma lenta como a resposta sanguinea é expressa, se comparada a
resposta hormonal.

Os resultados do leucograma do experimento de Triagem campo mostraram que
os animais do tratamento TT aos 15 dias mostraram diminuicdo de leucdcitos, linfocitos,
basofilos e eosindfilos e leve aumento de neutrofilos e mondcitos. Ja aos 30 dias
mostraram aumento de leucdcitos totais, linfécitos, basofilos, sendo mais expressivo para
neutrofilos e de menor grandeza para mondcitos e de leve diminuicdo de eosindfilos
sugerindo também possivel quadro de enfermidade diante dos sinais de tentativa de

canibalismo, mesmo que reduzidos frente as triagens. As observacdes nos resultados do
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leucograma do experimento de Triagem campo aos 30 dias néo refletiram os de
laboratorio, porém mostraram ser semelhantes a outros estudos onde o estresse agudo
causou diminui¢cdo do numero de linfécitos circulantes (MAULE e VANDERKOOI,
1999), aumento do numero de neutrdfilos e diminuicdo do nimero de eosindfilos em R.
pipiens expostas ao frio (MANIERO e CAREY, 1997), em salamandras em estudo de
captura/“manipulacdo” (DAVIS e MAERZS, 2010) e em desafio de R. catesbeiana com
chitridio (DAVIS et al., 2010). Além disso, diminuicdo do nimero de eosindfilos em
infestagOes 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 ndo somente um aumento ou diminui¢&o da resposta imune, mas redistribuicdo das
células imunes por todo o corpo. E importante notar que as alteragdes fisioldgicas, do
eritrograma e do leucograma neste estudo, provavelmente consumiram energia e que no
momento no qual o estresse agudo se tornar crénico, poderd gerar os efeitos terciérios
como diminuigdo da resisténcia e surgimento de problemas relacionados ao crescimento e

desenvolvimento dos animais com consequente perda da produtividade.

6.3 Parametros Morfol gicos

6.3.1 Céulas cromafins (glandula interrenal)

Numerosos estudos fazem referéncia a morfologia das células cromafins da
glandula 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 r-
touro.

J4, os estudos que correlacionam a morfologia destas células com fisiologia séo
escassos, entre eles, ROCHA et al. (2001) que observaram aumento na atividade
secretora e inicio de lesdes das células interrenais em matrinxa mediante estresse de
captura/alta densidade; NORRIS et al. (1997) que observaram alteragfes estruturais da
glandula interrenal de peixes como hipertrofia e hiperplasia do tecido e, ACCORDI e
MILANO (1977); KLOAS et al. (1997) que observaram aumento do nimero das células
secretoras de catecolaminas préximo do climax da metamorfose em anfibios.

No experimento de Densidade campo aos 30 dias, a resposta hormonal de
corticosterona foi pouco expressiva. Entretanto, a érea 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 nimero) com o
aumento da densidade.

Estudos tém documentado o aumento das catecolaminas associado a agentes
estressores agudos em anfibios: hipoxia (BOUTILIER e LANTZ, 1989; TALBOT e
STIFFLER, 1991; ANDERSEN et al., 2001); funcdo cardiaca e resisténcia vascular
(HERMAN e SANDOVAL, 1983); atividade forcada (TUFTS et al., 1987 a; ROMERO
et al., 2004); desdratacdo/hemorragia (WITHERS e  al., 1988);
mani pulagdo/confinamento (BOORSE e DENVER, 2003; YAO et al., 2004; HU et al.,
2008); disrruptor endécrino (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 area das células cromafins foi
qualitativamente maior nos animais submetidos ao tratamento ST do que nos animais do

tratamento TT, uma vez que no ST 0s animais permaneceram em constantes confrontos
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frente a desuniformidade devido a n&o triagem. N&o foi observada hiperplasia nas células
cromafins com a pratica da triagem e sim uma diminui¢cdo do nimero destas células.
Considerando que a resposta das interrenais € bastante rapida em termos
hormonais para a liberagcéo das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) que por sua
vez sdo liberadas e metabolizadas imediatamente ap0s a ocorréncia do fator estressante
(BARTON, 2002), e que, em termos estruturais as células dessas glandulas (cromafins)
respondem de forma lenta, a ferramenta estrutural das células cromafins soma-se as
demais neste estudo para a obtencéo de uma recomendacdo ao produtor para melhorar a

produtividade de seus manejos de densidade e triagem.

6.3.2 Glandulas mucosas (pele)

A morfologia do tegumento de anuros tém sido descrita por vérios estudos
(DUELLMAN e TRUEB, 1986; FOX, 19863, 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); 1IZUTSU et al.
(1993); YOSHIZATO (1989, 1996); AZEVEDO et al. (2006) observaram caracteristicas
histolégicas da pele de r&touro. Poucos sd0 0s estudos em anuros que correlacionam
morfologia do tegumento com fisiologia (de BRITO-GITIRANA e AZEVEDO, 2005;
FELSEMBURGH et al., 2007, 2009; GONCALVES e de BRITO-GITIRANA, 2008)
onde refletem a respeito da adaptacéo das estruturas do tegumento ao habitat aquético 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
transformacfes. Varia entre apresentar epitélio simples na fase larval a epitélio

estratificado queratinizado quando no climax da metamorfose, mantendo-se com esta
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caracteristica nafase adulta. Para OHMURA e WAKAHARA (1998); KALTENBACH et
al. (2004); KINOSHITA et al. (2005), o desenvolvimento das células das glandulas se
inicia na pré-metamorfose, e se completa apos a metamorfose. FELSEMBURGH et al.
(2009), relatam a presenca de sulcos no tegumento, que promovem a disperséo e
permanéncia das secrecdes das glandulas sobre o corpo do animal.

No experimento de Densidade laboratério e campo inicidmente foram
observados mais glandulas mucosas em quase toda a extensdo do corte do tegumento, o
que inferia protecdo dos animais recém-metamorfoseados frente as adversidades do
ambiente agquético (e.g. ressecamento). Ao longo do tempo, as granulares passaram a ser
mais presentes no tegumento inferindo protecéo frente as novas adversidades do ambiente
terrestre (e.g. predagéo).

A resposta granular apresenta-se como primeira linha de ataque/defesa
(HANCOCK, 2001; DIAMOND et al., 2009) da pele, ou sgja, de resposta rapida onde os
peptideos armazenados sdo descarregados via mecanismo holécrino sob estimulacéo
adrenérgica (DOCKRAY e HOPKINS, 1975). Aos 30 dias foi observado no experimento
de Densidade laboratorio, glandulas granulares quase todas sem presenca de granulos de
secrecdo nos animais do tratamento D200. A situacdo de degranulagdo pode indicar que
as glandulas apresentaram-se exauridas frente o estressor da alta densidade
(desuniformidade/confrontos agressivos). JA no experimento de Densidade campo o
estresse apresentado foi em menor intensidade se comparado ao laboratério, observou-se
glandulas granulares repletas de granulos e a presenca semelhante destas glandulas nos
distintos tratamentos pode confirmar esta assertiva.

Observando as glandulas mucosas, segundo HAYES e GILL (1995), a
corticosterona apresenta efeito antagonistico aos hormonios da tiredide, diminuindo o

numero de glandulas mucosas frente ao nimero de glandulas da pele. Este resultado foi
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verificado aos 30 dias no experimento de Densidade laboratorio para os animais do
tratamento D200 se comparado aqueles do D100. Ja no experimento de Densidade
campo, o numero de glandulas mucosas ndo mostrou ateragcdes nos animais dos distintos
tratamentos podendo indicar um estresse mais brando se comparado ao laboratério. A
mucina ou acumulo de muco foi observado claramente nos animais submetidos a maior
densidade (D200) no laboratério se comparado aqueles do D100, ja no campo ndo houve
diferenca para os distintos tratamentos.

No experimento de Triagem laboratdrio e campo foram observados iniciamente
mais glandulas de muco do que granulares nos animais submetidos ao tratamento TT se
comparado aqueles do ST. Porém, as glandulas granulares apresentaram-se mais
presentes umavez que se trataram de animais pos-metamorfoseados.

A resposta da ativacdo da secrecdo glandular frente a aplicagdo da noraepinefrina -
NE, (noradrenalina - NA) se comporta de maneira semelhante para os anfibios
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 questdo de como as espécies de anfibios variam em suas habilidades para
liberar peptideos defensivos através da pele quanto a estressores incluindo a NE ou
agentes infecciosos ainda carece de elucidactes (WOODHAMS et al., 2007).

Aos 30 dias, as glandulas granulares se apresentaram todas repletas de contetido
nos animais dos distintos tratamentos no experimento de laboratério e campo, 0 que pode
indicar que n&o houve tempo habil para esvaziar estas glandulas uma vez que se tratou de
um estimul o agudo.

Observando as glandulas mucosas aos 30 dias foi verificado menor nimero nos
animais submetidos ao tratamento TT se comparado aqueles do ST no experimento de

laboratorio, corroborando os resultados de HAYES e GILL (1995) que observaram a
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diminuicdo do nimero das glandulas mucosas para situagbes mais estressantes. Ja no
experimento de campo, 0 nimero dessas glandulas ndo mostrou alteragdes nos distintos
tratamentos podendo indicar um estresse mais brando se comparado ao laboratorio.

A mucina apresentou-se mais evidente para os animais do tratamento TT se
comparado aqueles do ST o0 que pode indicar a intima relacdo entre mucina e a
manipulagdo, que segundo DENT et al. (1973), LILLYWHITE e LICCHT (1975)
descargas de muco ocorrem quando animais s manuseados sugerindo fuga de
potenciais predadores. Esta observacdo foi muito mais evidente no laboratorio do que no
campo.

A resposta granular é uma resposta mais rapida se comparada a resposta mucosa
uma vez que, a extrusdo das glandulas granulares é feita através de estimulagdo
colinérgica ou adrenérgica, onde sdo controladas por nervos simpéticos, que terminam no
intersticio proximos as células mioepiteliais (BARRA e SIMMACO, 1995; SIMMACO et
al., 1998). Essas céulas situadas junto a membrana basal, sdo contréteis e estdo
diretamente relacionadas com a liberagdo dos grénulos, por mecanismo holécrino
(TOLEDO e JARED, 1995; CLARKE, 1997; DELFINO et al., 1999). As terminagdes
nervosas das glandulas mucosas estéo localizadas fora do parénguima da glandula
fazendo um controle indireto via difusdo (SJIOBERG E FLOCK, 1976; GAMMILL et al.,
2012). Porém, segundo observactes morfologicas de DOCKRAY e HOPKINS (1975),
MILLS et al. (1982) e MILLS e PRUM (1984) as glandulas mucosas ndo apresentaram
alteracdes morfol ogicamente pela estimulagéo de catecolaminas.

Diante dos resultados observados, a ferramenta estrutural das glandulas da pele
soma-se as demais neste estudo para a obtencéo de uma recomendacédo ao produtor para

melhorar a produtividade de seus mangos de densidade e triagem.
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7.CONCLUSOES



Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

e O conjunto diagndstico de corticosterona (MP Biomedicals, LLC, Orangeburg,
NY, USA). foi validado para a espécie L. catesheianus,

* A corticosterona mostrou ser um bom indicador de estresse;

¢ Osparametros hematol 6gicos da série brancamostraram ser bonsindicadores de estresse;

» AsalteracOes histoldgicas (células cromafins e glandulas da pele) ndo foram bons
indicadores de estresse neste estudo;

» Situacdes de alta densidade no laboratorio foram estressantes para os animais,

o SituagOes de alta densidade no campo ndo foram estressantes para 0s animais
provavelmente devido a sua adaptacéo (homeostase);

* A manipulacéo no laboratério foi dtamente estressante paraformas juvenis de ré-touro;

» A manipulagdo no campo maostrou que os animais Néo se estressaram como no laboratdrio;

e Os resultados das experimentacbes em laboratorio mostraram estresse mais

expressivo do gue os resultados obtidos no campo.
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