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Reflexao

O Rio e 0 Oceano

“Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme de medo.
Olha para tras, para toda a jornada, os cumes, as montanhas,

o longo caminho sinuoso através das florestas, através dos
povoados, e vé a sua frente um oceano tdo vasto que entrar
nele nada mais € do que desaparecer para sempre.

Mas ndo hé outra maneira. O rio ndo pode voltar.
Ninguém pode voltar. Voltar é impossivel na existéncia.
Vocé pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.

E somente quando ele entra no oceano é que o medo desaparece.
Porque apenas entdo o rio saberd que ndo se trata
de desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano.

Por um lado € desaparecimento e por outro lado € renascimento
Assim somos nds. S6 podemos ir em frente e arriscar

Coragem !! Avance firme e torne-se Oceano!!!

Autor desconhecido
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Santos, L.R.S. Efeitos da varia¢@o térmica no Sistema Pigmentar Extracutdneo do anuro Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae)

Resumo
Os vertebrados ectotérmicos apresentam um desenvolvido sistema de células com
pigmentos meldnicos em seu citoplasma, localizadas em diversos 6rgdos e estruturas
formando um sistema pigmentar extracutineo. Esses tipos celulares s@o grandes e
irregulares, com o citoplasma abundante e intensamente pigmentado e variam de um
aspecto estrelado ao puntiforme. Sdo encontrados também associados ao aparelho
reprodutor de algumas espécies de anuros, conferindo uma tonalidade escura. Esta
caracteristica anatdmica de coloragéo testicular faz parte da arquitetura somdtica do 6rgio
e na literatura ndo ha qualquer dado que aponte para uma inter-relacdo entre estes
componentes. Células contendo pigmentos melanicos sd@o encontradas também no figado,
onde apresentam atividade fagocitica, sendo denominadas melanomacréfagos ou células de
Kupffer, e ndo eram incluidas na classificacdo de célula pigmentar, pois se pensava que 0s
macréfagos presentes no figado e bagco apenas fagocitavam os melanossomos, € ndo os
sintetizavam. Entretanto, andlises sobre a funcdo melanogénica das células pigmentares
nesses 6rgaos em algumas espécies demonstraram que ha melanogénese. Para os anfibios
anuros, os estudos relativos aos melandcitos viscerais e aos melanomacréfagos sao
recentes e se referem a poucas espécies. Alguns estudos demonstraram que alteracdes do
sistema melanogénico pode estar relacionado ao aumento da pigmentacdo no figado e a
hemocaterese hepatica. Ha também, trabalhos que relatam modificagdes metabdlicas e
estruturais das células hepaticas durante o inverno, ndo sendo descritas fungdes para as
células pigmentares presentes nos demais Orgdos. Assim, neste trabalho objetivamos
analisar a resposta das células do sistema pigmentar extracutaneo do anuro Eupemphix
nattereri (Anura: Leiuperidae) mediante a influéncia de condi¢do de variacdo térmica, de
hipertermia (35,1°C) e hipotermia (18,9°C). Macroscopicamente verificou-se que, as

células pigmentares viscerais ndo manifestam alteragdes de ocorréncia e intensidade frente
1



Santos, L.R.S. Efeitos da varia¢@o térmica no Sistema Pigmentar Extracutdneo do anuro Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae)
a variagdo térmica. Entretanto, andlises histologicas hepaticas e testiculares demonstraram
que tanto os melanomacréfagos do tecido hepdtico quanto os melandcitos testiculares,
respondem as variagdes de temperatura, com diminuicido e aumento da pigmentacdo nestes
orgdos, respectivamente. Assim, concluimos que variagdo térmica promove alteracdo na

pigmentacio hepatica e testicular

Palavras-chave: Sistema pigmentar, temperatura, figado, testiculo, anuro.



Santos, L.R.S. Efeitos da varia¢@o térmica no Sistema Pigmentar Extracutdneo do anuro Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae)

Abstract
Ectothermic vertebrates present a well-developed system composed of cells with melanin
in its cytoplasm. These cells are distributed in several organs and tissues constituting an
extracutaneous pigmentary system. These cells types are big and irregular, with shapes that
vary from a star-shaped to a punctiform format. In addition, its cytoplasm is abundantly
pigmented. In anuran amphibians this pigmented cells are also found associated to the
reproductive system, what gives to the gonads a dark coloration. This coloration makes
part of the somatic architecture of the organ, but there is no data in the literature that
suggest a function for this pigmentation. Melanin-contemning cells are also found on the
liver, where show phagocytic activity, being called melanomacrophages or Kupffer cells,
and were not included in the classification of pigmentary cell, since it was thought that the
macrophages in the liver and spleen only phagocyted the melanosomes, not synthesizing
them. However, some analysis about the melanogenic function of these pigmentary cells in
these organs show that melanogenesis indeed takes place. To anuran amphibians, the
studies concerning to the viceral melanocytes and to the melanomacrophages are recent
and refer to just a few species. Some studies show that changes in the melanogenic system
can be related to the increase in the pigmentation on the liver and to the hepatic
hemocateresis. Furthermore, some studies report modifications both metabolic and
structural in hepatic cells during the winter, but not designating any function for the
pigmented cells present in other organs. Our aim in this study was to analyze the response
of the cells of the extracutaneous pigmentar system of the anuran Eupemphix nattereri to a
varying thermal condition of hyperthermia (35.1°C) and hypothermia (18.9°C). In a
macroscopic view, we verify that the visceral pigmented cells did not alter its occurrence
and intensity in relation to the thermal variation. However, the histological analyses of

both hepatic and testicular tissues show that both melanomacrophages and melanocytes are
3
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affected by the thermal variation, demonstrated by the increase and decrease in the
pigmentation on these organs, respectively. Thus, we can conclude that the thermal

variation promotes alteration on both hepatic and testicular pigmentation.

Key-words: Pigmentary system, temperature, liver, testicle, anuran.



I - Introducdo Geral

I. INTRODUCAO GERAL

Panorama geral dos anfibios

A classe Amphibia Gray, 1825 foi o primeiro grupo de vertebrados a conquistar o
ambiente terrestre, ha cerca de 400 milhdes de anos e esta dividida em trés subclasses:
Labyrinthodontia, Lepospondyli e Lissamphibia (Pough et al., 2003; Linzey, 2001). As
subclasses Labyrinthodontia e Lepospondyli foram as pioneiras sobre a face da Terra,
tendo se extinguindo apds 200 milhdes de anos. Os Amphibia ainda existentes, ou
Lissamphibia, surgiram no periodo Jurassico da era Mesozdica, ha cerca de 150 milhdes de

anos (Linzey, 2001).

Esses animais apresentam caracteristicas peculiares, como permeabilidade cutinea
a agua e eletrdlitos e ciclo de vida dependente do ambiente aqudtico e do terrestre, que 0s
tornam vulnerdveis as alteragées ambientais (Duellman e Trueb, 1999; Rabb, 1990). Pelo
carater proprio de certas espécies e seu declinio populacional, o grupo tem sido
reconhecido como bioindicador de qualidade ambiental (Blaustein e Wake, 1995; Vitt et
al., 1990; Weygoldt, 1989). Também se observa neste grupo uma das maiores diversidades
de estratégias reprodutivas entre os vertebrados, seja no comportamento de atracdo sexual,
seja nos tipos e nos locais de postura e nos cuidados com as crias (Pough et al., 2003; Feio

et al., 1998).

A ordem Anura, também conhecida como Salientia, compreende anfibios sem
cauda e que possui os membros posteriores modificados para o salto (Orr, 1986). Ocorrem
em todos os continentes, com exce¢do da Antdrtica, com a propor¢do de 77% das suas
familias com centro de distribuicdo tropical, 14% em dreas subtropicais do hemisfério
norte e 9% distribuidas pelo restante do globo (Pough et al., 2003). O Brasil tem a maior

biodiversidade mundial (Mittermeier et al., 1992) sendo cerca de 60% das espécies
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endémicas (Haddad, 1998). Segundo a Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH, 2010),
foram reconhecidas no pais, 849 espécies de anfibios, das quais 821 pertencem a Ordem
Anura e 79 a familia Leiuperidae Bonaparte 1850.

A familia Leiuperidae inclui dentre outras a espécie FEupemphix nattereri
Steindachner, 1863, a qual tem como caracteristica coloracdo dorsal marrom com rajados
transversal preto. Estes animais apresentam também um par de manchas escuras,
localizadas no dorso préximo a regido inguinal as quais denominadas manchas ocelares.
Estas manchas sdo utilizadas pelos individuos em comportamentos defensivos contra
predadores. Sdo animais de porte médio, com cerca de 4 cm de comprimento (rostro-
cloacal) e habitam 4reas abertas com ocorréncia central e sudeste do Brasil, Paraguai e
Bolivia (Frost, 2010; Brasileiro et al., 2005). Os machos vocalizam durante a estacio
chuvosa em bordas de pogas temporarias, e sdo responsaveis por formar o ninho de espuma
batendo com as pernas traseiras na secrecio gelatinosa expelida pela fémea (Brasileiro et
al., 2005; Rossa-Feres e Jim, 2001).

Contribui¢des relevantes sobre a herpetologia no pais estdo em ascendéncia (Zieri et
al., 2007; Oliveira, 2007; Faivovich et al., 2005; Haddad, 1998; Rossa-Feres, 1997;
Martins, 1996; Pombal Jr., 1995; Giaretta, 1994; Haddad, 1991; Jim, 1980), entretanto
estudos da biologia estrutural relacionados com caracteristicas morfoldgicas, e em especial
com a descricdo da pigmentacgdo testicular e hepdtica sdo incipientes para a maioria dos
anuros neotropicais. Neste sentido, enfatiza-se a necessidade de explorar e expandir os
conhecimentos acerca da pigmentacdo extracutdnea, permitindo melhor entendimento

sobre os tipos celulares e possiveis fungdes deste sistema.
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Sistema Pigmentar

Cores magnificas e padrdes de cores sdo difundidos entre os animais e evoluiram
através da selecdo natural e sexual. As células pigmentares responsaveis pela cor da pele
sdo chamadas de cromaté6foros, e se originam do tubo neural durante o desenvolvimento do
embrido, migrando para a derme e epiderme (Wallin, 2002). Esses tipos celulares sdo
grandes e irregulares, com o citoplasma abundante e intensamente pigmentado, variam do
aspecto estrelado, devido a presenga de prolongamentos citoplasméticos, ao puntiforme,
quando ndo se observa esses prolongamentos (Zieri et al., 2007; Bagnara e Matsumoto,
2006). Os cromatéforos s@o classificados em diferentes tipos de acordo com o pigmento
que contém: melanéforo, de coloracdo marrom-escuro, apresenta como pigmento a
melanina disposta no interior de estruturas denominadas melanossomos; xant6foros, cujas
substancias pigmentares encontradas s@o as pteridinas e carotendides, originando uma
coloracdo amarela; eritr6foro, o qual também apresenta como substdncia pigmentar a
pteridina, localizada no interior de estruturas denominadas eritrossomos, e desta maneira
apresentam coloracdo vermelha; os leucéforos apresentam como pigmento as purinas, no
interior dos leucossomos, o que confere a célula colorag@o branca; ja os iridéforos possuem
a substancia purina disposta em cristais refletoras, as quais, com a incidéncia da luz geram
coloracio iridescente (metalica). Dentre estes, os melan6foros sdo amplamente distribuidos
entre os vertebrados, visto que ocorrem em todas as classes. Em aves e mamiferos essa
variedade de coloragdo foi perdida restando apenas uma coloragio escura (marrom-preta)
conferida pelos melanéforos (Aspengren et al., 2009).

A capacidade de mudanga de cor observada nos animais ocorre por meio de
alteracdes nos cromatéforos. Esta mudanca pode ser de duas formas: a mudanca
morfoldgica, que € causada por alteracdes no nimero de cromatdforos e deposi¢do de
pigmentos na pele (Sugimoto, 2002; Hadley e Quevedo, 1967). E caracterizada como um

processo lento que inclui sintese e destruicdo de uma grande quantidade de pigmento em
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1 - Introdugdio Geral
resposta a um estimulo persistente. Para alguns grupos de peixes a adaptacdo ao escuro é
uma causa comum de mudanca morfoldgica de cor, ou seja, animais mantidos no escuro
desenvolvem mais melanina do que aqueles em fundo claro, os quais perdem melanina
(Bagnara e Matsumoto, 2006) Em anfibios e mamiferos, organelas que contém os
pigmentos estdo dispersas ao redor das células da pele e a longo prazo esta dispersdo
estimula a producdo de novas células pigmentares (Sugimoto, 2002), contudo, a agregacdo
de pigmento por outro lado, estimula a apoptose em células pigmentares (Sugimoto, 2002;
Sugimoto et al., 2000). Embora a mudanga de cor seja controlada por acdo hormonal, a
regulacdo de diferenciacio das células pigmentares, transferéncia de pigmento e apoptose é
dependente dos niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e célcio
(Ca®™) (Sugimoto, 2002).

A mudanga fisioldgica € definida como uma rdpida mudanca de cor causada por um
movimento intracelular de organelas que contém pigmentos (Bagnara e Matsumoto, 2006).
A manifestagdo mais comum da mudanga de cor fisioldgica ocorre em adaptacao de fundo.
Em um fundo escuro, anfibios adaptam-se com dispersdo dos melanossomos, enquanto
aqueles em fundo claro tornam-se palidos porque seus melanossomos se agregam em uma
posicdo perinuclear na célula. Em peixes, o estimulo para a agregacdo ou dispersdo dos
pigmentos pode ser oriundo de inervagdo direta ou controle hormonal (Fujii, 2000). Nos
anfibios, entretanto, é liderada apenas por controle hormonal (Bagnara e Matsumoto,
2006).

A capacidade dos ectotérmicos para a realizacdo da mudanca morfologica e
fisiologica de cor em resposta as condicdes ambientais € baseada na existéncia de
mecanismos de controle precisos que envolvem a hipdfise e liberagdo de hormoénios. Um
importante hormdnio e que tem sua fun¢do bem conhecida € o hormdnio estimulante de
melandcito (a-MSH), o qual age na dispersao de pigmentos das células pigmentares. Outro

hormoénio relacionado a mudanca de cor, € o hormdnio concentrador de melanina (MCH),
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que atua na agregacdo dos melanossomos em teledsteos (Fujii, 2000), agindo de forma
oposta ao a-MSH. O MCH pode também desempenhar papel no controle pigmentar por
deprimir a liberacdo do a-MSH pela hipdfise (Bagnara e Matsumoto, 2006). Um terceiro
tipo hormonal, é a melatonina, um hormoénio pineal produzido durante o periodo de escuro,
que estd relacionado também a agregacdo dos melanossomos, sendo responsavel pelo
clareamento da pele dos vertebrados (Bagnara e Matsumoto, 2006; Aspengren et al.,
2003). Outras substancias relacionadas a mudanca de cor sdo as catecolaminas, como a
adrenalina e noradrenalina. De fato, essas mudancgas estdo relacionadas a translocagdao
sincronizada das organelas que cont€ém pigmentos, ou seja, do transporte altamente
regulado e coordenado dos melanossomos, o qual é considerado o principal produto
especializado dos melandcitos (Boissy et al., 2006).

Os melanossomos sdo formados por uma série de estagios morfologicamente
definidos que se iniciam com uma vesicula limitada por membrana que é gradualmente
preenchida com melanina (Raposo e Marks, 2007; Kushimoto et al., 2003; Marks e Seabra,
2001). Essas organelas sdo estruturas mdveis, capazes de se movimentar no interior das
células pela acdo das proteinas motoras, a dineina citoplasmadtica, a cinesina II, e a miosina
V, sendo esse movimento direcionado pelos microtibulos. Cada proteina tem agdes
diferentes proporcionando a movimentagdo dos melanossomos e assim, a agregacio e
dispersdo dos pigmentos. A proteina responsdvel pela movimentacdo centrifuga € a
cinesina, gerando a dispersdo dos melanossomos e conseqiiente escurecimento do animal.
A proteina cuja agdo € antagbnica é a dineina, sendo responsdvel pela movimentacio
centripeta dos melanossomos e conseqiiente agregacdo dos pigmentos celulares, gerando o
clareamento do animal (Bagnara e Matsumoto, 2006; Nascimento et al., 2003). J4 as
moléculas de actina sdo responsdveis pela curta movimentacio, ou movimentacio cruzada,
uma vez que esse tipo de movimento é deslocado do eixo do microtiibulo permitindo maior

dispersdo do pigmento por todo o citoplasma. Nesse tipo de movimentag@o, a miosina V se
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liga ao melanossomo permitindo o deslizamento do conjunto miosina e melanossomo, pelo
filamento de actina (Bagnara e Matsumoto, 2006; Nascimento et al, 2003). Em
melandcitos cutineos, essa organela pode ser transferida para os queratindcitos ao seu
redor, e em contraste, os melandcitos ndo cutaneos, ou seja, os de Orgdos internos
produzem e retém os melanossomos pigmentados (Boissy et al., 2006).

Em vertebrados ectotérmicos, células pigmentares presentes na derme, e, menos
freqiientemente, em Orgdos internos tais como figado, baco, pulmdes, coracdo, timo,
gbnadas, vasos sanguineos e meninges, constituindo o sistema pigmentar extracutineo
(Bagnara e Matsumoto, 2006; Gallone et al., 2002). Nesses animais estas células
semelhantes a melanéforos, os melandcitos (Franco-Belussi, 2010; Zieri et al., 2007;
Zuasti et al., 1998; Agius e Agbede, 1984), sdo provenientes da crista neural (Sichel et al.,
1997), produzem e armazenam melanina nos melanossomos (Agius e Roberts, 2003).
Contudo, estes melandcitos internos nao t€m sido muito estudados até o momento, e pouco
se sabe sobre as suas possiveis fun¢des. Embora a morfologia dos melandcitos viscerais
seja semelhante aos melandforos da pele, suas funcdes e objetivos sdo presumivelmente
diferentes (Boissy e Hornyak, 2006).

Observa-se ainda, em 6rgdos hematopoéticos dos vertebrados, outro tipo celular
que apresentam atividade fagocitica semelhante aos macréfagos (Agius, 1980), as quais
sdo originadas de células tronco hematopoéticas (Sichel et al., 1997) que freqiientemente
se agregam formando nddulos pigmentados denominados de centro de melanomacréfagos
(Agius, 1981). Esses centros sdo constituintes do sistema fagocitirio mononuclear,
possuindo fungdes relacionadas a fagocitose de material celular oriundo do catabolismo
(Ellis et al., 1976), sugerindo que esses centros sdo responsdveis pela detoxificacdo ou
reciclagem de produtos tanto endégenos, quanto exdgenos (Herrdez e Zapata, 1986). Estas
células residentes no figado de anfibios também sao conhecidas como células de Kupffer

(Prelovsek e Bulog, 2003; Zuasti et al., 1998; Sichel et al., 1997) e ndo eram incluidas na
10
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classificag@o de célula pigmentar, pois se pensava que os macréfagos presentes no figado e
baco apenas fagocitavam os melanossomos, e ndo os sintetizavam (Fitzpatrick et al.,
1966). Entretanto, andlises sobre a funcdo melanogénica das células pigmentares nesses
orgdos em Xenopus laevis (Sichel et al., 1997), Rana esculenta (Sichel et al., 1997;
Gallone et al., 2002) e Proteus anguinus (Prelovsek e Bulog, 2003) demonstraram que
ocorre melanogénese nessas células.

Os melanomacréfagos residentes apresentam diferentes tipos de granulos no
citoplasma, como melanina, hemosiderina e lipofuscina derivados da degradacdo de
material celular fagocitado (Franco-Belussi, 2010; Herraéz e Zapata, 1991; Agius e
Agbede, 1984). Contudo, a melanina é a mais comum e a responsdvel pela a pigmentacio
dos vertebrados (Land et al., 2006).

A palavra melanina, € derivada do Grego (melas, significando preto) e usada para
denotar as formas de pigmentos marrom e preto encontrados em vdrias espécies de animais
e plantas (Lerner e Fitzpatrick, 1950). E um grupo distinto de pigmentos com propriedades
fisico-quimicas distintas, cuja estrutura molecular e fun¢des bioldgicas sdo parcialmente
conhecidas, sendo descritas dois tipos a eumelanina e feomelanina (Sarna et al., 2008).
Este pigmento é um polimero complexo, sintetizado endogenamente em vertebrados e
invertebrados (Césarini, 1996), e considerado um poderoso antioxidante e neutralizador de
radicais livres, podendo, portanto, proteger as células dos danos oxidativos (Rozanowska et
al., 1999). A biossintese dessa substancia € iniciada pela hidroxilagdo da L-tirosina em L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) pela ac¢do da enzima tirosinase. A L-DOPA entdo é
oxidada a dopaquinona também pela acdo da enzima tirosinase, sendo a partir dessa etapa
divergente para a sintese de eumelanina e feomelanina (Hearing, 2006; Prota, 1992). A

melanina encontrada nas células pigmentares é formada dentro dos melanossomos, por um
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processo denominado melanogénese, € como resultado, a melanina estd presente na forma
de unidades discerniveis tais como granulos de pigmentos nos melandcitos (Sarna et al.,
2008).

Os mecanismos fisioldgicos que regulam o sistema melanogénico sdo amplamente
conhecidos. Sabe-se que a dispers@o dos gridos de melanina nas células pigmentares dos
vertebrados € regulada por distintos fatores, incluindo hormonios, tais como hormodnio
estimulante de melanina (0-MSH), o hormoénio concentrador de melanina (MCH),
melatonina, hormonios sexuais e catecolaminas (Hearing, 2006; Bagnara e Matsumoto,
2006). Entretanto, outros aspectos fisioldgicos, ainda pouco explorados, se referem a
alteracdo do sistema melanogénico em resposta a sazonalidade. Barni et al. (2002)
demonstraram que durante o periodo em que os animais hibernam os melanomacréfagos
alcancam uma maior taxa de proliferacdo a qual foi acompanhada por uma evidente
melanossintese. Estes autores verificaram ainda que apds este periodo houve diminui¢do na
pigmentacdo do figado como conseqiiéncia de uma perda celular parcial devido a
mecanismos apoptéticos, acompanhado também por uma baixa atividade de
melanossintese.

Para os anfibios anuros, os estudos relativos as células pigmentares viscerais sao
recentes e se referem a poucas espécies: Physalaemus cuvieri (Oliveira et al., 2002 e
2003), P. fuscomaculatus (AoKi et al., 1969), Eupemphix nattereri (Franco-Belussi, 2010;
Zieri et al., 2007), Rana esculenta (Gallone et al., 2002; Barni et al., 1999 e 2002; Sichel et
al., 1997, Cicero et al., 1989), R. ridibunda (Akulenko, 1998) e Xenopus laevis (Sichel et
al., 1997; Zuasti et al., 1998) resultando portanto, em poucos artigos publicados na drea da
biologia estrutural.

A funcao das células pigmentares nos 6rgaos viscerais dos vertebrados ectotérmicos
ndo estd ainda bem definida para todos os grupos, e vérias hipdteses t€m sido propostas

(Gallone et al., 2002). Dentre elas pode-se citar fungdes citoprotetoras relacionadas aos
12



1 - Introdugdio Geral
radicais livres (Mcgraw, 2005), processos de detoxificacdo por poluentes (Fenoglio et al.,
2005) e que os melandcitos funcionem apenas como depdsitos de residuos de melanina
(Aspengren et al., 2009). Barni et al. (1999) demonstraram um aumento na quantidade de
melanina no figado e modificacdes metabdlicas e estruturais das células hepaticas em Rana
esculenta durante o inverno. Outros correlacionaram a ativacdo da melanogénese hepatica
com hipéxia em salamandras (Frangioni ef al., 2000). Kalashnikova (1992) e Cicero et al.
(1977), sugeriram uma relacdo entre o aumento da pigmentacdo no figado e a
hemocaterese hepdtica, sendo também relatada relagdo dos centros de melanomacréfagos
em peixes, aumento de pigmentos melanicos, com condi¢do particular de doenga (Roberts,
1975). Estudos recentes relatam também a alteragdo na pigmentacdo hepdtica e testicular
frente a agentes infecciosos (Franco-Belussi, 2010).

Trabalhos relacionados a pigmentagcdo realizados em espécies da anurofauna
neotropical descrevem apenas caracteristicas da distribuicdo e ocorréncia das células
pigmentadas sem considerar a resposta das células pigmentares frente a condicdes
ambientais. Dentre os trabalhos realizados com anfibios de regides temperadas, fatores
como a sazonalidade e a altitude ocasionam modificacdes estruturais nestes tipos celulares.
A partir destas informagdes estabelecemos uma investigagdo de como responderiam estas
células pigmentadas em anuros que vivem em regides neotropicais, onde a condicio
climitica ndo oscila tdo expressivamente, e, possivelmente a origem das células

pigmentadas seria a mesma para os animais de ambas as regides.
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II. OBJETIVOS

Geral

Descrever a ocorréncia e intensidade das células pigmentares viscerais e quantificar
a pigmentagdo hepdtica e testicular das células do sistema pigmentar do anuro Eupemphix
nattereri (Anura: Leiuperidae) sob a influéncia de condigdes experimentais de variagdo de

temperatura.

Especifico

Com os objetivos propostos no trabalho visamos elucidar as questdes:

1) A ocorréncia e intensidade da pigmentagdo presente na superficie dos diferentes 6rgaos

podem ser afetadas frente aos experimentos propostos?

2) A variagdo na temperatura é um fator que influencia a pigmentacdo hepdtica e

testicular?

3) A resposta apresentada pelas células pigmentares presentes no tecido hepatico e

testicular, continua seu processo ou regride a medida que o estimulo € interrompido?

4) Se houver resposta pigmentar, qual € a condicdo experimental (hipertermia/hipotermia)

mais influente para promover a alteracio das células pigmentares hepaticas e testiculares?
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III. MATERIAL E METODOS

Coletas dos exemplares

Foram utilizados 65 machos adultos da espécie Eupemphix nattereri (Figura 1A),
coletados no municipio de Sao José do Rio Preto — SP (20°49°12,65”’S e 49°22°46,85” W),
em época de atividade reprodutiva, que ocorre no periodo chuvoso (Novembro de 2007 a
Fevereiro de 2008). Neste periodo, os animais foram coletados em lagoas temporarias e
permanentes. Os exemplares capturados foram acondicionados em sacos plasticos, levados
e mantidos em terrarios no Laboratério de Anatomia Comparativa do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de Sdo José do Rio Preto, onde permaneceram em
terrarios (73x41x52cm) para a habituacdo em temperatura local antes de iniciar os
experimentos. Nos terrdrios havia uma porcdo com terra e outra com 4gua para evitar a
dessecacdo, além de folhas secas e galhos quebrados para simular o habitat natural.
Durante a aclimatagdo os animais foram alimentados com drosofilideos e cupins ad
libitum. Esses recursos visam simular o ambiente natural dos animais e desta maneira

diminuir o estresse em laboratério (Figura 1 B).

Autorizaciio de Coleta e Comité de Etica

A coleta dos espécimes (RAN/IBAMA/MMA 18573-1) e todo o manuseio
experimental e de eutandsia seguiram recomendacdes do Comité de FEtica e
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual Paulista - UNESP/Botucatu, seguindo o

Guia de cuidados e uso de animais em laboratorio (Protocolo No. 70/07-CEEA).
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Variacao Térmica

Para testar a condi¢do de variacdo térmica, sessenta animais foram submetidos a
hipertermia e hipotermia por meio de incubacio em terrarios em estufa incubadora B.O.D.
(Modelo 121 FC) com variacdo térmica. Antes de cada experimento os terrarios
experimentais (28x21x15cm) foram preparados com 1,200 Kg de terra e 145 ml de 4dgua
sendo que destes, 45ml foram colocados em um recipiente plastico e os restantes 100 ml
foram distribuidos pela terra para umedecé-la (Figura 3A) . Ao iniciar cada experimento, a
B.O.D. foi ajustada a fim de controlar a temperatura desejada. Para cada tempo (hora)
experimental, foram colocados 2,0 litros de 4gua na parte inferior da B.O.D., para garantir
a umidade do ar dentro desta camara. Além disto, o fotoperiodo foi ajustado respeitando o
comprimento do dia na época de realizacdo do experimento ao qual os animais estavam
habituados, ou seja, se os animais eram colocados a noite na B.O.D., o fotoperiodo também
era noite e ao amanhecer a luz se ascendia dentro da cAmara. A cada tempo experimental,
os terrdrios eram higienizados, renovando a terra e a dgua. O grupo controle (cinco
animais) ndo foi submetido as condi¢des de variacio de temperatura (Figura 2 e 3A).

Cabe esclarecer que a metodologia utilizada consistiu em um experimento pioneiro,
para estudos com anuros de regides neotropicais. O célculo dos 30% (trinta por cento)
somados ou subtraidos da temperatura ambiente (27°C) em que os animais estavam
acondicionados levou em consideracdo ndo somente a temperatura média registrada
diariamente (3 vezes ao dia) no periodo em que os animais permaneceram nos terrarios (no
minimo 7 dias) antes do inicio dos experimentos, como também a temperatura média anual
registrada no ano anterior ao desenvolvimento do trabalho, visando observar os valores
mdaximos e minimos registrados na regido. Com base nestes indicios, acreditamos que este
percentual seja suficiente para causar respostas fisioldgicas nestes animais, especialmente
considerando que sdao organismos ectotérmicos. A faixa de variacdo da temperatura

também procurou respeitar os ritmos biolégicos naturais destes animais e sua capacidade
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intrinseca de ajustes fisioldgicos, pois ndo ha relatos de distribui¢do estacional de anfibios

que ocorrem em nossa regiao em temperaturas extremamente elevadas ou baixas.

Procedimentos experimentais:

Experimento de Hipertermia: este foi realizado em trés tempos (horas)
experimentais, onde 30 animais foram utilizados para testar a condicao hipertérmica, a qual
consistiu na elevac¢do da temperatura em 30% - medidos em graus Celsius - em relago a
temperatura do ambiente (27°C) onde estavam aclimatados, resultando, portanto, uma
temperatura de 35,1°C.

Para cada tempo experimental os animais foram mantidos individualmente em
terrarios dentro da camara B.O.D. com temperatura de 35,1°C. Na primeira fase, 10
animais foram submetidos & condicdo de Hipertermia por 12 horas, dos quais 5 foram
sacrificados imediatamente apds o estimulo térmico, e os 5 restantes permaneceram em
recuperagdo (a temperatura ambiente - 27°C) pelo mesmo tempo em que sofreram o
estresse, ou seja, por 12h e em seguida sacrificados. Outros 10 animais foram colocados na
B.O.D. em temperatura alta e permaneceram por 24 horas, onde 5 foram sacrificados
imediatamente e o0s restantes ficaram em recuperacdo por 24 horas e em seguida
sacrificados (segunda fase). Na terceira e ultima fase, 10 animais permaneceram por 48
horas com temperatura de 35,1°C e apds este tempo, 5 foram imediatamente sacrificados e
os demais, permaneceram por 48h para recuperacdo do estimulo e em seguida foram

sacrificados.

Experimento de Hipotermia: este experimento também foi realizado em trés
tempos, onde outros 30 animais foram utilizados para testar esta condicdo térmica. Para
cada tempo 10 animais foram mantidos em terrdrios dentro da cidmara B.O.D. com

temperatura de 30% (medidos em grau Celsius) abaixo da qual eles estavam
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acondicionados (27°C), resultando um valor de 18,9°C na hipotermia. Na primeira fase, 10
animais permaneceram nesta condicdo por 12 horas, onde 5 foram sacrificados
imediatamente ap0s este periodo e os restantes ficaram em recuperagdo pelo mesmo tempo
em que sofreram o estimulo (ou seja, por 12h) e em seguida sacrificados. Outros 10
animais permaneceram na mesma condi¢do por 24 horas, onde 5 foram sacrificados
imediatamente e os demais ficaram em recuperacdo por 24 horas e em seguida
sacrificados (segunda fase). No terceiro tempo experimental, 10 animais permaneceram
por 48 horas na B.O.D. na condicdo hipotérmica, sendo que 5 foram analisados
imediatamente apés este tempo, 0s 5 restantes permaneceram em recuperacdo por 48 horas
e em seguida sacrificados.
A recuperacdo dos animais para ambos os experimentos, foi a temperatura ambiente
(27°C) (Figura 3B). Para o grupo controle foram utilizados cinco exemplares que néo
foram submetidos a condicdo de variag@o térmica (hipertermia e hipotermia). Os animais
do grupo controle foram sacrificados, fotografados e submetidos aos mesmos

procedimentos morfoldgicos adotados para os animais que passaram pelos experimentos.

Descricao das Analises

Antes e ap0s cada condi¢do experimental, os animais foram pesados (g) em balanca
analitica de precisdo (0,01g) e medidos (cm) no comprimento rostro-cloacal. Fragmentos
do figado e os testiculos foram pesados, e os eixos dos testiculos foram medidos.

Ao término de cada experimento, os animais foram sacrificados por saturacdo de
anestésico Benzocaina (0,5g /500 mL de dgua) e dissecados por meio de incisdo mediana
desde a cloaca até a altura da cintura dos membros anteriores, expondo os Orgios da
cavidade para andlises macroscdpicas e fotodocumenta¢do em microscopio estereoscopico

(Leica MZ16) acoplado com sistema de captura de imagens (Image Manager-IM50).
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Quantificacao das células pigmentares viscerais

Nesta etapa, foram descritas as caracteristicas de ocorréncia e distribuicdo dos
melandcitos e a constituicdo do sistema pigmentar extracutdneo nos diversos 6rgdos e
tecidos. As caracteristicas estruturais e qualitativas das células pigmentares viscerais
associadas aos 6rgdos e tecidos foram descritas seguindo o Protocolo de Quantificacio das
Células Pigmentares Viscerais (Franco-Belussi et al., 2009), o qual é baseado na diferenca
de intensidade de pigmentacdo presente nos testiculos de anuros, e neste estudo, foi
aplicado nos demais 6rgdos da cavidade abdominal.

A classificacdo da pigmentacdo foi baseada na intensidade de pigmentagao,
presente na superficie do d6rgdo, variando da auséncia (Categoria 0) ao inteiramente
pigmentado (Categoria 3), apresentando também as categorias 1 e 2 com gradual aumento
de pigmentacdo (Tabela 1 e Figura 4). Neste trabalho, o protocolo de classificagdo da
pigmentacdo foi aplicado em 12 regides anatdmicas pré-estabelecidas: 1- Pericardio e
vasos da base do coracdo; 2- Coragado; 3- Pulmdes; 4- Estdbmago; 5- Intestino; 6- Reto; 7-
Rins e vasos renais; 8- Testiculos; 9- Vesicula urinaria; 10- Plexo nervoso lombar; 11-
Peritonio parietal lombo-sacral e 12- Corpo adiposo.

Tabela 1: Descricao das categorias de pigmentacio

Categorias de Descricao
Pigmentacio
0 Expressa auséncia total de células pigmentadas na superficie das

estruturas analisadas, sendo evidente a coloracdo comum do 6rgio e
vascularizacio evidente.

1 Consiste de poucas células pigmentadas constituindo uma discreta
pigmentacdo

2 Compreende uma quantidade maior de células pigmentadas cuja
presenca mascara a coloragdo comumente descrita para o 6rgao ou
estrutura.

3 Nesta, hd presenga massiva de células pigmentares, o que confere

intensa pigmentacdo e obscurecicmento da vascularizacdo superficial
com evidente alteracdo da cor usual descrita & estrutura ou 6rgéo.

19



TIT - Material ¢ Métodos

Analise Histologica

Para esta andlise pequenos fragmentos de figado e testiculo foram removidos,
pesados, medidos e imediatamente imersos em solu¢do fixadora Karnovsky (tampao
fostato Sorensén 0,1M, tampdo fosfato pH 7,2 contendo paraformaldeido 5% e
glutaraldeido 2,5%) e encaminhados a rotina histolégica (Ribeiro e Lima, 2000) onde
foram desidratados em série alcodlica e incluidos em historesina (Leica-historesin
embedding kit). Seccdes de 2 um foram obtidas por meio de um micrétomo (Leica RM
2265); posteriormente os cortes foram corados com Hematoxilina/Eosina e observados em
microscopio de luz (Leica DM4000 B) acoplado com sistema de captura de imagens (Leica
DFC 280). Foram realizadas fotomicrografias dos cortes, e estas utilizadas nas andlises da
area das células pigmentadas presentes no tecido hepético e testicular.

A quantificacdo da porcentagem das células pigmentadas no figado e no testiculo,
foi realizada com a utilizacdo do programa Image Pro-Plus, Media-Cybernetics Inc.
(versdo 4.5), de acordo com a proposta de Lehr et al. (1997), com adaptagdes, a qual se
baseia na diferenga de intensidade de colorag¢do para quantificar a expressao de receptores
hormonais. Para a quantificagdo da pigmentagdo, foram analisados os 10 animais de cada
tempo experimental (12h, 24h e 48h), sendo 5 animais analisados imediatamente ao
estresse térmico (I) e 5 animais analisados apds recuperar do estresse térmico (R). De cada
animal foram selecionados 3 cortes do tecido (hepdtico e testicular) e destes, aleatorizados
15 campos histologicos. Assim, foi analisado um total de 150 campos histolégicos para
cada tempo experimental (12, 24 e 48 horas). Desta forma, para testar a hipertermia ou
hipotermia foram analisados 450 campos histolégicos e, portanto para testar a condi¢do de
variagdo térmica para cada 6rgdo foi analisado um total de 900 campos histologicos

(Esquema a seguir).
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III — Material e Métodos

Orgio analisado: Figado, p. ex.
Condicdo experimental: Hipertermia, p.ex.

12 horas: 51 - 15 campos cada = 75 campos 150
n=
5R-> 15 campos cada = 75 campos

24 horas: 51 - 15 campos cada = 75 campos 150
n=
SR> 15 campos cada = 75 campos

48 horas: 51 = 15 campos cada = 75 campos 150
n=
SR> 15 campos cada = 75 campos

n=450 por condi¢do experimental

Portanto para cada 6rgéo (Figado e Testiculo):
Condicdo de Hipertermia = 450 campos histolégicos

Condicao de Hipotermia = 450 campos histolégicos

n=900 para testar a condi¢fo de variagdo térmica em cada 6rgio

Legenda: I = animais analisados imediatamente ao estresse térmico; R = animais analisados

apos recuperar do estresse térmico a temperatura ambiente (27°C).

Analises Estatisticas

Depois de verificado a existéncia de valores discrepantes (outliers), foi aplicado o
teste de Shapiro-Wilk, para testar a normalidade e quando necessério, os dados foram
submetidos a normalizagdo (x + 0,5)1/ 2 Foram realizados testes de Andlise de Variancia
One Way ANOVA para dados paramétricos e teste Kruskal-Wallis ANOVA para dados
nao-paramétricos. Foi considerado p<0,05 como referéncia para se atribuir significancia

estatistica (Zar, 1999), sendo todas as andlises realizadas no software BioStat (versdo 4.5).
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V. - Figuras
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Figura 1 A: Exemplar adulto macho da espécie Eupemphizx naterreri.
Indicaces: saco vocal (sv) e a mancha ocelar (oc) na regido inguinal. B:
Terrario micial (73x41x52cm) do periodo de aclimatacio em laboratério.

Tampa com tela para circulagio de ar (*).

Figura 2: Distribui¢io dos terrarios, cadaum com um espécime de Fupamphix

naterreri, dentro da camara com controle de Temperatura — B.O.D. A: vigéo
lateral da camara; B: visdo maig detalhada da distribuiciio dos terrarios dentro

daB.O.D.
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V — Figuras

Figura 3: Terrario onde og animaig foram mdividualizados ao inicio dos experimentos. A:

vigiio geral da parte interna dos terrdrios; B: Local de repouso dos animais em recuperagdo

Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3

Categoria 0

P marnioratis

1.0 mm 0B mm

E. nattereri

1.7 mm
—

10mm
—— e ————

P olfersii

12mm
———

Figura 4: Protocolo para a classificacio da piginentacéio visceral, baseado na diferenca de
mtensidade de coloragiio dos testiculos de representantes da familia Lemperidae.

(Franco-Belussiet4f., 2009 — The Anatomical Record. v.292, 178-182 ).
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VII - Apresentacio dos trabalhos

O trabalho sobre efeitos da variagdo da temperatura no sistema pigmentar

extracutaneo, resultou na elaboragdo de trés manuscritos, como segue:

Descricao da pigmentacao visceral em Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae)

frente a variacao de temperatura

Santos, L. R. S.; Franco-Belussi, L. F.; Zieri, R.; Borges, R. E.; Oliveira, C.

Revista: Zoologischer Anzeiger

Sintese: Este trabalho buscou verificar a resposta das células pigmentadas na superficies
dos orgados frente & variacdo de temperatura por hipertermia e hipotermia em animais
analisados imediatamente apés o estresse. E observada conspicua pigmentagdo na
superficie de varios orgdos, e estimulos de temperatura ndo promovem variacdo nessa
pigmentacdo visceral superficial. Assim, anatomicamente, foi estabelecido o padrio
macroscopico da pigmentacdo da espécie, bem como o grau de variabilidade anatémica

interindividual.
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Efeito da hipertermia e hipotermia na pigmentacio hepatica do anuro Eupemphix

nattereri (Anura: Leiuperidae)

Effects of hyperthermia and hypothermia on the hepatic pigmentation of Eupemphix

nattereri (Anura: Leiuperidae)

Santos, L. R. S.; Franco-Belussi, L. F.; Zieri, R.; Borges, R. E.; Oliveira, C.

Revista: Journal of Experimental Zoology

Sintese: Este trabalho objetivou a andlise das células pigmentares presentes no tecido
hepdtico frente a condi¢do de alta e baixa temperatura. As andlises permitiram concluir que
o estresse térmico, seja ele devido ao aumento ou diminuicdo da temperatura, promove
uma diminui¢do da pigmentagdo hepdtica, e que o cessar do estimulo promove a
restauragdo da quantidade de pigmentacdo neste 6rgdo, como observado nos animais do

grupo controle.
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VII - Apresentacdo dos Trabalhos
Variacao térmica e pigmentacao testicular de Eupemphix nattereri (Anura:

Leiuperidae)

Santos, L. R. S.; Franco-Belussi, L. F.; Zieri, R.; Borges, R. E; Oliveira, C.

Revista: The Anatomical Record

Sintese: Neste estudo, buscamos verificar a resposta das células pigmentares, melandcitos,
presentes no estroma testicular do anuro E. nattereri, quando este € submetido a condicdes
de hipotermia e hipertermia, e concluimos que estas células manisfestam alteragdes frente

aos estimulos térmicos, com aumento da pigmentagdo no intersticio testicular.
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Capitulo 1

Descricao da pigmentacio visceral em Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae)

frente a variaciao de temperatura
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Resumo: Anfibios possuem um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por células
com o citoplasma repleto de melanina, em vérios tecidos e 6rgdos. A funcio dessas células
pigmentares nos 6rgdos viscerais ainda ndo estd plenamente definida, e algumas hipéteses
tém sido apresentadas em trabalhos cientificos. Esse estudo visa descrever a pigmentacio
visceral do anuro Eupemphix nattereri submetidos ao frio (hipotermia: 18,9°C) e ao calor
(hipertermia: 35,1°C) e, analisa a resposta pigmentar na superficie dos orgdos. Para o
estudo, utilizou-se 65 exemplares de E. nattereri, coletados em Sao José do Rio Preto-SP
(20°49°12,65°S e 49°22°46,85” W). Os animais (n=60), apds serem submetidos a condi¢ao
térmica, foram eutanasiados e a pigmentagdo visceral analisada de acordo com o protocolo
de quantificacdo que se baseia na intensidade de pigmentagdo e dividida em categorias. Foi
observado uma conspicua pigmentacdo na superficie dos 6rgios, e estes tipos celulares,
apresentam desde um aspecto puntiforme ao dendritico. No aparelho céardio-respiratério
(pericardio, coragdo, vasos da base cardiaca e pulméo) houve predomindncia de aumento
gradual de pigmentagcdo (categorias 1 e 2 em ambos os experimentos. No sistema
digestério houve pouca pigmentagdo na superficie dos 6rgdos, com predominincia da
categoria 0 no estdbmago e intestino. O maior grau de pigmentacdo (categoria 3) foi
observado apenas nas gonadas. Em regides como o peritonio parietal lombossacral e plexo
nervoso lombar a pigmentacdo predominante ocorreu nas categorias 1 e 2 (baixa
pigmentacdo). J4 a vesicula urindria e corpos adiposos sd@o desprovidos de pigmentagdo.
Em sintese, a variagdo encontrada na pigmentacio visceral, ndo diferiu da relatada para
esta espécie, sendo possivel estabelecer um padrdo anatdmico de pigmentagdo extracutanea
para a E. nattereri, e determinar que a variagdo térmica ndo promoveu alteracdes na
ocorréncia e intensidade da pigmentacao visceral.

Palavras-chave: Pigmentacgéo visceral, temperatura, anuro.
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Abstract: Amphibians bear an extracutaneous pigmentary system, made up of melanin-
containing cells, in several tissues and organs. The function of these pigmentary cells in the
visceral organs is not fully defined yet, and some hypotheses have been presented. Our aim
in this study was to describe the visceral pigmentation of the anuran Eupemphix nattereri
submitted to low (hypothermia: 18.9°C) and high temparature (hyperthermia: 35.1°C) and,
to analyze the response of the pigmentation on the surface of the organs. In this studys, it
was used 65 specimens of E. nattereri, collected in Sdo José do Rio Preto. The specimens
(n=60), after being submitted to the thermal variation, were euthanasiated and the visceral
pigmentation was analyzed according to the quantification protocol which is based on the
intensity of pigmentation, varying from total absence (Category 0) to fully pigmented
(Category 3), presenting as well the categories 1 and 2 with a gradual increase in
pigmentation. It was observed a conspicuous pigmentation on the surface of the organs and
these cellular types, present from a punctiform to a dendritic aspect, easily identified in
macroscopic view. In the cardiorespiratory system (pericardium, heart, cardiac base vessels
and lungs) there was a prevalence of categories 1 and 2 in the two experiments. In the
digestory system there is little pigmentation on the surface of organs, with prevalence of
category O on the stomach and intestine. The higher degree of pigmentation (category 3)
was observed only on the gonads. In regions, such as the parietal lombossacral peritoneum
and lumbar nerve plexus, the dominant pigmentation is that of the categories 1 and 2. The
urinary vesicle and fatty bodies lack pigmentation. In sum, the variation found in the
visceral pigmentation is not different from what is already reported for that species, being
possible to stablish an anatomical pattern of extracutaneous pigmentation for Eupemphix
nattereri. We also concluded that the thermal variation does not promote changes in the
occurrence and intensity of visceral pigmentation.

Key-words: Visceral pigmentation, temperature, anuran.
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Introducao

As células pigmentares responsdveis pela cor na pele sdo chamadas de
cromatéforos, se originam do tubo neural durante o desenvolvimento do embrido,
migrando para a derme e epiderme (Wallin, 2002). A capacidade de mudanga de cor
observada nos animais ocorre por meio de alteracdes nestes tipos celulares. Esta mudanga
de coloragdo pode ser de origem morfoldgica e fisiolégica. A mudanga morfoldgica é
causada por alteracdes no nimero de cromatéforos e deposi¢cdo de pigmentos na pele
(Sugimoto, 2002; Hadley e Quevedo, 1967). J4 a mudanca fisioldgica, é definida como
uma rdpida mudanca de cor causada por um movimento intracelular de organelas que
contém pigmentos (Bagnara e Matsumoto, 2006).

Nos vertebrados ectotérmicos, células pigmentares ndo estdo apenas restritas a
derme, sendo freqiientemente encontradas em drgdos internos tais como figado, baco,
pulmdes, coracdo, timo, gdnadas, vasos sanguineos e meninges, constituindo o sistema
pigmentar extracutineo (Bagnara e Matsumoto, 2006; Oliveira e Zieri, 2005; Gallone et
al., 2002). Nesses animais as células semelhantes aos melanéforos, os melandcitos
(Oliveira, 2007; Zieri et al., 2007; Oliveira e Zieri, 2005; Zuasti et al., 1998; Agius e
Agbede, 1984), produzem e armazenam melanina no interior de estruturas esféricas ou
ovoéides denominadas melanossomos (Agius e Roberts, 2003). Ainda constituindo este
sistema pigmentar, sdo observadas em Orgdos com funcdo hematopoéticas, células
pigmentadas com atividade macrofdgica conhecidas como melanomacréfagos (Agius e
Agbede, 1984; Agius, 1980). Estas células residentes no figado de anfibios sdo também
conhecidas como células de Kupffer (Prelovsek e Bulog, 2003; Sichel et al., 1997; Zuasti
et al., 1998) e apresentam diferentes tipos de granulos no citoplasma, os quais podem
indicar substincias quimicas diversificadas, como melanina, hemosiderina e lipofuscina,
derivados da degradacdo de material celular fagocitado (Franco-Belussi, 2010; Herraez e

Zapata, 1991; Agius e Agbede, 1984). Outras células como os xantéforos, leucdforos,
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eritréforos e iridéforos também contém pigmentos conferindo diversas cores, como
amarelo, branco, vermelha e metdlica (Aspengren et al., 2009).

Sabe-se que dispersdo dos grdos de melanina nas células pigmentares dos
vertebrados € regulada por distintos fatores fisioldgicos, incluindo hormoénios, tais como a-
MSH (hormonio estimulante da melanina), o MCH (hormdnio concentrador da melanina),
a melatonina, hormdnios sexuais e catecolaminas (Hearing, 2006; Bagnara e Matsumoto,
2006). Entretanto, a funcdo das células pigmentares nos 6rgaos viscerais dos vertebrados
ectotérmicos ndo tem sido ainda plenamente definida, e varias hipéteses t€m sido propostas
(Gallone et al., 2002), tais como fungdes citoprotetoras relacionadas aos radicais livres
(Mcgraw, 2005), detoxificacdo por poluentes (Fenoglio et al., 2005), alteracdes estruturais
e metabdlicas do figado durante a hibernacdo (Barni et al., 1999) e protecdo contra agentes
infecciosos (Franco-Belussi, 2010).

Sobre a pigmentagio extracutanea hé trabalhos relacionados a atividade fagocitica
das células pigmentares do figado. Contudo, as células pigmentares dos demais 6rgdos
internos ndo t€m sido muito estudadas até o momento e pouco se sabe sobre as suas
possiveis fungdes (Boissy e Hornyak, 2006). Alguns estudos utilizam a pigmentacgio
presente no intestino e testiculo de algumas espécies de anuros como um cariter
taxondmico (Grant et al., 2006). Outros, como o realizado por Franco-Belussi et al. (2009)
propde um protocolo de quantificacio que estabelece uma relacdo entre as células
pigmentares presentes no testiculo e a coloracdo que promove ao 6rgdo, caracteristicas
possivelmente associadas as propriedades morfotipicas intrinsecas as espécies da familia
analisada. Outros aspectos ainda pouco explorados se referem a trabalhos relacionados a
alteracdo das células pigmentares viscerais em resposta a sazonalidade (Moresco e

Oliveira, 2009).
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Assim, esse estudo visa descrever a pigmentacdo visceral na superficie dos 6rgios
do anuro Eupemphix nattereri e analisar macroscopicamente a resposta desta pigmentacio

frente a variacOes experimentais de temperatura.

Material e Métodos

Foram utilizados 65 machos adultos da espécie Eupemphix nattereri, coletados
(RAN/IBAMA/MMA 18573-1) no municipio de Sdo José do Rio Preto — SP
(20°49°12,65S e 49°22°46,85” W), em época de atividade reprodutiva, que ocorreu no
periodo chuvoso (Novembro de 2007 a Fevereiro 2008). Os exemplares foram conduzidos
ao Laboratério de Anatomia Comparativa do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas de Sdo José do Rio Preto, e mantidos em terrarios (73x41x52cm) para a habituacao
antes de iniciar os experimentos.

Os animais do grupo controle (n=5) permaneceram nos terrarios a temperatura
ambiente (27°C), sendo analisados ap6s o periodo experimental. Todo o manuseio
experimental e de eutandsia dos animais seguiu as recomendacdes do comité de ética e de
experimentacdo animal da Universidade Estadual Paulista - UNESP/Botucatu, e o Guia de
cuidados e uso de animais em laboratério (Protocolo No. 70/07-CEEA).

Para o estresse térmico, os animais (n=60) foram submetidos a variacdo de
temperatura por hipotermia (18,9°C) e hipertermia (35,10°C) em estufa incubadora para
B.O.D. (Modelo 121 FC). A elevacdo ou diminuicdo da temperatura, para aplicar a
condicdo hipertérmica ou hipotérmica, foi calculada considerando um percentual de 30%
acrescido ou diminuido da temperatura ambiente (27°C), a partir da habituagdo dos
animais em terrario. Este cdlculo levou em consideragdo ndo somente a temperatura média
registrada diariamente no periodo em que 0s animais permaneceram nos terrarios, antes do

inicio dos experimentos, como também a temperatura média anual registrada no ano

anterior ao desenvolvimento do trabalho, visando observar os valores maximos € minimos
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registrado, e, portanto, tolerdveis para estes organismos. Esta metodologia, pioneira para
estudos em anuros, teve como objetivo padronizar valores térmicos compativeis ao clima
regional onde estes organismos sdo encontrados, respeitando assim seus limites

fisiologicos.

Procedimentos experimentais:

Experimentos de Hipertermia e Hipotermia: Nestes experimentos, os animais foram
submetidos a exposicao ao calor (35,1°C) e ao frio (18,9°C), em trés tempos diferentes
(12h, 24h e 48h). Trinta individuos de Eupemphix nattereri foram utilizados para testar a
condicdo de elevag¢do de temperatura e outros trinta individuos, da mesma espécie, para
testar a condi¢do de hipotermia. Para cada tempo experimental, dez animais foram
mantidos dentro da cAmara B.O.D. sob as temperaturas do experimento (35,1°C e 18,9°C).
Destes, cinco animais foram analisados imediatamente apds o tempo de exposi¢do a
temperatura; e os cinco exemplares restantes foram retirados da B.O.D. e analisados apods
permanecerem em recuperagdo a temperatura ambiente (27°C) pelo mesmo periodo em
horas em que foram submetidos ao estresse. Entretanto, para verificar o efeito imediato da
temperatura sobre as células pigmentares, foram utilizados apenas os animais analisados
imediatamente ao estresse térmico. Os animais recuperados, juntamente com os animais do
tratamento imediato foram observados para estabelecer o padrio de descri¢cdo anatomico

da pigmentacdo visceral, uma vez que ndo houve diferenca entre os tratamentos.
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Analise morfolégica:

Ao término de cada experimento, os animais foram eutanasiados com o anestésico
benzocaina e dissecados por meio de incisdo mediana, desde a cloaca até a altura da cintura
dos membros anteriores, expondo os 6rgdos da cavidade para andlises macroscopicas e
fotodocumentagdo em microscopio estereoscopico (Leica MZ16), acoplado com sistema de
captura de imagens (Leica DFC 280).

Nesta fase, foram descritas as caracteristicas estruturais e qualitativas das células
pigmentares viscerais associadas aos Orgdos e tecidos, seguindo o Protocolo de
Quantificacdo das Células Pigmentares Viscerais (Franco-Belussi et al.,, 2009), o qual é
baseado na diferenga de intensidade de pigmentacdo presente na superficie dos testiculos
de alguns anuros. A classificacio da pigmentagdo € baseada na intensidade de
pigmentacdo, variando da auséncia (Categoria 0) ao inteiramente pigmentado, quando uma
intensa coloracdo escura é observada (Categoria 3 - intensidade maxima), apresentando
também as categorias 1 e 2 com gradual aumento de pigmentagao.

Neste trabalho, o protocolo de classificacdo da pigmentagédo visceral foi aplicado
em 12 regides anatOmicas pré-estabelecidas: 1- Pericardio e vasos da base do coracdo; 2-
Coracgao; 3- Pulmdes; 4- Estomago; 5- Intestino; 6- Reto; 7- Rins e vasos renais; 8-
Testiculos; 9- Vesicula urindria; 10- Plexo nervoso lombar; 11- Peritonio parietal lombo-

sacral; 12- Corpo adiposo.
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Resultados

Em FEupemphix nattereri, células contendo melanina foram encontradas, além da
pele, na superficie dos 6rgdos e em alguns tecidos da cavidade abdominal, em diferentes
proporcdes. Ao microscopio estereoscopico, foi possivel verificar que esses tipos celulares
sdo grandes e irregulares, variando do aspecto dendritico (devido a presenca de
prolongamentos citoplasmaticos), ao puntiforme (quando ndo se observa esses
prolongamentos) (Figura 1).

No aparelho cérdio-respiratério do anuro E. nattereri foi observada conspicua
pigmentacdo nas estruturas analisadas (pericdrdio e vasos da base cardiaca, pulmdes e
coragdo) em todos os animais do experimento de hipotermia quanto de hipertermia, sendo
observada pouca pigmentacao nessas regides (categorias 0, 1 e 2). (Figura 2) e (Figuras 5 e
6).

O sistema digestorio é o que apresenta menor quantidade de pigmentacdo, onde o
predominio € de aus€ncia pigmentar no estdmago e intestino em todos os animais
analisados de ambos os experimentos (hipertermia e hipotermia). Entretanto hd conspicua
presenca de categoria 1 em poucos animais que sofreram estresse hipertérmico e
hipotérmico nessa regido. A regido final do trato digestério, especificamente o reto,
apresenta pigmentacdo nas categorias 1 e 2 em todos os animais analisados de ambos os
experimentos (Figura 3) e (Figuras 7 e 8).

No aparelho urogenital é onde se observa maior grau de pigmentagdo, categoria 3,
sendo essa intensa pigmentagdo encontrada apenas nos testiculos, em ambos os
experimentos (hipertermia e hipotermia). Na vesicula urindria ndo ha ocorréncia de células
pigmentares viscerais em nenhum dos animais analisados. Ja na face dorsal dos rins e
vasos renais, ha predominio de pouca pigmentacdo (categoria 1) em todos os animais

analisados de ambos os experimentos. Na condi¢do hipertérmica, porém, foi observado
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também a categoria 2 de pigmentacdo nessas regides, em apenas 20% dos animais (Figura
4A, B e C) e (Figuras 9 e 10).

Nas demais estruturas analisadas, verificamos que os corpos adiposos, nao
apresentam células pigmentares (categoria 0) e o plexo nervoso lombar, apresenta
predominancia de pouca pigmentacgdo (categorias 1 e 2) em ambos os experimentos. Ja no
peritdnio lombossacral da condi¢do hipertérmica, foi verificada predominancia de
pigmentacdo nas categorias 1 e 2; e na condicdo hipotérmica esta mesma regido apresentou
apenas categoria 1 (Figura 4B e D) e (Figuras 11 e 12).

Com base na pigmentacio apresentada pelos animais dos tratamentos
experimentais, foi possivel verificar a ocorréncia e intensidade desta pigmentacdo e assim

estabelecer um padrdo de pigmentagdo visceral para a espécie E. nattereri (Tabela 1).
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Discussao

Células contendo pigmentos meldnicos estdo presentes em varios 6rgdos e tecidos,
principalmente no tecido conjuntivo (intersticio) ou externamente associada as tdnicas
adventicias ou membranas serosas dos 6rgdos (Franco-Belussi et al., 2010; Moresco e
Oliveira, 2009; Oliveira e Zieri, 2005; Galone et al., 2002). Estas células sdo grandes e
irregulares, observadas ao estereomicroscOpio, possuem citoplasma intensamente
pigmentado e podem apresentar-se com formato dendritico ou puntiforme, devido a
presenga ou auséncia de prolongamentos citoplasmaticos, respectivamente (Zieri et al.,
2007; Oliveira e Zieri, 2005).

Variacdes de intensidade de pigmentacgdo visceral em 6rgdos e tecidos da cavidade
abdominal sdo observadas em vdrias espécies de anuros (Franco-Belussi et al, 2010;
Moresco e Oliveira, 2009), inclusive nos hilideos, como relatado por Oliveira e Zieri
(2005). Nestes organismos, a presenga destes tipos celulares € muito menor quando
comparado com a espécie E. nattereri, representante da familia Leiuperidae.

Em regides do pericardio, coragdo, estdmago, intestino, rins € vasos renais, a
pigmentacdo encontrada nos espécimes de E. nattereri analisado neste trabalho, tratados
com variacdes de temperatura, ¢ semelhante ao relatado por Moresco e Oliveira (2009)
para as espécies Rhinella schneideri e Physalaemus cuvieri durante o periodo reprodutivo
dessas espécies; que apresenta um predominio de discreta pigmentacdo (categoria 1) no
pericardio. Nos o6rgios do sistema digestorio (estdbmago e intestino) o predominio da
auséncia de pigmentacdo observada em E. nattereri, também foi relatada em R. schneideri
e P. cuvieri (Moresco e Oliveira, 2009), e nas espécies do género Dendropsophus (Franco-
Belussi et al., 2010) durante o periodo reprodutivo. Em adi¢do, a pouca pigmentacio
observada no coracdo de E. nattereri, submetido & variagdo térmica, € semelhante a

descrita para Dendropsophus elianeae e D. sanborni; enquanto para a espécie D. nanus ha
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presenca de maior grau de pigmentacdo (categoria 2) nesse 6rgdo (Franco-Belussi et al.,
2010).

Em regides como peritonio parietal lombo-sacral e plexo nervoso lombar, em E.
nattereri, hd ocorréncia de pigmentagéo distribuida nas categorias 1 e 2, é semelhante ao
relatado para a espécie P. cuvieri (Moresco e Oliveira, 2009), espécies que compartilham
0 mesmo tipo habitat e praticamente o mesmo periodo reprodutivo.

Dentre os poucos estudos que descrevem as células pigmentares, destacam-se os
que envolvem o aparelho urogenital dos anuros, contudo, para a maioria das espécies, ndo
sao descritas células pigmentares nas gonadas. Alguns autores relatam uma intima relagdo
dos melandcitos viscerais com o sistema vascular de varios 6rgdos, e também com as
membranas conjuntivas associadas (Franco-Belussi et al., 2009; Zieri et al., 2007; Oliveira
e Zieri, 2005). Especificamente nas gonadas de E. nattereri, assim como relatado em P.
cuvieri e P. fuscomaculatus, tanto no intersticio como na tinica albuginea, a ocorréncia é
intensa, conferindo ao testiculo uma colorag@o preta completa ou mesclada de preto (Zieri
et al., 2007; Oliveira e Zieri, 2005; Oliveira et al., 2002 e 2003).

A intensa pigmentacdo testicular (categoria 3) encontrada em E. nattereri, foi
igualmente relatada para esta mesma espécie por Franco-Belussi et al. (2009) e Oliveira e
Zieri (2005), assim como para P. cuvieri, durante a estacdo reprodutiva (Moresco e
Oliveira, 2009). Contudo, para R. schneideri a pigmentagdo € discreta (categoria 1)
variando durante o periodo reprodutivo (Moresco e Oliveira, 2009). Em espécies como D.
nanus, D. minutus, D. elianeae e D. sanborni ndo foi relatada pigmentagao nas gonadas em
animais coletados durante o periodo reprodutivo (Franco-Belussi et al., 2010). Em E.
nattereri, animais infectados com Escherichia coli foi constatada diminuicdo na
pigmentacdo na superficie testicular (Franco-Belussi, 2010); ja no presente estudo, ndo foi

constatada alteragdes na ocorréncia da pigmentacdo gonadal em E. nattereri.
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A presenca ¢ o modo de ocorréncia dos tipos celulares viscerais contendo
pigmentos sdo muito varidveis e estdo associados com diversos Orgdos e estruturas
manifestando evidentes variacdes anatdmicas interespecificas e intra-individuais (Oliveira
e Zieri, 2005). Em nosso estudo, foi possivel verificar que a pigmentago na superficie dos
orgaos de E. nattereri, varia da categoria 0 a 3, sendo esta tdltima observada somente nas
gbnadas, conferindo uma coloragéo escura a este 6rgao.

Embora a funcdo das células pigmentares viscerais nestes Orgdos ainda seja
desconhecida, Franco-Belussi et al. (2009), utilizaram esta pigmentagdo para diferenciar
anuros de duas familias (Leptodactylidae e Leiuperidae), gerando um padrdo para a
classificagdo pigmentar desse Orgdo, e desta maneira sugerindo um carater filogenético
para a pigmentacdo. Estudos realizados por Grant et al. (2006) também usaram a
pigmentacdo gonadal e a pigmentacdo do reto como um carater filogenético para anuros da
familia Dendrobatidae.

Neste trabalho, verificou-se que o efeito da variacdo térmica ndo promoveu
modificacdes notdrias na intensidade de pigmentagdo de alguns 6rgdos do anuro E.
nattereri, sendo interpretado que estas varia¢des estdo de acordo com padro descrito para
esta espécie por Franco-Belussi et al. (2009) e Oliveira e Zieri (2005). Em adicio,
verificou-se também que apenas o intestino, passou a apresentar uma discreta pigmentacio
mais intensa que o padrdo anatdmico, mas ndo ao ponto de afirmar qualquer relacdo com
os experimentos. Os estudos realizados por Franco-Belussi (2010) e Moresco e Oliveira
(2009) verificaram que fatores como agentes infecciosos e ciclos reprodutivos interfere na
pigmentacdo visceral superficial, principalmente das gonadas. Entretanto, inferimos que o
padrio anatdmico de pigmentagdo extracutdnea, sob andlise macroscdpica ndo pode ser
modulado por variacdo de temperatura, e desta forma pode-se estabelecer um padrdo de
descri¢do anatdmica do sistema pigmentar extracutineo para E. nattereri. Contudo, este

sistema deve ser melhor estudado para entender a sua possivel fungdo a luz da morfologia
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microscopica, ja que este mesmo estudo detectou diferenga na drea pigmentar do testiculo
(Santos, 2010). Assim, contrapondo estudos de resolucdo macroscépica com andlises
morfoldgicas microscépicas (Santos, 2010), podemos afirmar que esse sistema de

pigmentacdo visceral pode ser modulado por fatores abidticos.
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Figuras

Figura 1: A: Vista geral da cavidade abdominal do anuro Eupemphiz nattereri evidenciando
os drgios. B: Aspecto dendritico das células pigmentares visceraig no peritonio parietal. C:

Aspecto puntiforme dag célulag pigmentares no periténio parietal. C: Coragdo. F: Figado. L.

Intestino. E: Estémago. Vu: vesicula urindria.

Figura 2: Detalhe dos drgdos e estruturas do aparelho cardio-respiratério. A: Coracéo (C),

Pericardio (Pc) e Pulméo (P). B: Detalhe do Pulinio (P).
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Figura 3: A: Vista geral do sistema digestério do anuro Eupemphiz nattereri. B: Detalhe

do estémago. C: Intestino; D: Reto (por¢ido final do mtestino) . E: Estéomago. I: Intestino.
Re: Reto.
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Figura 4: Detalhe dog drgios e estruturag da cavidade abdominal do anure 2. natfersri. A,

B e C: Aparelho Urogenital. D: Outras regides em que as células pigmentares siio
encontradag. R: Rim. Cv: Coluna vertebral. Ca: Corpos adiposos. T: Testiculo. Vu: Vesicula

urinaria. Le: Peritonio lomboessacral. P1: Plexo nervogo lombar.
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Comparacdo entre os Grupos Experimentais: Cardio-Respiratorio
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Figura 5: Analise da pigmentagio dos drgios e estruturas do aparelho cardio-
respiratorio de FEupemphix natterers submetidos hipertermia (HIPER). CONT: Animais
do grupo controle: HIPER 12h: Animms submetidos a 12 horas de estresse
hipertérmico, HIFER 24h: Animais submetidos a 24 horas de estresse; HIPER 48h:

Animais submetidos a 48 horas de estresse hipertérmico .
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Figura 6: Analise comparativa da pigmentagio dos drgios e estruturas do aparelho cardio-
respiratorio de E netterers submetidos i lupoteruia (HIPO), CONT: Ammais do grupo
controle; HIPO 12h: Animais submetidos a 12 horas de estresse lupotémuico;, HIPO 24h:
Anmmais submetidos a 24 horas de estresse; HTPO 48h: Animais submetidos a 48 horas de

estresse hipotérmico .
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Comparacdo entre os Grupos Experimentais: Digestorio
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Figura 7: Pigmentagio dos drgios e estruturas do sistema digestorio de E. natterers
submetidos hipertennia. CONT: Anumais do grmipe controle; HIPER 12h: Anumais
submetidos a 12 horas de estresse hipertémmico, HIPER 24h: Animais submetidos a 24

horas de estresse, HIPER. 48h: Animais submetidos a 48 horas de estresse hipertérmico .
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Figura 8: Analise comparativa da pigmentagio visceral em E. natterers submetidos
hipotermia. Orgios ¢ estruturas do sistema digestério. CONT: Animais do grupo
controle; HIPO 12h: Anmnais submetidos a 12 horas de estresse hipotérmico; HIPO
24h: Animais submetidos a 24 horas de estresse; HIPO 48h: Animais submetidos a 48

horas de estresse.
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Comparacdo entre os Grupos Experimentais: Urogenital
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Figura 9: Analise da pigmentagio dos orgios e estruturas do aparelho uregenital,
submetidos a hipertermia. CONT: Animaiz do giupo controle; HIPER 12h: Anunais
submetidos a 12 horas de estresse hipertérmmico; HIPER 24h: Anunais submetidos a 24

horas de estresse; HIPER. 48h: Anunais submetidos a 48 horas de estresse.
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Figura 10: Analise da pigmentacio visceral em F. natterers submetidos a hipotenmia.
Orgdos ¢ estruturas do aparelho urogenital. CONT: Animais do grupo controle; HIPO
12h: Animais submetidos a 12 horas de estresse hipotémmico; HIPO 24h: Anumais
submetidos a 24 horas de estresse hipotérmico, HIPO 48h: Anmais submetidos a 48

horas de estresse hipotérmico.
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Comparacdo entre os Grupos Experimentais: Corpos Adiposos,
Peritdnio Parietal e Plexo Nervoso Lombar
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Figura 11: Analise do mesentério, penténio panetal e plexo nervoso lombar de E.
nattereri submetidos a hipertermia. CONT: Animais do grupo controle; HIPER 12h:
Animais submetidos a 12 horas de estresse hiperténmico, HIPER 24h: Animais

submetidos a 24 horas de estresse; HIPER 48h: Animais submetidos a 48 lhoras de

Comparacao entre os Grupos Experimentais: Corpos Adiposas,
Peritonio Parietal e Plexo Nervoso Lombar
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Figura 12: Analise da pigmentagio visceral em Eupemphic nattereri submetidos a
hipotermia. CONT: Animais do grupo controle; HIPO 12h: Animais submetidos a 12
horas de estresse hipotémmico; HIPO 24h: Animais submetidos a 24 horas de estresse;

HIPO 48h: Animais submetidos a 48 horas de estresse hipotérmico.
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Tabela 1: Padriio anatémico da pigmentaciio visceral do anure Eupemphix nattereri (n=60).
Os valores representam a porcentagem (%s) de cada categoria de pigmentaciio presente nos

drgiios e estruturas da cavidade abdoeminal.

Categorias de

Estruturas Pigmentacio
0 1 2 3
i{:lxi’;;ifﬁrdin e vasos da bage do 0 2833 | 21.66 0
2 - Coragdo 11.66 85 3.33 0
3 - Pulindes 6,66 | 73.33 20 0
4 - Estomago 100 0 0 0
5 - Intestino 88,33 | 11.66 0 0
6 - Reto 0 76,66 | 23,33 0
7 - Ring e veias renais 0 90 10 0

8 - Testiculos 0 5 38,33 | 56,66

9 - Vesicula Urinaria 100 0 0 0
10 - Plexo nervoso lombar 1.66 | 78,33 20 0
11 - Periténio parietal lombosgsacral 1,66 83 13.33 0
12 — Clorpo adiposo 100 0 0 0
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Capitulo 2

Effects of hyperthermia and hypothermia on the hepatic pigmentation of Eupemphix

nattereri (Anura: Leiuperidae)
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Abstract: Ectothermic vertebrates show a well-developed system of pigmentary cells with
melanin in its cytoplasm, located in several organs and structures (liver, spleen, lungs,
heart and gonads) comprising an extracutaneous pigmentary system. The functional role of
these cells on the majority of organs and tissues is not known, however for the liver there
are a number of studies relating these cells to immunological functions. Our aim in this
study was to describe the hepatic pigmentation in the anuran FEupemphix nattereri
submitted to a varying thermal condition. To test how this condition affects the pigmentaty
system of E. nattereri, 30 specimens were submitted to hyperthermia experiments (35.1°C)
and another 30 ones to hypothermia experiments (18.9°C). In each experiment, animals
were analyzed in two different treatments (immediately after stress and those recovered
from this stimulus). The animals in each treatment were analyzed in three distinct times
(12h, 24h and 48h). For the control, 5 specimens were kept at room temperature (27°C).
After all treatment times, animals were euthanized and the hepatic pigmentation was
quantified. The melanomacrophages were observed between the hepatic plates, associated
to sinusoids. These cells bear several granules in its cytoplasm, including melanin, which
confers dark coloration to the cells. Frequently, these cells are organized in groups,
forming the melanomacrophage centers. Both hyperthermia and hypothermia decreased
hepatic pigmentation in animals analyzed after thermal stress. The recovered animals
showed as much pigmentation as control animals in both experimental groups. In
conclusion, the thermal variation promotes changes on the hepatic pigmentation, being
influenced by stress regime and stimulus time to which animals were exposed.

Keywords: Temperature, liver, pigmentation, anuran.
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Introduction

In ectothermic vertebrates, pigment-containing cells are found in several organs and
structures, such as liver, spleen, kidney, heart, thymus, gonads, peritoneum, and lungs
(Gallone et al., 2002; Zuasti, 1990) constituting an extracutaneous pigmentary system
(Zieri et al., 2007; Gallone et al., 2002). These pigmentary cells present in the liver of
amphibians and reptiles are resident macrophages named Kupffer cells (KCs), or
melanomacrophages (Christiansen et al., 1996; Agius, 1980), originated from the
hematopoietic stem cell (Gallone et al., 2002; Sichel et al., 2002). According to Corsaro et
al. (2000), there are studies concerning the immunological functions of macrophages,
focused mainly on its phagocytic activity (Guida et al., 1998; Sichel et al., 1997). In
addition, some authors report that the melanin found in the cytoplasm of KCs is derived
from phagocytosis, since these cells are not capable of producing melanin (Andrews,
1969). However, Sichel et al. (2002 and 1997) had confirmed in further studies that this
melanin is not phagocyted, but synthesized by these cells.

Melanin is a polymer related to the neutralization of free radicals (Zuasti et al.,
1989) and synthesized inside melanosomes (Bagnara and Matsumoto, 2006). According to
Tonosaki et al. (2004), some hormones (e.g., o-MSH) stimulate the dispersion of
melanosomes in pigmentary cells, therefore these mobile organelles are involved in color
change (Bagnara and Matsumoto, 2006). Recent studies investigate the role not only of the
activity of the Melanin Stimulating Hormone (0-MSH) and steroids (17-B-estradiol and
testosterone cypionate), but also the response of the pigmentary system when infected with
bacteria (Zieri, 2010; Franco-Belussi, 2010). Anatomical studies carried out by Franco-
Belussi et al. (2009) developed a protocol to quantify the visceral pigmentary cells present
on the gonads, aiming to identify an anatomical pattern for the occurrence of pigmentation

in anurans.
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Other aspects still little explored are the response of the pigmentary system to the
environmental conditions and the metabolic activity. According to Frangioni et al. (2000),
there is a relationship between the hepatic melanogenesis and the respiratory activity. In
the liver, Barni et al. (2002) found that during the period of natural hibernation the
pigmentary cells undergo drastic structural changes in response to seasonality. Our aim
with this study is to verify if variations in the thermal conditions influence the hepatic

pigmentation of the anuran Eupemphix nattereri.

Material and Methods

It was collected 65 adult males of Eupemphix nattereri during the reproductive
period (from November 2007 to February 2008) in temporary and permanent ponds in the
municipality of Sdo José do Rio Preto-SP, (20°49°12,65”S e 49°22°46,85” W)
Southeastern Brazil. The collecting permit was provided by IBAMA (RAN/IBAMA
18573-1). All the experimental procedures and euthanasia were carried out in accordance
with the recommendations of the Ethics and Animal Experimentation Committee of the
UNESP-State University of Sdo Paulo, Campus Botucatu (Protocol 70/07-CEEA). The
specimens remained in terraria (73x41x52cm) with soil from place where them were
collected, receiving water and food ad [libitum for seven days. The specimens from the
control group (n=5) remained in terraria and at room temperature. They were analyzed

after the experimental period.

Thermal variation experiments

To induce the thermal stress, the specimens (n=60) were submitted to conditions of
hypothermia and hyperthermia in a B.O.D. incubator (Model 121 FC). It was imposed the
hyperthermia (35.1°C) or hypothermia (18.9°C) by rising or reducing by 30% the room

temperature (27°C). It was took into account not only the mean room temperature recorded
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three times a day in the time specimens were in the terrarium, but also the mean annual
temperature recorded one year before the beginning of the experiment. In doing so, it was
tried to observe the maximum and minimum values tolerated by these organisms. This
methodology, used for the first time with anurans, aimed to standardize the temperatures

compatible with the climate where the species is found.

Experimental design

Hyperthermia: This experiment was carried out in three different times (12h, 24h and
48h), using 30 specimens to verify the effects of the increase in temperature on the
pigmentary cells. In each time, ten specimens were kept at a temperature of 35.1°C, where
five specimens were analyzed immediately after the period of 12 hours and the other five
were taken from the BOD incubator and remain in recovering, at room temperature (27°C),
by the same time in hours in which were submitted to the stress, and then were analyzed.

To the other times (14h and 48h), the procedures were the same.

Hypothermia: This experiment was carried out in three different times (12h, 24h and
48h), using 30 specimens to verify the effects of the decrease in temperature on the
pigmentary cells. For each time, ten specimens were kept at a temperature of 18.9°C in the
BOD incubator. In the first time, ten specimens remained in hypothermia for 12 hours, of
which five were analyzed after this period and the other five remained in recover, at room
temperature, for 12 hours and were then analyzed. To the other times (24h and 48h), the
procedures were the same.

To the control group in the two experiments it was used 5 specimens which

remained in terraria, but at room temperature (27°C)
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Morphological analyses

The liver fragments were fixed in the Karnovisky solution (Sorensén phosphate
buffer 0.1M, phosphate buffer pH 7.2 with paraformaldehyde 5% and glutaraldehyde
2.5%), for 24 hours at 4°C. Later, the samples were washed in distilled water, dehydrated
in a series of alcohols and embedded in historesine (Leica-historesin embedding kit).
Sections of 2um were obtained in the microtome (Leica RM 2265), and then were mounted
in microscope slides and stained with Hematoxylin-eosin. The images were captured of
these sections with a microscope (Leica DM4000 B) with an image capture system (Leica
DFC 280).

We analyzed ten animals for each experimental group (12h, 24h e 48h). These
experimental groups were divided in animal analyzed immediately thermic stress (I) and
animals analyzed after recovery the stress (R). Three histological sections of each animal
were selected and 15 histological fields analyzed. Therefore 150 histological regions were
analyzed for each experimental time totalizing 900 histological fields to establish if there is
a relationship between the hepatic pigmentation and the experimental treatments. It was
used computadorized morphometrical analyses to quantify the pigmentation with the
software Image Pro-Plus (Media-Cybernetics Inc., version 4.5), according to Lehr et al.
(1997) with modifications. The quantification technique is based on the color difference, in

histological sections of the hepatic parenchyma stained with Hematoxylin-eosin.

Statistical analyses
To the data analysis, firstly it was identified outliers and later it was tested for
normality of the data using the Shapiro-Wilk test. For parametric data, it was used a one-

way ANOVA and when the data was not parametric, it was submitted to normalization
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(x+0.5)1/ 2. In case of the data not became parametric, it was used the Kruskal-Wallis test. It
was assumed a significance level of p<0.05, being all the analyses based on Zar (1999).

The statistical program used for analysis was the Biostat (version 4.5)

Results
Location and Morphology

The liver is made up of three hepatic lobes (right, left and middle) and presents a
brown-reddish coloration, due to the high amount of blood vessels and pigmentary cells.
These cells bear melanin and are dark colored. In addition, they are generally arranged in
groups, forming the melanomacrophages centers, which are observed in macroscopic view
(Figures 1 A and B).

The hepatic parenchyma is made up of two layers of hepatocytes arranged in a
double plate surrounded by sinusoids. The sinusoids are irregular, narrow and vary in size.
The hepatic cells are polyedric and also have a high nucleus-cytoplasm rate. The nucleus is
spherical and occupies a central position in the cell. The melanomacrophages were
observed among the cells of the tissue, specifically between the hepatocyte plates. The
melanomacrophages are near the sinusoids and confer a dark brown color to the tissue

(Figure 2 A and B).

Experiment Hyperthermia

It was verified a decrease in the hepatic pigmentation with hyperthermic stress in
specimens analyzed immediately after the thermal stress and exposed to a greater period of
time (48h) when compared to the control group (F=10.74; p<0.01). Although it was not
found a statistical difference between the 12h and 24h experimental times (F=10.74;
p<0.05), but both did not differ from the control (F=10.74; p>0.05). It was found a gradual

increase in the pigmentation in recovered specimens. In recovered specimens after 24 and
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48 hours, the pigmented area was similar to the control group (F=31.61; p>0.05) (Figure
3).

When the effect of the treatments (immediate and recovered) was compared in each
experimental time, it was observed a decrease in the hepatic pigmentation in specimens
recovered after 12 hours, with a significant difference between the treatments (F=34.35;
p<0.01). The pigmented area did not differ in specimens analyzed immediately after 24h of
hyperthermia when compared to the recovered ones (F=3.46; p>0.05). The hepatic
pigmentation decreased in specimens analyzed immediately after 48h, when compared to

the control and the recovered specimens (F=15.41; p<0.01) (Figure 4 and 5).

Experiment Hypothermia

In the experiment with the decrease of temperature, it was verified to specimens
analyzed immediately after the thermal stress that there was a decrease in the area of
hepatic pigmentation when compared to the control (F=6.04; p<0.05). However, the
amount of pigmentation present in specimens from different experimental times was
similar (F=6.04; p>0.05). When the pigmentation was analyzed in specimens recovered at
room temperature for the same time by which were submitted to stress, it was found a
decrease in the hepatic pigmentation in the first times (12h and 24h) of this treatment,
when compared to the control (H=13.89; p<0.05). With a greater experimental time (48h),
It was found an increase in the hepatic pigmentation, which was similar to that found in the
control (H=13.89; p>0.05) (Figure 6).

When the effect between the treatments (immediate and recovered) was compared
in each experimental time, it was observed that the pigmentation was similar in all
experimental times (12h, 24h and 48h) (F=6.70; p>0.05). However, the pigmentation in
both treatments is lower in the 12h and 24h, when compared to the control (12h: F=6.70;

p=0.05; 24h: F=9.21; p<0.01). In the 48h time, although the recovered specimens were
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similar to the specimens analyzed immediately after the thermal stress (H=9.17; p>0.05), it
was observed a tendency to increase the amount of hepatic pigmentation in the specimens,

remaining similar to the control (H=9.17; p>0.05) (Figure 7 and 8).

Effects of the Experiment

When the effect of the experiments was analyzed on the specimens analyzed
immediately after the thermal stress, it was found a difference only in the specimens
analyzed after 12h, with a decrease in the pigmented area with hypothermia (F=6.67;
p=0.05). It was not found differences between hyperthermia and hypothermia in the other
experimental times (24h: F=6.63; p>0.05; 48h: F=10.91; p=>0.05). However, in
hypothermia the specimens from all experimental times (12h, 24h and 48h) showed a
decrease in the hepatic pigmentation when compared to control (F=6.04; p<0.05). With the
increase in the temperature, it was not detected a difference between the specimens
analyzed immediately after 12 hours, in relation to the control group; but in specimens
analyzed with 24 hours of stress, although they were similar to the control group and the
experimental time of 48 hours (F=10.74; p>0.05) there was a tendency to a decrease in the
hepatic pigmentation in the hyperthermia, although this decrease in only evident with 48h
experimental time in relation to the control group (F=10.74; p>0.05) (Figure 9 and 10).

When specimens recover from the thermal stress (hyperthermia or hypothermia),
there was a difference between the experiments in all times (12h: F=19.03; p<0.05; 24h:
F=8.94; p<0.01; 48h: H=6.69; p<0.05). There was a decrease in the hepatic pigmentation
with 12h in the two experiments (Hyperthermia: F=31.61; p<0.01; Hypothermia: F=6.04;
p=<0.05). With 24h, only the hypothermic stress promoted a decrease in the pigmented area
(24h: H=13.89; p<0.05). The pigmentation in 48h was similar to the control (Figure 11 and

12).
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Discussion

The liver of Eupemphix nattereri is made up by lobes, anatomically described by
Franco-Belussi (2010) and in Lithobates catesbeianus by Junior (2008). The lobes are
composed by hepatic cells, also named hepatocytes, which are the functional centers of this
organ. The hepatic tissue presents several sinusoids, which are anastomotic vessels, and are
localized in the space between the double plates of hepatocytes. The arrangement in double
plates of the hepatocytes is different from the “simple wall” described for mammals. This
arrangement is a single cellular plate which separates the sinusoids (Brusle and Anadon,
1996) and it is different from that described by Junior (2008) for L. catesbeianus. In the
later species, the hepatocytes are arranged in a tubular form and not in a plate, as observed
in E. nattereri. However, the hepatic architecture in double plates shown in our study is in
agreement with the data reported by Franco-Belussi (2010), as well as with those studies
describing the hepatic morphology of several species of fish (Bertolucci et al., 2008;
Bombonato et al., 2007; Akiyoshi and Inoue, 2004). Between the plates there is an massive
network of blood vessels, as reported by Franco-Belussi (2010). This feature is related to
the physiology of the organ, i.e., the metabolism of carbohydrates and fatties, elimination
of both blood cells and toxic substances, besides the production of the bile (Hildebrand,
1995).

Near to the sinusoids and among the hepatocytes there are pigmented cells, the
melanomacrophages, which are macrophages that bear melanin (Barni et. al., 1999). The
melanomacrophages are organized in melanomacrophage centers, easily observed in
macroscopic view. These melanomacrophages also reported by Hartley et al. (1996) are
members of the immune system of fishes due to the properties of the melanin. The
melanomacrophages can vary in size and number according to the age, nutritional state and

environmental conditions (Hartley et al., 1996).
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The thermal variation promoted a decrease in the hepatic pigmentation, suggesting
changes in the melanomacrophages of the liver of E. nattereri. Those cells are very plastic
and are susceptible to changes due to seasonal variations (Barni et al., 1999). Thus, it could
be inferred that these cells are responsive to the stimulus as a way to adapt to the stressful
condition. Frangioni et al. (2000) showed that the variation in the amount of hepatic
melanin is related to the temperature, since the melanin in theirs studies was less abundant
in low temperatures than in warm ones. These data are in accordance with Barni et al
(2002), who showed that the decrease in the hepatic pigmentation, related to the seasonal
variations, is due to apoptotic mechanisms, as well as the decrease in both the
melanosomes by autophagy and the synthesis of melanin.

The pigmentary reduction in hyperthermia can be attributed to the function of the
melanin in the thermoregulation system, since it strongly absorbs the radiation being the
energy transformed in heat (Césarini, 1996). As the melanin is one of the components of
the melanomacrophages, the decrease in the pigmentation causes lower energy absorption
and, consequently a reduction in heat absorption by hepatic pigmentary cells. Thus, the
decrease of the pigmentation probably occurs to keep the body balance by mean of
thermoregulation aiming the homeostasis of the organism. This decrease occurs by means
of the inactivation of the protein phosphatase, which promotes several changes inhibiting
the transciptional regulator and the synthesis of melanin (Kim et al., 2004).

In hypothermia as well as in hyperthermia, it was observed a decrease in the
hepatic pigmentation. This decrease is different from that which occurs in hyperthermia,
since it is related to the inhibition of the activity of tyrosinase, in low temperatures, which
by its turn reduce the synthesis of melanin (Kim et al., 2003). At 27°C, the synthesis of
melanin is not affected (Kim er al., 2003), therefore the return to the room temperature

promoted an increase in the hepatic pigmentation of specimens in the two experiments.
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According to Tonosaki et al. (2004), in ectothermic animals drastic changes in the
environmental temperature leads to physiological changes, with the release or inhibition of
the Melanin Stimulating Hormone (a-MSH) as a response to the stress. On the contrary,
there is a gradual physiological response when the variation in the environmental
temperature is also gradual. Thus in the two experiments, the exposure time influenced the
pigmentation, showing that not only the experiment, but also the experimental times
influenced the hepatic pigmentation.

In conclusion, this study has shown that the variation in temperature influences the
hepatic pigmentation in anurans. Thus, the increase and decrease in this pigmentation is

related to the thermal variation to which these organisms are susceptible.
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Figures

Figure 1: A: Liver of Eupemphix nattereri, showing the divigion in hepatic lobes.
B: Detail of the middle hepatic lobe, where it iz possible to notice blood vesgels
(Bv) and the melanomacrophage centers (Arrows). R1l: Right lobe. L1: Lefi lobe.

MI: Middle lobe.
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Figure 2: A and B: Histological section of the liver of Eupemphix nattereri,
gshowing the presence of melanomacrophages (*) between hepatocytes. H:
hepatocytes in a double plate arangement. S: hepatic sinusoids. Arrow: plate
arrangement. Coloration: Hematoxylin-eosin. Bars: 10pum (Figure A) and Spm

(Figure B).
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Capitulo 3

Variacao térmica e pigmentacao testicular de Eupemphix nattereri

(Anura: Leiuperidae)
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Resumo: As células pigmentares, que contém pigmentos meldnicos, sdo encontradas em
diversos 6rgdos e estruturas constituindo o sistema pigmentar extracutdneo. Nesse sistema
sao conhecidas as células de Kupffer ou melanomacréfagos, residentes no figado e bago de
muitos vertebrados, e os melandcitos, que estdo presentes na capsula e no estroma
testicular confere uma tonalidade escura aos testiculos de algumas espécies de anuros.
Embora ambos os tipos celulares apresentem como caracteristica comum a presenga de
melanina, estas células tem diferengas em sua fisiologia, origem, estrutura e componentes
quimicos. Para os anuros, estudos das células pigmentares estdo mais relacionados as
atividades fagociticas dos melanomacréfagos e alteracdes deste tipo celular frente as
condicdes naturais de hibernacdo. Sobre os melandcitos (melandforos) hé alguns trabalhos
que descrevem sua ocorréncia e distribuicdo associado ao sistema reprodutor, entretanto
estudos relacionados a fatores ambientais de animais em regides tropicais ndo tem sido
abordado. Assim, neste trabalho verificou-se as respostas dos melandcitos testiculares
frente a condi¢do de variacdo térmica. Foram utilizados sessenta machos adultos da espécie
Eupemphix nattereri, os quais foram submetidos a condi¢do de hipertermia (35,1°C) e
hipotermia (18,9°C), tendo o controle mantido a 27°C. Constatou-se que as células
pigmentares presentes no intersticio testicular manifestam alteracdes frente aos
experimentos, com aumento da pigmentacgao testicular em ambos os experimentos. Assim,
podemos concluir que a variagio térmica com amplitude de 30% para o calor e para o frio,
promove aumento da pigmentacdo testicular, como resposta fisioldgica adaptativa ao

estresse em que os animais foram submetidos.

Palavras-chave: Temperatura, célula pigmentar, testiculo, anuro.
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Abstract: The pigmentary cells, which contain melanin, are found in several organs and
structures composing the extracutaneous pigmentary system. In this system there are
Kupffer cells or melanomacrophages, present in the liver and spleen of a number of
vertebrates, and the melanocytes, which are present in the capsule and in the testicular
stroma, what gives the dark coloration to the testicles. Although the two cellular types
present melanin as a common feature, these cells have differences in its physiology, origin,
structure and chemical components. In anurans, studies with pigmentary cells are more
related to the phagocytic activity of melanomacrophages and the changes in these cells
during hibernation. There are some studies that describe the occurrence of malanocytes and
its distribution associated to the reproductive system, however few studies have focused on
how animals respond to environmental factors in the tropics. Thus, this study verified the
response of testicular melanocytes which underwent thermal variation. We used 60 adult
males of Eupemphix nattereri, which were submitted to hyperthermia (35.1°C) and
hypothermia (18.9°C). We found that the pigmentary cells in the testicular interstice
changed under experimental conditions, with the increase in the testicular pigmentation in
the two experiments. Thus, we conclude that the thermal variation promotes an increase in

the testicular pigmentation, as an adaptative physiological response to the thermal stress.

Key-words: Temperature, pigmentary cell, testicle, anuran.
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Introducao

Os anfibios junto com os demais vertebrados ectotérmicos, compartilham a
presenca de um sistema pigmentar, constituido por células com o citoplasma repleto de
melanina, em vdrios tecidos e 6rgdos (como baco, figado, pulmio, peritdnio, coragdo,
vasos sanguineos, gonadas), formando o sistema pigmentar extracutaneo (Zieri et al.,
2007; Bagnara e Matsumoto, 2006; Gallone et al., 2002; Zuasti et al., 1998 e 1990;
Christiansen et al., 1996; Agius e Agbede, 1984; Agius, 1980). Este sistema embora
determinado geneticamente, também pode ser alterado em funcdo de uma série de fatores
endégenos ou estimulos ambientais, e mudangas sazonais (Macieira e Proni, 2004;
Sugimoto, 2002; Barni et al., 2002 e 1999).

Nesse sistema pigmentar, sdo encontradas células semelhantes a macréfagos,
localizados no figado e bago, denominadas células de Kupffer ou melanomacréfagos
(Christiansen et al., 1996; Agius, 1980), com origem de células tronco hematopoéticas
(Sichel et al., 1997). De modo particular, células pigmentares também podem ser
observadas na cdpsula testicular envolvendo e conferindo uma tonalidade escura aos
testiculos de algumas espécies de anuros, tais como Rhinella ornata (Oliveira et al., 2003),
Eupemphix nattereri (Franco-Belussi ef al., 2009; Zieri et al., 2007), Physalaemus cuvieri
(Moresco e Oliveira, 2009; Oliveira et al., 2003 e 2002), P. fuscomaculatus (Aoki, 1969), e
em alguns répteis, esta coloracdo é também relatada na base do pénis e no epididimo do
queldnio Phrynops geoffranus (Cabral et al., 2010).

Estas células pigmentares descritas na epiderme e em diversos Orgdos sao
semelhantes a melandcitos (Zuasti et al., 1998; Agius e Agbede, 1984), provenientes da
crista neural (Sichel et al., 1997), sendo capazes de produzir e armazenar melanina em seu
interior (Agius e Roberts, 2003). A melanina apresenta como fung¢des a neutralizagdo de
radicais livres e degradacdo de material derivado de agentes potencialmente tdxicos

(Frangioni et al., 2000; Sichel et al., 1997; Scalia et al., 1990; Zuasti et al., 1989; Geremia
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et al., 1989), estando assim relacionada ao sistema imune inato de muitos vertebrados
(Mackintosh, 2001; Johnson et al., 1999).

Em relacdo as células pigmentares, hd alguns trabalhos relacionando as condicoes
naturais de hibernacdo e atividades metabdlicas com as células que constituem o sistema
pigmentar extracutineo (Barni et al., 2002 e 1999; Sichel et al., 2002; Frangioni et al.,
2000). A maioria destes estudos envolve as células pigmentadas do bago e, principalmente
do figado, as quais apresentam atividade fagocitdria (Sichel et al., 2002; Corsaro et al.,
2000). Entretanto, as células pigmentares presentes nas gonadas de anuros, foram pouco
estudadas. Um trabalho recente propde um protocolo de quantificagdo que estabelece uma
relacdo entre as células pigmentares do testiculo e a coloragdo que promovem ao 6rgio
(Franco-Belussi et al., 2009), outros como o realizado por Grant et al. (2006) utilizam a
pigmentacdo presente no intestino e testiculo de algumas espécies de anuros como um
carater taxondmico. Contudo, estudos com a pigmentacdo testicular relacionada a fatores
ambientais ainda nido foram realizados. Assim, neste estudo, verificou-se o efeito da
variagdo térmica com amplitude de 30% para o calor e para o frio, sobre a pigmentacdo

testicular do anuro Eupemphix nattereri.

Material e Métodos

Sessenta e cinco machos adultos da espécie Eupemphix nattereri foram coletados
em seu habitat natural durante o periodo reprodutivo (Novembro de 2007 a Fevereiro de
2008) em pocgas tempordrias e permanentes localizadas no municipio de Sao José do Rio
Preto, SP — Brasil (20°49°12,65”S e 49°22°46,85” W). Os animais foram levados ao
laboratério de Anatomia da Universidade Estadual Paulista (UNESP). A coleta de
exemplares (RAN/IBAMA/MMA 18573-1) e todo o manuseio experimental e de eutandsia

dos animais seguiram recomenda¢des do Comité de Etica e Experimentagdo Animal da
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Universidade Estadual Paulista - UNESP / Botucatu, de acordo com o Guia de cuidados e

uso de animais em laboratorio (Protocolo No. 70/07-CEEA).

Experimento de variaciao térmica

Para o estresse térmico, os animais (n=60) foram submetidos a variagdo de
temperatura por hipotermia e hipertermia em estufa incubadora para B.O.D. (Modelo 121
FC). Os animais foram acondicionados em terrarios (73x41x52cm) nos quais havia Scm de
terra, além de &4gua e alimentos. Para o grupo controle de ambos os experimentos
(hipertermia e hipotermia), foram utilizados 5 animais que permaneceram em terririos
individuais, porém a temperatura ambiente (27°C).

A elevagdo ou diminuicdo da temperatura, para aplicar a condi¢do hipertérmica
(35,10°C) ou hipotérmica (18,9°C), foi estipulada considerando um percentual de 30%
acrescido ou diminuido da temperatura ambiente (27°C), a partir da habituacdo dos
animais em terrario. Esta determinacio levou em consideracdo ndo somente a temperatura
média registrada diariamente (3 vezes ao dia) no periodo em que 0s animais permaneceram
nos terrarios, antes do inicio dos experimentos, como também a temperatura média anual
registrada no ano anterior ao desenvolvimento do trabalho, visando observar os valores
maximos e minimos registrados, e portanto tolerdveis para estes organismos. Esta
metodologia, pioneira para estudos em anuros, teve como objetivo padronizar valores
térmicos compativeis ao clima regional onde estes organismos sdo encontrados,

respeitando assim seus limites fisioldgicos.

Procedimentos experimentais:
Experimento de Hipertermia: este experimento foi realizado em trés tempos
experimentais (12h, 24h e 48h), onde 30 animais foram utilizados para testar a condi¢do de

hipertermia (35,1°C). Para cada tempo experimental, dez animais foram mantidos
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individualmente em terrdrios (28x21x15cm) dentro da camara B.O.D. a temperatura de
35,1°C. No primeiro tempo, dez animais permaneceram em condi¢cdo de hipertermia por 12
horas, dos quais cinco foram analisados imediatamente apds este periodo, e os cinco
restantes ficaram em recuperacdo, a temperatura ambiente, por 12 horas e, em seguida
analisados. Para os demais tempos (24h e 48h), os procedimentos experimentais se deram

da mesma maneira.

Experimento de Hipotermia: este experimento também foi realizado em trés tempos
experimentais (12h, 24h e 48h), onde outros 30 animais da mesma espécie foram utilizados
para testar a condicdo de hipotermia (18,9°C). Para cada tempo experimental, dez animais
foram mantidos individualmente em terrarios (28x21x15cm) dentro da camara B.O.D. a
temperatura de 18,9°C. No primeiro tempo, dez animais permaneceram em condi¢cdo de
hipotermia por 12 horas dos quais cinco foram analisados imediatamente apds este periodo
e os cinco restantes ficaram em recuperagdo, a temperatura ambiente, por 12 horas, e em
seguida analisados. Para os demais tempos (24h e 48h), os procedimentos experimentais

ocorreram da mesma maneira.

Analise morfologica

Para as andlises morfoldgicas fragmentos de testiculo foram fixados em solugdo
fixadora Karnovisky (tampao fostato Sorensén 0,1M, tampdo fosfato pH 7.2 contendo
paraformaldeido a 5% e glutaraldeido 2.5%), por 24 horas, a 4°C. Posteriormente as
amostras foram lavadas em 4gua, desidratadas em série alcodlica e emblocadas em
historesina (Leica-historesin embedding kit). Sec¢des de 2um foram obtidas em micrétomo
(Leica RM 2265), e os cortes montados em laminas, foram corados com Hematoxilina-
eosina. Posteriormente, o tecido testicular (cortes), foi observado em microscopio (Leica

DM4000 B) com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280).
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Para estabelecer se ha relacdo entre variacdes na pigmentacao testicular e condicdes
experimentais, foram analisados um total de 900 campos histoldgicos, onde aplicou-se
andlises morfométricas computadorizadas para a quantificacdo da pigmentagdo com a
utilizacdo do programa Image Pro-Plus, Media-Cybernetics Inc. (versdo 4.5) de acordo
com a proposta de Lehr et al. (1997) com adaptacdes, a qual se baseia na diferenca de
intensidade de coloracdo, em cortes histoldgicos do testiculo, corados com Hematoxilina-
eosina. Para a quantificagdo da pigmentacdo, foram analisados os 10 animais de cada
tempo experimental (12h, 24h e 48h), sendo 5 animais analisados imediatamente ao
estresse térmico (I) e 5 animais analisados apds recuperar do estresse térmico (R). De cada
animal foram selecionados 3 cortes do tecido testicular e destes, aleatorizados 15 campos
histolégicos. Assim, foi analisado um total de 150 campos histolégicos para cada tempo
experimental (12, 24 e 48 horas). Desta forma, para testar a hipertermia ou hipotermia
foram analisados 450 campos histolégicos e, portanto para testar a condicdo de variacio

térmica para o 6rgdo foi analisado um total de 900 campos histoldgicos.

Analises estatisticas

Para andlise dos dados, primeiramente foram identificados valores discrepantes
(outliers) e, posteriormente, foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para
dados paramétricos foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) um critério e quando ndo

paramétricos, foram submetidos a normalizacdo (x+0,5)1/2

. Caso os dados permanecessem
ndo paramétricos, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Foi considerado p<0,05 como

referéncia para se atribuir significancia estatisticas sendo todas as anélises baseadas em Zar

(1999).
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Resultados
Localizacao e morfologia

As células pigmentares do testiculo de Eupemphix nattereri, apresentam-se
distribuidas na superficie externa do 6rgdo, mais especificamente na cdpsula testicular ou
tinica albuginea, e confere uma coloracdo escura ao testiculo desta espécie (Figura 1A).
Esta coloragdo, entretanto, é observada também no estroma testicular, pois as células
pigmentares sdo encontradas no espago intersticial, dispostas ao redor dos ldculos
seminiferos. Muitos melandcitos testiculares estdo intimamente associados a rede vascular
do orgdo, principalmente os que estdo dispostos na drea interlocular. Normalmente, estas
células apresentam-se com aspecto dendritico, onde os pigmentos estdo dispersos pelo

citoplasma da célula (Figura 1B, C e D).

Estresse hipertérmico

As andlises demonstraram que a condicdo hipertérmica promove um aumento da
pigmentacdo no intersticio testicular. Com 12 e 48 horas de tempo experimental, houve um
aumento da drea pigmentada nos animais analisados imediatamente apds o estresse
térmico, quando comparados com os animais do grupo controle (H=50,57; p<0,05). Com
24 horas a pigmentacgdo testicular mantém-se semelhante ao controle (H=50,57; p>0,05).
Os animais recuperados também apresentaram nas primeiras horas de recuperacio (12h),
aumento de pigmentacdo (12h: F=4,53; p<0,01) com posterior tendéncia a uma diminui¢do
aproximando-se ao controle com o passar do tempo experimental (24h e 48h) (F=4,53;
p>0,05) (Figura 2).

Analisando os tratamentos (imediato x recuperado) observa-se que apenas com 12
horas houve diferenca entre os animais analisados imediatamente e os recuperados do
estresse hipertérmico (12h: F=14,09; p<0,05). Com 24 horas de exposicdo a alta
temperatura, ndo se observa aumento ou reducdo da drea pigmentada, sendo ambos 0s

tratamentos semelhante ao controle e entre si (F=1,50; p=0,22). Verifica-se também que
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com tempo maior (48h), ndo ha diferenca entre os tratamentos, com relagdo a pigmentacio

testicular (H=8,90; p>0,05). (Figura 3 e 4).

Estresse hipotérmico

Neste experimento, os animais do tratamento imediato de 12 e 24 horas manifestam
aumento da 4rea pigmentar no testiculo frente a baixa temperatura, comparados aos
animais do grupo controle (F=31,82; p<0,01). Com o decorrer do tempo sob estresse
experimental (48h), hd uma diminuicdo de drea pigmentar assemelhando-se ao controle
(F=31,82; p>0,05). Para os animais recuperados, observou-se uma diminui¢do da drea
pigmentar com 12 e 24 horas quando comparado aos animais do grupo imediato, na mesma
hora; aproximando-se, portanto dos valores do grupo controle (F=16,80; p>0,05). Com o
decorrer do tempo experimental (48h), observa-se um aumento da area pigmentar
(F=16,80; p<0,01) (Figura 5).

Analisando o efeito do tratamento (imediato x recuperado) verificou-se que em
todos os tempos experimentais (12, 24 e 48 horas) houve diferenca entre animais
analisados imediatamente e os recuperados do estresse hipotérmico (12h: F=35,94; p<0,01;
24h: F=81,08, p<0,01; 48h: F=19,13, p<0,01). De modo geral, para todas as horas,
verificou-se que houve semelhanga e/ou aumento da drea pigmentar, quando comparados

aos animais do grupo controle (Figura 6 e 7).

Efeito do experimento

Com relag@o ao efeito da alta (35,1°C) e baixa (18,9°C) temperatura em animais
analisados imediatamente apds o estresse, verificou-se um aumento da drea pigmentar com
12h comparado ao grupo controle (F=27,35, p<0,001). Houve também diferenca
significativa entre os experimentos para os animais com maior tempo de exposi¢do a

variacao térmica (24h e 48h), sendo observado um aumento e semelhanca da pigmentacao
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testicular quando comparados ao grupo controle (24h: F=32,70, p=<0,01; 48h: H=11,48,
p<0,05) (Figura 8 e 9). Para os animais que se recuperam do estresse térmico, pelo mesmo
tempo que sofreram a exposi¢do, verificou-se que em 12 e 48 horas houve diferenca entre
os experimentos (12h: F=5,61, p<0,05; 48h: 11,70, p<0,01), sendo que em todos os tempos
experimentais houve aumento ou equivaléncia de drea pigmentada quando comparados ao

grupo controle (Figura 10 e 11).

Discussao

Os melandcitos testiculares apresentam ampla distribuicdo na capsula testicular e
confere uma tonalidade escura ao 6rgdo, devido a presenca de pigmentos melanicos, os
quais sao formados em organelas citoplasmaticas denominadas melanossomos. Os
melandcitos apresentam desde um aspecto dendritico com muitos prolongamentos
citoplasmaticos ao puntiforme, possivelmente pela agregacdo dos pigmentos no centro da
célula (Zieri et al., 2007; Bagnara e Matsumoto, 2006). A intensa pigmentacdo na capsula
testicular € semelhante ao observado por Franco-Belussi ef al. (2009) e Zieri et al. (2007),
onde € relatado pigmentacdo em toda a superficie testicular. Além disto, os melandcitos
testiculares ndo somente encontram-se presentes na tinica albuginea (cépsula testicular)
que envolve este 6rgdo, mas também no intersticio testicular, especificamente ao redor dos
l6culos seminiferos, conferindo também uma pigmentagdo escura ao estroma.

Ao comparar a resposta dos melandcitos testiculares aos melanomacréfagos
hepaticos submetidos ao mesmo tratamento e descrito por Santos (2010 em preparacio),
verifica-se que a varia¢do térmica promoveu um aumento da pigmentacdo no testiculo, e
no figado esta mesma condi¢do levou uma diminuicao na drea pigmentar hepatica. Pode-se
interpretar que ha diferencas funcionais entre melandcitos e melanomacréfagos, a qual
inclui vias sintéticas de transducdo e controle para sintese de melanina, morfologia ou

composicdo quimica destes tipos celulares (Franco-Belussi, 2010; Zieri et. al., 2007;
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Bagnara e Matsumoto, 2006; Guida et al., 2004; Gallone et al., 2002; Corsaro et al., 2000;
Sciuto et al., 1988). Além disto, estudos realizados por Franco-Belussi (2010) e Agius e
Agbede (1984), demonstraram que os melanomacréfagos presentes no figado, apresentam
granulos de lipofuscina e de hemosiderina; os quais ndo sdo observados nos melandcitos
testiculares, por ndo apresentarem funcdo de destruicdo de membranas de 4dcidos graxos e
de derivados da degradagdo de eritrécitos, fungdo esta atribuida aos melanomacréfagos
(Franco-Belussi, 2010). Entretanto, estes tipos celulares apresentam em comum a formagao
de melanina nos melanossomos (Zuasti et al., 1998).

E relatado que o movimento de agregacio ou dispersio dos melanossomos nas
células pigmentares ocorre por meio da agdo nervosa e hormonal (Bagnara e Matsumoto,
2006). Assim, a resposta observada no aumento da pigmentacdo testicular, frente a
condicdo hipotérmica, pode estar relacionada com a dispersdo dos melanossomos pelo
citoplasma dos melandcitos, uma vez que baixas temperaturas estimulam a secre¢do do a-
Hormodnio Estimulante de Melanina (0¢-MSH), o qual tem como fung@o a dispersdo dos
pigmentos na célula (Tonosaki et al., 2004). Estes mesmos autores em seus estudos com
Xenopus laevis afirmam que a mudanca de cor na pele € um mecanismo fisiol6gico
adaptativo de resposta ao estresse, quando os animais sdo submetidos a condi¢do de baixa
temperatura (Tonosaki et al., 2004). Logo sugerimos que na baixa temperatura predomina
a acdo do a-MSH para aumentar a pigmentagao testicular.

Na condicdo hipertérmica, verificamos que também houve um aumento da
pigmentacdo testicular como resposta ao estresse em que foram submetidos. De acordo
com (Figueiredo et al., 2001) o efeito da temperatura esta relacionado as alteracdes
enddcrinas sobre as atividades metabdlicas e sexuais dos anuros; e estudos histolégicos ja
comprovaram que temperaturas elevadas estimulam a secre¢do de hormodnios sexuais pela
hipdfise (Iela et al, 1980). Com base nestes indicios, sugerimos que o aumento da

pigmentacdo testicular na hipertermiaestd relacionado a liberagdo predominantemente de
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hormdnios sexuais, corroborando o estudo de Zieri (2010), o qual demonstrou que o
hormoénio testosterona administrado exogenamente promove um aumento na pigmentacao
testicular em E. nattereri. Outros estudos t€ém demonstrado que hormoénios esterdides
influenciam a pigmentacdo (Bagnara e Matsumoto, 2006) e tais efeitos foram relatados por
Himes e Hadley (1971), que observou que a progesterona exerce uma resposta na agdo do
a-MSH nos anfibios anuros. Outra funcdo dos hormdnios sexuais € a mudanca de cor
relatada por Richards (1982), que demonstrou uma profunda alteracdo da expressdo dos
cromatoforos por hormonios sexuais em anuros.

O aumento da pigmentagdo, encontrada no testiculo como resposta a variacio
térmica, pode estar relacionada a absor¢do de radicais livres e protecdo contra agentes
patogénicos, pois a melanina atua favorecendo a ag¢do enzimdtica contra os agentes
patolégicos, a qual pode estar restrita com mudangas abruptas na temperatura (Cristhiansen
et al., 1996). Ainda, com relacdo a temperatura, Werner (1969) e Oordt (1956) afirmam
que este fator abidtico, influencia os ciclos espermatogénicos. Assim, inferimos que as
células pigmentares presente no intersticio testicular possam estar também relacionadas a
protecdo da atividade da espermatogénese, pois verificamos que houve uma rdpida
resposta, com aumento significativo da pigmentacdo testicular nas primeiras horas
experimentais (12h) para ambos os experimentos. Essa resposta com aumento da
pigmentacdo também foi detectada por Franco-Belussi (2010) para a mesma espécie, a
qual também atribui a funcio de prote¢do aos melandcitos testiculares frente ao agente
infeccioso (LPS de Escherichia coli). Além disso, ainda é razoavel supor que a
pigmentacdo na gonada pode conferir proteg¢do, atuando na termorregulagao.

As células pigmentares desempenham funcdes de acordo com sua localizagdo
(Boissy e Hornyak, 2006) assim, mudancas de funcdes destes tipos celulares refletem
mecanismos de respostas da interagdo entre o individuo e o ambiente. A funcdo dos

melandcitos extracutdneos ndo deve fornecer primariamente uma protecdo a fatores
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ambientais e interacdo de comportamento social (Boissy e Hornyak, 2006), pois uma
simples constatacdo e comparagdo desta espécie com outras que ocupam o mesmo hdbitat
nio compartilham esta propriedade de pigmentacio testicular, como verificado nos estudo
de Franco-Belussi et al. (2009).

Desta forma, a localizacdo dos melandcitos testiculares no tecido intersticial, mais
especificamente ao redor dos l6culos seminiferos, torna os dados morfolégicos evidentes e
interessantes, pois necessita de uma melhor explicacdo para sua funcdo, a qual

provavelmente estaria relacionada aos ajustes bioldgicos inerentes no organismo.

Agradecimentos
Os autores agradecem a Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
(FAPESP) (Processo: 02/08016-9, 05/02919-5), CNPq (Processo 475248/2007-4) e

FUNDUNESP (Processo 01209/08 - DFP) pelo suporte financeiro ao projeto.

106



Santos et al. Variagdo térmica altera a pigmentacdo testicular de Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae)

Figuras

Figura 1: A: Testiculo de Eupemphix nattereri evidenciando a coloragio escura conferida pela

presenga de melandcitos. R: rim, T: testiculo, Ca: corpos adiposos. B, C e D: Corte histologico de
testiculo evidenciando a presenca de melandcitos (setas) distribuidos ao redor dos loculos
seminiferos (Lg), mais especificamente no tecido mtersticial (Ti). Coloragio: Hematoxilina-

eosina. Barras: 25pm (FiguraB), 10pm (Figura C) e Spm (Figura D).
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diferencas estatisticas entre os tempos experimentais de um mesmo tratamento e
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VIII. Sintese do Trabalho

Constatou-se que o anuro Eupemphix nattereri apresenta um sistema pigmentar
extracutaneo constituido por células contendo pigmentos melanicos na superficie de vérios
orgdos e tecidos, em todos os sistemas orginicos e de modo bastante peculiar para a
espécie quando comparado a outras espécies. Estes tipos celulares apresentam aspecto
diverso, variando do dendritico ou estrelado ao puntiforme devido a presenca ou auséncia
de prolongamentos citoplasmaticos ou do grau de dispersio dos pigmentos,
respectivamente.

A variagdo térmica empregada neste estudo possibilitou demonstrar que fatores
abidticos, promovem alteragdes na pigmentacdo do tecido hepdtico e testicular. Entretanto,
nas andlises mesoscopicas verificou-se que a variagdo térmica nao promove alteracdes na
ocorréncia e intensidade da pigmentacdo visceral presente na superficie dos Orgaos
analisados, permitindo estabelecer um padrdo de descricdo anatOmico desse sistema
presente nos 6rgdos da cavidade abdominal do anuro Eupemphix nattereri. Este padriao
anatomico torna os dados interessantes do ponto de vista filogenético, uma vez que pode
ser considerado um parametro fixo para organismo, e usado em ferramentas taxondmicas,
como ja ocorre em alguns estudos.

Andlises histoldgicas permitiram confirmar que as células pigmentares hepaticas e
testiculares, respondem ao estimulo por variagdo térmica. Esta resposta, entretanto, é
manifestada na diminuicdo da pigmentacdo no tecido hepdtico e aumento no tecido
testicular. Ainda deve ser destacado que sdo tipos morfoldgicos distintos, respectivamente,
melanomacréfagos ou células de Kupffer e melandcitos ou melandforos viscerais.

Com bases na bibliografia especializada e especialmente com este estudo,
sugerimos que os melanomacréfagos presentes no figado, apresentam fungdes relacionadas

a termorregulacdo, concorrendo para estabelecer a homeostasia corporal destes
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organismos; além é claro, das ja definidas fun¢des relacionadas a natureza fagocitaria do
macrdfago, associado ao sistema imunolégico. Embora nio se saiba exatamente o principio
pelo qual a temperatura atue, provavelmente ocorra interferéncia em alguma via
biosintética de formacdo dos pigmentos melanicos € movimentagdo dos melanossomos no
citoplasma da célula.

Com relagdo aos melandcitos, sugere-se que o aumento de pigmentacio verificado
no testiculo, possa estar relacionado a prote¢do conferida pela melanina. Essas
consideracdes sdo reforcadas com outros estudos na drea, que relacionam aumento de

N

pigmentacdo frente a exposicdo de hormodnios sexuais. Sabe-se que a temperatura, estd
diretamente relacionada a reproducdo de anfibios anuros, e variacdes neste parametro,
interferem na época de reproducdo, modos reprodutivos, corte, vocalizacdo e demais
comportamentos associados a reproducdo; devido a alteracdo nos niveis dos hormonios
sexuais no plasma sanguineo. Assim, sugerimos que a presenca (aumento) destas células
pigmentares no testiculo, esteja relacionada a dispersdo dos melanossomos no citoplasma
das células. Esta pigmentacdo pode estar envolvida com mecanismos de protecdo e
secundariamente de termorregulacdo, pois processos espermatogénicos necessitam de
temperaturas ideais para que ocorram adequadamente sem prejuizos funcionais, uma vez
que, segundo alguns autores, as células pigmentares viscerais desempenham papéis
funcionais de acordo com sua localizacgao.

Dentre as diversas funcdes atribuidas a melanina, pode-se considerar que duas delas
sdo importantes frente a condi¢des de variacdo térmica, a protecdo e termorregulacio.
Embora os melanomacréfagos e os melandcitos tenham como caracteristica comum a

presenca de melanina, ndo se pode desconsiderar o fato de que sdo células distintas, com

morfologia, origem e componentes pigmentares diferenciados, o que possivelmente explica
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a diferente resposta dessas células frente ao estresse por variacdo térmica (aumento de

pigmentacdo no testiculo e diminuicio de pigmentagdo no figado).
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IX. Conclusoes

1) A ocorréncia e intensidade da pigmentagdo presente na superficie dos diferentes 6rgaos
podem ser afetadas frente aos experimentos propostos?
- A variag@o térmica ndo ocasiona alteracdo na ocorréncia e intensidade das
células pigmentares viscerais, presentes na superficie dos Orgdos e estruturas
analisadas, macroscopicamente. Assim, foi possivel estabelecer um padrdo
descricdo anatomica de ocorréncia e intensidade desta pigmentacdo para
Eupemphix nattereri.
2) A variagdo na temperatura € um fator que influencia a pigmentacdo hepatica e
testicular?
—> A variagdo na temperatura é um fator que altera a pigmentacao, sendo observado
uma diminui¢do da 4drea pigmentar hepitica e aumento da drea pigmentar no

testiculo.

3) A resposta apresentada pelas células pigmentares presentes no tecido hepético e
testicular, continuam seu processo ou regride a medida que o estimulo € interrompido?
- As células pigmentares hepdticas e testiculares, respondem a ambas as
condicdes experimentais, e ao tempo de exposicdo. Assim, quando o estimulo foi
interrompido, verificou que houve o restabelecimento da pigmentagdo semelhante a

condicdo encontrada nos animais do grupo controle.
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4) Se houver resposta pigmentar, qual € a condi¢do experimental (hipertermia/hipotermia)

mais influente para promover a alteracio das células pigmentares hepaticas e testiculares?
- Nossos resultados permitem afirmar que as duas condi¢des experimentais
promovem alteragdes nas células pigmentares do tecido hepdtico e testicular.
Entretanto verificou-se que tanto para o figado quanto testiculo, a condi¢do de
hipotermia pode ser considerada mais dréstica, pois 0s animais requerem um tempo
maior para se recuperar do estresse promovido pelo frio, do que o ajuste fisioldgico
provocado pelo calor (hipertermia). Talvez esta determinagcdo bioldgica seja
suportada pelo fato de que este anuros estdo mais habituados ao calor do que ao

frio, pois s@o animais que habitam regides neotropicais.
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