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ESTUDO COMPARATIVO DO PERFIL MORFOLOGICO E HISTOQUI MICO DA
MUSCULATURA PEITORAL DE PERERECAS DO GENERO SCINAX

RESUMO

A musculatura peitoral de anuros gera a poténciessdria para a producdo das
vocalizacdes, tendo seu perfil histolégico descpara apenas uma espécie. Para esta, a
musculatura peitoral apresenta 100% de fibras txa&ka rapidas. Entretanto, a taxa de
vocalizacdo apresenta enorme variacdo interespgcifmesmo considerando espécies
pertencentes a um mesmo género, como é o casongoo@einax. Acreditamos que o perfil
morfolégico e histoquimico da musculatura peitopasticularmente no tocante a capacidade
oxidativa aeroObia, deve covariar com o desemper@iob&. Desta forma, o objetivo deste
projeto foi realizar uma analise comparativa dafatogia e histoquimica do musculo peitoral de
trés diferentes espécies de pererecas do géoeex. Os animais foram coletados durante o pico
de atividade reprodutiva. Estes foram pesados anarziados para a retirada dos musculos
peitorais. Fragmentos musculares foram congeladositrogénio liquido e armazenados em
freezer -80°C. Cortes histolégicos (10um), obtidas criostato, foram submetidos a coloracéo
HE (Hematoxilina-Eosina) para avaliacdo do padraarfoiogico das fibras, e NADH-TR
(Nicotinamida Adenina Dinucleotideo-Tetrazélico Bebe), para avaliacdo do metabolismo
oxidativo das fibras. Nao houve diferencas qualiést e quantitativas na morfologia e area das
fibras entre as espécies. Provavelmente as difssecgmportamentais interespecificas devem
estar associadas a caracteres ultraestruturais wsukatura como capilarizagdo, volume
mitocondrial e tipo de miosina (MHC) presente nardi muscular. O musculo peitoral &
perereca e S fuscovarius apresentou forte reacdo NADH-TR, o que demonstoana¢tabolismo
oxidativo, enquanto qugcinax hiemalis apresentou uma populagéo de fibras com metabolismo
oxidativo mais moderado; isso esta de acordo catoglbioquimicos coletados para esta espécie
que indicam que o metabolismo anaerdbio tem um |papmplementar importante na
sustentacdo da vocalizacdo dessa espécie. O m(mtdoal deS perereca e S. fuscovarius é
constituidopor uma populacdo de fibras com intenso metabolisrigdativo, enquanto que na
espécieScinax hiemalis, além dapopulacdo de fibras que apresentam intenso metaibmli
oxidativo, uma populacédo de fibras com metabolismativo mais moderado também esta
presente. Os achados estéo relacionados com ladisi@lo masculo e refletem a intensidade de
vocalizacdo das espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Comportamento vocal; Variacdo interespecifica; dibmuscular;
Capacidade oxidativa e desempenho; NADH-TR



INTRODUCAO

Na maioria das espécies de anuros, o canto de iandog machos é o comportamento
mais notavel da época reprodutiva. O comportamental tem as funcbes de reconhecimento
intraespecifico, atracdo de fémeas e afastar easigntnachos competidores, portanto ndo é
surpreendente que esta seja a atividade de masbo gaergético da histéria de vida destes
animais. O consumo de oxigénio neste momento pade tar em até 30 vezes comparado com
estado de repouso (Grafe e Thein 2001) e a alt@arsetabdlica estd associada aos niveis de
contracdo do musculo tordxico (abdominal reto,quia$ internos e externos) que sustenta a
vocalizacao (Taigen e Wells 1985).

Os sinais acusticos produzidos por machos de andurasite a atividade reprodutiva séo
diversos e sujeitos a atuacdo de diferentes presséketivas (Bevier et al. 2008). Este
comportamento também € influenciado pelo seu araogético (Wells 2001) e suscetibilidade a
parasitas e predadores (Ryan etl@B2; Tuttle et al.1982; Bernal et aD06, 2007). Logo, um
complexo conjunto de pressodes seletivas pode aesrit uma variacdo na estrutura e producéo
destes sinais, como sugerido por Bevier e colalooead2008).

O musculo estriado dos anfibios consiste numa filinuclear e nimeros variaveis de
fibras se organizam em uma unidade motora e séamotatas por um neurbnio motor. Cada
categoria de fibra muscular apresenta tipos deatitidade distintas. S&o descritos cinco tipos
de fibras musculares nos anuros, de contracdafipims 1, 2 e 3titch) e tonicas tipo 4 e 5. O
tipo 1 e 2 correspondem as fibras formalmente dasaomawitch fibers. O tipo 3 sdo menores
que a do tipo 2 e tem maior conteldo de enzimadatixas e lipideos, além de apresentarem o
sistema sarcoplasmatico moderadamente desenvoRiglologicamente o tipo 3 é lento e mais
resistente a fadiga que o tipo 2. A fibra ténicatido 5 representam o tipo ténico classico. Em
contraste, a fibra tbnica tipo 4 é ligeiramenteanai caracterizada por uma leve coloragédo para
ATPase, e baixo conteudo de enzimas oxidativagi@elbs. Usualmente as fibras de anuros séo
classificadas como vermelha e branca e as vezes,(noetabolismo oxidativo intermediario).
Esses termos séo utilizados pela analogia com asicaas, no entanto, as fibras vermelhas
podem ser lentas como as fibras tonicas. Na verdadm®r vermelha pode ser resultado de
abundancia de capilares associados com fibras pasg&ans e De Gueldre 1992). Explicacdes
funcionais para os perfis histoquimico, enzimagcpropriedades contrateis dessas fibras ainda

sSd0 escassas.



Para varias espécies de anuros, parametros dosulogisge propulsdo tem sido
correlacionados com suas capacidades locomotorasngfh e Bennet 1983). Além disso,
atividades de enzimas metabodlicas e as propriedemtgsateis dos muasculos variam com o
metabolismo e comportamento dos organismos (GamXe eGueldre 1992). Animais que
caminham e saltam, conBufo boreas, dependem principalmente de aerobiose e demordasn ma
para alcancar a fadiga, enquanto que saltadoredosagomo Rana pipens dependem de
anaerobiose e se fadigam facilmente (Gans e Ded@u&992).

O mdasculo toraxico tem alta capacidade respirat@ei@bia e isto é evidenciado pelos
niveis de atividade da Citrato Sintase, enzimaeluavciclo de Krebs (Ressel 1996). A atividade
das enzimas citrato sintase (C3)-kidroxiacil-CoA desidrogenase (HOAD) tem sido intitas
como indicadores do metabolismo aerébio na musgcalapeitoral de anfibios e tem sido
correlacionada com altas taxas de vocalizacdo §/26I01). Cada nota de uma vocalizacdo, que
contém varias notas, corresponde a uma uUnica caotnauscular. Isto explica porque o custo
energético esta tao relacionado com a taxa deigacab (Wells 2001). A massa relativa do
musculo peitoral tende a ser maior em espéciesagteEsentam maiores taxas de vocalizacéo
quando comparado com espécies de menores taxals @QU6IL).Scinax rubra e S. boulengeri
sdo animais que possuem 0 mesmo tamanho e mapsaeeoe vocalizam a mesma temperatura,
entretanto estes animais diferem drasticamentetg@ataxa de vocalizacascinax rubra € um
animal que apresenta alta taxa de vocalizacédoredegio explosiva, enquanto daidoulengeri
apresenta baixa taxa de vocalizacdo e extensa tadgoreprodutiva. Suas diferencas
morfofisioldgicas sdo muito evidente&inax rubra possui um muasculo peitoral maior (cerca de
10% de sua massa corporea), alta densidade dedmiitgs e capilarizacdo, além de maiores
reservas de lipideos e glicogénio @iboulengeri (Bevier 1997; Wells 2001).

As espécies do génefsinax habitam areas florestadas e abertas em ambiertsad
como Caatinga, Amazobnia, Floresta Atlantica e atghanas. Este género possui 86 espécies
com habitos reprodutivos diversos. As pererecagpguencem ao grupawber (S pererecae S
fuscovarius, por exemplo)apresentam distribuicdo por toda area tropical letrgpical da
América do Sul e Central, enquanto que as peremggagertencem ao grumatharinae (S
hiemalis, por exemplo) estéo restritas a Floresta Atlar(freavovich 2002).

Os machos d&. fuscovarius vocalizam no chdo em campos abertos de vegetagé da

proxima a fonte de agua permanente; machdS gerereca vocalizam a 0,5 até 1,0 m do solo,



na vegetacao ou préximo a corpo de agua permanentegichos d&. hiemalis vocalizam na
beira ou flutuando em riacho de baixo fluxo. Conce®é@o deS fuscovarius que ndo forma
agregados, todas as espécies vocalizam em corakkaddensidade de individuos. No que diz
respeito a variacdo interespecifica de caracteasstie vocalizaca& hiemalis apresenta menor
taxa de vocalizacdo quando comparado nfuscovarius e maior duracdo de vocalizagdo
quando comparado cogfuscovariuse S perereca (Bevier et al. 2008)

A relacdo entre a morfologia, bioquimica e perfarogamuscular € muito importante
para a sustentacdo display sexual, e a caracterizacdo dos tipos de fibrasegistem em
musculos especificos, as propor¢des dos tipodhdesfno musculo esquelético dos anfibios e sua
possivel associacdo com ambiente e historia de aiftlida sdo pouco conhecidas (Gans e De
Gueldre 1992). Embora estudos apontem que a musculpeitoral seja formada por fibras
100% oxidativas rapidas (Putnam e Bennett 1983)yallao (2004) encontrou altos niveis de
atividade da lactato desidrogenase em espéciedad@s taxas de vocalizagdo, 0 que sugere a
participacdo do metabolismo anaerdbio para a dasm da vocalizacdo e que talvez isso
refletisse na morfologia do musculo desses animais.

Levando em consideracdo a enorme variacao intariéispedo comportamento vocal,
mesmo considerando espécies pertencentes a um ng&moo, como € o caso do género
Scinax, acreditamos que o perfil morfolégico e histoqeimnida musculatura peitoral,
particularmente no tocante a capacidade oxidatirab#éa, deve covariar com o desempenho
aerdbio. Portanto, o objetivo deste trabalho fascdever e comparar a morfologia e perfil
histoquimico do musculo peitoral de espécies derpeas do génerBcinax que diferem em
taxas de vocalizacdd hipotese que testamos foi: espécies com maiepesstde vocalizacao
apresentardo maior area de fibras musculares ebotistao mais oxidativo comparado com

especies de menor taxa de vocalizacao.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio deidtdgia Ambiental e Evolutiva,
Departamento de Fisiologia em conjunto com o Laldamde Biologia do Masculo Estriado no
Departamento de Morfologia, ambos no Instituto deigncias, Unesp, Botucatu, Estado de S&o

Paulo.



Foram utilizados machos adultos 8einax fuscovarius (Perereca-de-banheiro) N = 5
(6,0+0,639),S perereca (Perereca-de-banheirdy = 2 (2,4+1,69),S hiemalis (Perereca-de-
inverno) N = 2 (3,35+0,49g) coletadas durante apteada reprodutiva. Os animais foram
coletados nos municipios de Botucatu, Sdo Luiz dmifthga e Ribeirdo Grande (Parque
Estadual Intervales), Estado de S&o Paulo, Bteasidos ao laboratorio e resfriados em gelo por
2 minutos e eutanaziados por mielotomia e transedgh medula espinhal para coleta dos
musculos da regido toraxica. As amostras muscufaram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80°C. Cortes histolodibdgum), obtidos em criostato, foram
submetidos as coloragbes HE (Hematoxilina-Eosjpea avaliacdo do padrdo morfologico das
fibras musculares, e NADH-TR (Nicotinamida AdeniDaucleotideo — Tetrazdlio Redutase),
para avaliacdo do metabolismo oxidativo das fibras.

Foi calculada a area de 50 fibras musculares pwnadnem cada regido analisada,
utilizando um sistema de anélise de imagens (L@\&én).

Foi realizada a estatistica descritiva da aredidess de cada espécie, e os dados foram
submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) tezgfrécie como fator. Os testes estatisticos

foram realizados no programa SPSS for Windows @et82D.

RESULTADOS

Nas espécies estudadas, a analise dos musculosaamieracédo pela Hematoxilina e
Eosina mostrou fibras musculares poligonais oudandadas, multinucleadas, com alguns
nacleos internos. O sarcoplasma apresentou aspet#oogéneo com areas acidofilas e areas
claras, sem coloragdo. Entre as fibras musculdoessvidenciado tecido conjuntivo frouxo
constituindo o endomisio com vasos sanguineos r@sgli a 5). A morfologia do musculo
peitoral das trés espécies ndo se apresentouaqualibhente diferente.

A reacdo histoquimica NADH-TR no tecido das espéSnax fuscovarius e Scinax
perereca mostraram todas as fibras com reacdo intensa parmiema. J4, na especheinax
hiemalis, duas populagbes de fibras foram identificadas: uom intensa reacdo e outra com
reacdo mais moderada (Figuras 6 a 11).

Nao houve diferenga estatistica significativa emtrsmédia de area das fibras de cada

espécie (Fs= 1,379; P =0,32).Scinax fuscovarius apresentou a maior média e valor maximo de



area de fibras, seguido pBrhiemalis e S. perereca. Scinax hiemalis teve o maior valor minimo
de area de fibra seguida @perereca e S. fuscovarius (Tabela 1).

Tabela 1. Morfometria das fibras do musculo peitoral (Médli®esvio Padrédo ) d8 hiemalis
(N=2), S. perereca (N=2) eS fuscovarius (N=5).

Média (_um) Minimo (pm) Maximo (upm)

S. hiemalis  2854,22+1077.35 963,62 7988,93
S. perereca 2044,34+726.48 805,42 5226,42
S. fuscovarius  3159,29+1381.02 116,38 10048,15

DISCUSSAO
Apesar da enorme diferenca de taxas de vocalizagésentada pelas trés espécies de

Scinax estudadas, elas ndo diferiram quanto a area deass fibusculares. Gans e De Gueldre
(1992) sugeriram que as diferencas de caractagstiterespecificas e custos energéticos de duas
espécies hipotéticas deveriam afetar as caraatagsnhorfologicas e funcionais da musculatura
peitoral A area da fibra muscular, por exemplo, deveriansaior na espécie de maior taxa de
vocalizacdo, assim como volume mitocondrial, cai#égédo, contedudo de lipideo intercelular,
atividade de ATPase e tipo de miosina que 0 musuiesenta.

Volume mitocondrial estd associado a demanda dgéoxi no musculo de alta
performance aerébia e também é indicada pela atleidla cintrato sintase, enzima chave do
ciclo de Krebs (Ressel 1996). A capilarizagdo teflsuprimento de oxigénio e nutrientes
necessarios na contragcdo muscular. Estudos filtigeeéde mamiferos documentaram uma
positiva correlagcdo entre grau de capilarizacdaantdade de mitocondrias variando com a
capacidade oxidativa e nivel de contracdo sustar{iM@ibel e Taylor 1981; Taylor et al. 1987).
Em anuros, Ressel (1996) observou que a densidadérita capilar em fibras transversalmente
orientadas e volume mitocondrial por volume deafiBumentavam proporcionalmente com a
média da taxa de vocalizacdo entre as espécies.

O conteudo de lipideo no musculo (Ressel 1996%&rvas de carboidrato (Bevier 1997)
sdo positivamente correlacionadas com a taxa dalivacdo de varias espécies. No entanto,
Carvalho (2007) demonstrou que esta relacdo, no das reservas lipidicas, € muito mais

complexa.



O musculo esquelético € heterogéneo e possui Viipios e subtipos de fibras que sdo
versateis e capazes de ajustar suas propriedausfpieas em resposta a demandas funcionais
(Pette e Staron 2000). As diferencas funcionaiseend tipos de fibras tem sido associadas as
isoformas cadeias pesadas de miosina (myosin hd@ip — MHC) e cadeia leve de miosina
(myosin light chain - MLC). Além disso, a expresshiferencial das isoformas MHC e MLC tem
papel determinante na diversidade de sistemas tawsslwe suas especificas fungées motoras
(Gordon et al. 2001). Provavelmente em espéciadtale taxas de vocalizacdo a miosina presente
no musculo peitoral é a de contracdo rapida (fgstg miosina de contracdo lenta predomina no
musculo peitoral de espécies com menores taxasaddizacao.

A miosina de cadeia pesada sarcomérica é uma mmotdd familia de motores
moleculares responsaveis pela transdugéo da ertgrigiaca em trabalho mecanico no musculo
estriado. O genoma dos vertebrados contém multipfgsas de gene MHC e expressam
diferentes isoformas correlacionadas com difererdas propriedades fisioldégicas da fibra
muscular. Uma analise do musculo esqueléticoXeaopus laevis encontrou trés tipos de
isomiosinas em fibras do tipo 1 (contracdo raplatarica’); fibras do tipo 2 (contracéo rapida
‘vermelha’) apresentaram 2 bandas principais desimis com velocidade de migracao no gel
muito similar a encontrada em dois bandas encadracd fibras do tipo 1; o tipo 3 (contracao
lenta) apresentou uma Unica fibra de migracéo leotao a encontrada na fibra tipo 5 (tbnica
lenta); enquanto que a miosina da fibra tipo 4 ffegdo muito lenta ‘intermediaria’) migrou com
alta mobilidade I(annergrenJ, HohJFY 1984) Embora os cinco tipos de fibras identificadas
expressam mais de cinco diferentes isoformas deimai® de cadeia pesada (MHC), a relagcao
especifica funcional entre o tipo de fibra e a M&i@da é pouco conhecida (Nasipak e Kelley
2008).

Em relacdo a reacdo de NADH-TR, o musculo peitded trés espécies apresentou
caracteristicas de alto metabolismo oxidativo. maulacéo de fibras d& hiemalis apresentou
menor intensidade de reacdo a enzima NADH-TR, dstraomdo metabolismo oxidativo mais
moderado. Isso estd de acordo com estudos préviesdgscreveram que o metabolismo
anaerébio (atividades das enzimas exoquinase, HiKyvgio quinase, PK e lactato
desodrogenase, LDH) pode ter um papel complemeataustentacdo da vocalizagdo. Embora
s6 fibras oxidativas e de contracdo rapida compondanusculatura peitoral de anfibios, estas

podem se apresentar extremamente plasticas e djfemto as caracteristicas metabdlicas. Este



fato pode explicar os resultados obtidos para @ossf. hiemalis que vocaliza no inverno e
apresenta caracteristicas metabdlicas menos aaspbgto esta de acordo com autores que
assumem que a via glicolitica deve apresentar megrwibilidade térmica quando comparada a

via oxidativa aerébia completa.

CONCLUSAO

O musculo peitoral d&. perereca e S fuscovarius € constituidgoor uma populacéo de
fibras com intenso metabolismo oxidativo, enquajuie na espéci&cinax hiemalis, além da
populagdo de fibras que apresentam intenso metatmlbxidativo, uma populacdo de fibras com
metabolismo oxidativo mais moderado também estepte. Os achados estdo relacionados com

a fisiologia do musculo e refletem a intensidadeatmlizacio das espécies.
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Figura 1. Corte transversal do mosculo peitoral de
Soingx fuscovanss. Motar fibras musculares  com

niclens  penféricos efou int2mos [setas).
Hematoxtins’Eosng (400).
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Figura 3. Core transversal do midsculo peitoral de
Somnax perereca, MNatarfibras musculares com nicleos
penféricos efou internos (setas) Hematowilinag/Easina

{40X).
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Figwa 2. Corte transversal do musculo peitoral de
Scinax fuscovarws MNotar o endomisio envolvendo as
fibras com ¥aso £3719uineo [seta).

Figwma 4. Core fransversa do mosculo peitoral de
Scinax perereca. Hematoxting/Edsma (40%). MNotar o
sarcoplasma heterogéneo, com aeas acidofilas e areas
sem coloracin (seta).
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Figwa5. Detalhe da misculo peitoral de Scinax femais mostando a
xrganizagac das fibras e do endomisio. Hermataxiing/Easing 40X



Figura 6. Core trensversal do mosculo peitoral de
Scingx feacovanus Fibrags musculares com farte
eacio enzimatica. MADH (10X

Figwia 8. Core transversal do mdsculo peitoral de
Ecinax perereca Fibras musculares com forte reagao
enzimatica. NADH (1JX).

Figma 7. Corte transversal do misculo peitoral de
Seinax  fuscovariua Fibras muosculares com forte
reagan enzimatica. MADH (40X)

Figwa 9. Conte transversal do misculo peitoral de
Scinax pererecs. Fibras musculares comforte reagéo
enzimatica. MAOH (40X).
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Figura10. Corte trancversal do musculo peitoralde

Scwrax biemals. MADH (10

Figwa 11. Corte transversal do misculo potoral de
Scmax remalis. MNotar duas populagdes de fibras: a (fibra
corm reacdo enzimatica mais forte) e b {reagio mais

moderada), NADH (40,
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