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FRANCO-BELUSSI, L. Efeitos do Processo Inflamatério sobre o Sistema Pigmentar Extracutaneo no Anuro Eupemphix nattereri

Resumo: Os anfibios compartilham com os demais vertebrados ectotérmicos a existéncia de
um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por celulas com o citoplasma repleto de
melanina, em varios tecidos e oOrgdos. O papel funcional dessas células ainda nao esta
definido, havendo varias hipéteses, dentre elas o papel na defesa contra patdgenos. O objetivo
do trabalho foi observar a resposta das células pigmentares viscerais presentes no figado e
testiculos dos anuros frente ao processo inflamatorio induzido experimentalmente por
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. Para isso, foram realizadas analises
morfologicas, estereoldgicas e histoquimicas; com o intuito de observar as respostas celulares
envolvendo mudancas na forma e substancias presentes desse tipo celular no figado e
testiculos, além da descricdo anatbmica do sistema pigmentar extracutaneo desses animais
apos infeccdo. Foram utilizados 30 exemplares da espécie Eupemphix nattereri, 0s animais
foram inoculados, com dose Unica de LPS de E. coli, sendo analisados 2 e 24 horas apés a
inoculagcdo. Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados, a pigmentacdo visceral foi
descrita, em 12 regides pre-estabelecidas; sendo o figado e testiculos posteriormente retirados
e submetidos ao processamento histologico para realizagdo das analises. A pigmentacao
presente no figado aumentou no grupo tratado apos 24 horas, enquanto que nos testiculos é
observado aumento apds 2 horas. As substancias hemosiderina e lipofuscina ndo séo
verificadas nas gonadas, estando presentes apenas no figado. Quanto a hemosiderina, ndo ha
variagdo significativa entre os tratamentos. Ja a lipofuscina apresenta um aumento
significativo nos animais tratados apds 24 horas, estando ainda correlacionada positivamente
com a quantidade de melanina. Embora o figado e testiculo em E. nattereri apresentam como
caracteristica convergente a presenca de células contendo pigmentos, essas células respondem
diferentemente frente ao processo inflamatorio induzido experimentalmente, demonstrando

tratar-se de células distintas.

Palavras chave: Pigmentacao visceral, Anuro, Figado, Testiculos, Infeccéo.



FRANCO-BELUSSI, L. Efeitos do Processo Inflamatério sobre o Sistema Pigmentar Extracutaneo no Anuro Eupemphix nattereri

Abstract: Ectothermic vertebrates have a well-developed system of melanin-containing cells
present on several organs (liver, spleen, lung, heart, thymus, and gonads) and tissues
(meninges and connective tissues surrounding blood vessels), constituting an extracutaneous
pigmentary system. The functional role of these pigmented cells in the visceral organs are not
known, however there are several hypotheses, including a bactericide function. Our aim was
to characterize the response of visceral pigmented cells in the liver of the anuran Eupemphix
nattereri inoculated with lipopolysaccharide (LPS) of Escherichia coli. Morphological,
estereological and histochemicals analyses were carried out in order to describe the cellular
responses involving changes in the form and amount of pigmentary substances that occur in
this cellular type in the liver and testes. We inoculated twenty animals with one dose of LPS
of E. coli, and analyzed 2 and 24 hours after the inoculation for observation of pigmented
cells. After this period, the animals were euthanized and the liver and the testes were
submitted to the histological processing. The pigmentation increased in the liver of the
treatment group after 24 hours, whereas the pigmentation on testes increased after 2 hours of
inoculation. In the liver, haemosiderin and lipofuscin are located within melanomacrophages,
along with melanin. Haemosiderin showed no variation between the treatments, but lipofuscin
increased in the treatment group after 24 hours. The amount of haemosiderin was not
correlated neither with melanin nor lipofuscina, but melanin and lipofuscin were significantly
correlated in the animals analyzed 24 hours after LPS inoculation. Haemosiderin and
lipofuscin were not observed on testes. Although the liver and testes in E. nattereri presented
pigmented cells, these cells responded differently to the inflammation induced

experimentally, demonstrating that cells are distinct.

Key Words: Visceral pigmentation, Anura, Liver, Testes, Infection.
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I — Introducédo Geral
O Grupo Animal:

A classe Amphibia, proposta por Gray (1825), apresenta-se como 0S primeiros
vertebrados a viverem em ambiente terrestre, sendo que possuem como caracteristica marcante
uma fase larval aquéatica e outra adulta terrestre (POUGH et al., 2003). Apresenta trés
subclasses, Labyrinthodontia (ancestrais dos répteis) e Lepospondyli, ja extintas, e a subclasse
Lissamphibia, na qual estdo agrupados todos os anfibios atuais. Essa subclasse é constituida
pelas ordens Gymnophiona, representada pelas cecilias, Urodela, que sdo as salamandras, e
Anura, a qual inclui sapos, ras e pererecas (HILDEBRAND, 1995).

Os anfibios anuros apresentam ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo em todos 0s
continentes, com excecdo da Antartica, sendo a maior diversidade observada nas florestas
tropicais (DUELLMAN e TRUEB, 1994; POUGH et al., 2003). Os anuros apresentam
caracteristicas especificas, como permeabilidade cutanea a agua e eletrolitos, possuem ciclo de
vida dependente do ambiente aquético e do terrestre, fatos esses que os tornam vulneraveis as
alteracdes ambientais (DUELLMAN e TRUEB, 1994; RABB, 1990) e as acdes antropicas
degradantes.

Estudos relacionados a biologia reprodutiva, com énfase na anatomia gonadal,
realizados em espécies de regides neotropicais sdo poucos (MORESCO e OLIVEIRA, 2009;
OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA e SANTOS, 2004; OLIVEIRA et al., 2003 e 2002;
OLIVEIRA e VICENTINI, 1998), e referem-se a algumas especies da familia Leiuperidae,
Physalaemus cuvieri (OLIVEIRA et al., 2002; MORESCO e OLIVEIRA, 2009), P.
marmoratus e Eupemphix nattereri (OLIVEIRA e ZIERI, 2005; ZIERI et al., 2007), com
estudos sobre a espermiogénese e também sobre a ocorréncia de numerosas células com
pigmentos, distribuidas de forma aleatoria na tanica albuginea e intersticio testicular,

conferindo coloracdo escura aos testiculos.
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Essa pigmentacdo tem sido utilizada como um importante carater fenotipico na
taxonomia e filogenia de Dendrobatidae (GRANT et al., 2006) sendo também utilizada por
Franco-Belussi et al. (2009) para distinguir representantes das familias Leptodactylidae e

Leiuperidae.

O Sistema Pigmentar Extracuténeo:

Os anfibios, junto com os demais vertebrados ectotérmicos, compartilhnam a existéncia
de um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por células com o citoplasma repleto de
melanina, em varios tecidos e 6rgdos (GALLONE et al., 2002). Ha referéncias dessas células
contendo melanina em algumas visceras de peixes (JORDANOVA et al., 2008; AGIUS e
ROBERTS, 2003; HERRAEZ e ZAPATA, 1991; ZUASTI et al., 1990; AGIUS e AGBEDE,
1984; AGIUS, 1980), em salamandras (PRELOVISEK e BULOG, 2003; TREVISAN et al.,
1991; PEDERZOLI e TREVISAN, 1990), em anuros (MORESCO e OLIVEIRA, 2009; ZIERI
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA e ZIERI, 2005; OLIVEIRA et al., 2003 e
2002; GALLONE et al.,2002; BARNI et al., 2002 e 1999; ZUASTI et al.,1998; AKULENKO,
1998; SICHEL et al.,, 1997; ZAGAL’SKAIA, 1994; AOKI et al., 1969) e em répteis
(GOPALAKRISHNAKONE, 1986; CICERO et al., 1989; CHRISTIANSEN et al., 1996;
RUND et al., 1998; JOHNSON et al., 1999). Estes pigmentos melanicos que constituem o
sistema pigmentar extracutaneo estdo freqlientemente presentes no figado, baco, rins,
peritdnio, pulmdo, coracdo, vasos sanguineos, timo, gonadas e meninges (FRANCO-
BELUSSI, et al. 2010; MORESCO e OLIVEIRA, 2009; ZIERI et al. 2007; BAGNARA ¢
MATSUMOTO, 2006; GALLONE et al., 2002; ZUASTI et al.,1998; CHRISTIANSEN et al.,
1996; ZUASTI et al., 1990; AGIUS e AGBEDE, 1984; AGIUS, 1980). De modo particular
para algumas espécies, células pigmentares também podem ser observadas em pequena

proporcao no orgdo de Bidder de Rhinella ornata (= Bufo crucifer) ou (Chaunnus ornatus)
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(Bufonidae) (OLIVEIRA et al., 2003), sendo também relatadas em testiculos de Rhinella
schneideri (MORESCO e OLIVEIRA, 2009).

Essas celulas, descritas na epiderme e em diversos Orgdos sdao semelhantes a
melanocitos (ZUASTI et al., 1998; AGIUS e AGBEDE, 1984) provenientes da crista neural
ectodérmica (SICHEL et al., 1997), sendo capazes de produzir e armazenar melanina em seu
interior (AGIUS e ROBERTS, 2003).

Sdo também encontrados, em oOrgdos com funcdo hematopoeticas, outros tipos
celulares, com atividade fagocitica, semelhantes a macrofagos (AGIUS, 1980), originados de
células tronco hematopoéticas (SICHEL et al., 1997), os quais frequentemente se agregam
formando nddulos pigmentados denominados de centro de melanomacréfagos (AGIUS, 1981).
Esses centros sdo constituintes do sistema fagocitario mononuclear, possuindo funcgdes
relativas a sua estrutura e fisiologia. A principal funcdo esta relacionada com a fagocitose de
material celular oriundo do catabolismo (ELLIS et al., 1976), sugerindo que esses centros séo
responsaveis pela detoxificacdo ou reciclagem de produtos tanto endégenos, quanto exdgenos
(HERRAEZ e ZAPATA, 1986); atuando ainda na resisténcia contra patdgenos bacterianos e
esporos parasitas (ROBERTS, 1975); sua acdo também esta relacionada com a estocagem do
ferro apoés a eritrofagocitose (AGIUS e ROBERTS, 2003). A presencga dos melanomacrofagos
é relatada no baco, figado e rins; apresentam granulos em seus citoplasmas contendo
substancias como melanina, hemosiderina e lipofuscina, as quais sdo derivadas da degradagéo

de material celular fagocitado (AGIUS e AGBEDE, 1984; HERRAEZ e ZAPATA, 1991).

Substéncias Pigmentares:

A melanina é um polimero complexo, sintetizado endogenamente em vertebrados e
invertebrados (CESARINI, 1996), possui vérias formas multifuncionais, dentre elas a

eumelanina e a feomelanina (PROTA, 1992). A biossintese dessa substancia pode ser iniciada
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pela hidroxilagdo da L-fenilalanina a L-tirosina ou diretamente a partir da L-tirosina, que é
hidroxilada a L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) pela a¢do da enzima tirosinase. A L-DOPA
entdo e oxidada a dopaquinone tambeém pela acdo da enzima tirosinase, sendo a partir dessa
etapa divergente para a sintese de eu- e feomelanina (HEARING, 2006; PROTA, 1992).

A melanina pode absorver e neutralizar radicais livres, cations e outros agentes
potencialmente tdxicos, derivados da degradacdo de material celular fagocitado (ZUASTI et
al., 1989). E importante para 0s ectotérmicos contra componentes bacterianos devido & ag&o
da hidrogeno-peroxidase e suas quinonas precursoras, as quais agem como bactericida,
favorecendo as atividades enzimaticas, que podem ser restritas em baixas temperaturas
(CHRISTIANSEN et al., 1996).

Hemosiderina é uma substancia granular, que contém conjuntos de unidades de
hidréxido de ferro juntamente com proteinas. Essa substancia é gerada em tecidos onde ha
saturacdo de ions de ferro e desta maneira, esse composto para ser armazenado no interior
celular tem que se acumular em granulos (GRANICK, 1949). A hemosiderina apresenta
proteinas derivadas do catabolismo da hemoglobina dos eritrocitos, sendo desta maneira, um
produto metabolico intermediario que ocorre durante a reciclagem dos componentes na
eritropoiese (KRANS, 1989). Durante o processo de catabolismo dos eritrocitos, ha producéo
de granulos de hemoglobina desnaturada, os quais ocorrem no interior de vacuolos digestivos
e apresentam coloracdo marrom-amarelada, devido a presenca de hidroxido de ferro e
pigmentos biliares. Dentro de 3-4 dias essa coloracdo tende a desaparecer, embora alguns
grénulos parcialmente digeridos possam permanecer no tecido gerando coloragdo amarelada
devido a absorc¢do de bilirrubina (GRANICK, 1949).

A lipofuscina, também conhecida como pigmento da idade, € um pigmento intra-
lisossomal que ndo pode ser degradado pelas hidrolases lisossomicas, nem exocitado

(TERMAN e BRUNK, 2004). E resultante da polimerizacio oxidativa de &cidos graxos
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poliinsaturados, sendo acumulado em células pos-mitoticas, e, em peixes, como resultado de
dietas alimentares deficientes (PICKFORD, 1953). Durante a degradagdo autofagica normal
da mitocondria e proteinas contendo ferro, nos lisossomos, o ferro € liberado intra-
lisossomicamente, onde ele pode reagir com peroxido de hidrogénio formando radicais
hidroxila. Dependendo de sua taxa de formacéo, estes radicais altamente reativos podem se
ligar a materiais lisossdmicos, levando a formacdo de lipofuscina, ou desestabilizando a
membrana lisossomal, 0 que induz apoptose e necrose tecidual (KURZ, 2008; TERMAN e

BRUNK, 2004).

Células Pigmentares:

Células especializadas no armazenamento de pigmentos, 0s cromatoforos, sao
observadas em invertebrados e vertebrados ectotérmicos. Apresentam muitas projecdes
citoplasmaticas, o que Ihe confere aspecto dendritico. Sdo originadas do tubo neural durante o
desenvolvimento do embrido e migram para a pele, distribuindo-se na epiderme e derme
(WALLIN, 2002).

Vaérios tipos de pigmentos podem ser encontrados nos cromatoforos. Nos vertebrados,
sdo descritos pelo menos cinco tipos de cromatéforos, os melandforos, de cor preta ou
marrom, possuem melanina em granulos e sdo encontrados em peixes, anfibios e répteis. Os
eritr6foros apresentam coloracdo avermelhada, tem como pigmento a pteridina; os xant6foros,
também apresentam a substancia pigmentar pteridina aléem de carotendides dispostos em
vesiculas, conferindo coloracdo amarela. Os irid6foros apresentam coloracdo metalica, devido
a presenca de purinas depositadas em cristais refletores, assim como os eritr6foros e
xantoforos sdo encontrados em peixes, anfibios e répteis. Ja os leucoforos, os quais portam
gréanulos de purinas, conferindo coloracdo branca, s@o relatados apenas em peixes

(BAGNARA e MATSUMOTO, 2006; WALLIN, 2002).
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Os cromatoforos presentes na pele dos animais se dispdem preferencialmente na regiao
dérmica, sendo o xantoforo o mais superficial desta camada, localizado logo abaixo da
membrana basal epidérmica responsavel pela coloracdo amarela. Subsequentemente ha os
iridoforo, células que possuem aspecto iridescente, originando coloracdo prateada. Na camada
mais profunda encontram-se os melandforos, os quais sdo responsaveis pela coloracdo de
marrom ao preto. A disposicdo dessas celulas pigmentares nos diferentes extratos da pele estéo
intimamente relacionados ao tipo de pigmento que possuem e quais comprimentos de onda
refletem e absorvem, podendo desta maneira exercer suas fungdes (BAGNARA e
MATSUMOTO, 2006).

Melanoforos dos animais ectotérmicos, localizados na derme, s@o responsaveis pela
coloracdo escura (marrom-preta) dos peixes, anfibios e répteis alem de essencial para a rapida
mudanca de cor desses animais. Apresentam aspecto estrelado, ocupam grandes areas,
podendo ser observado especialmente na fase larval devido a fina espessura do epitélio.
Melanoforos do tipo dérmicos ndo sdo apenas restritos a derme, mas freqiientemente ocorre
em 6rgéos internos como figado, rins, coragéo, timo, e génadas, além dos vasos sanguineos,
peritdénio e meninges (BAGNARA e MATSUMOTO, 2006).

Peixes, repteis e anfibios possuem a capacidade de alterar a coloracdo rapidamente por
meio da regulacdo dos cromatoforos, onde ha dispersdo ou agregacdo das organelas que
acumulam pigmentos no interior celular de acordo com o estimulo. Em peixes, o estimulo para
a agregacdo ou dispersdo dos pigmentos pode ser oriundo de inervacdo direta ou controle
hormonal (FUJII, 2000). J& em anfibios, a movimentacdo dos pigmentos ocorre apenas por
controle hormonal (BAGNARA e MATSUMOTO, 2006). Essa rapida mudanca de cor nesses
animais é chamada de fisiologica, e esta envolvida com a camuflagem e sinalizacdo social,

estando envolvidos varios tipos de cromatoforos (ASPENGREN et al., 2009).
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Outro tipo de mudanca de cor observada nos vertebrados € a mudanga de cor
morfologica, a qual € mais lenta que a fisioldgica, porém duradoura. Esta mudanca de cor é
ocasionada pela mudanca no numero de cromatéforos e deposicdo de pigmentos no
tegumento. Em mamiferos e anfibios, os melanossomos sdo dispersos e transferidos para as
células tegumentares, sendo que a longo prazo, a dispersdo de pigmentos também estimula a
producdo de novas celulas pigmentares. Essa mudanca de cor também é modulada pela acéo
hormonal, embora a regulacdo da diferenciacdo das células pigmentares e a transferéncia de
pigmentos sdo dependentes dos niveis intracelulares de adenosina monofosfato ciclico (AMP
c), célcio e inositol trifosfato (IP3) (SUGIMOTO, 2002).

A mudanca de cor observada nos vertebrados é modulada principalmente por trés
hormonios. Dentre eles, o mais conhecido e estudado, 0 a-Hormonio Estimulante do
Melanocito (a-MSH), o qual possui acdo tanto na pigmentacdo tegumentar dos animais
ectotérmicos, agindo na dispersdao de pigmentos nos melanoforos, xantéforos e eritroforos
(BAGNARA ¢ MATSUMOTO, 2006), bem como atua no sistema pigmentar extracutaneo,
onde hd um aumento da expressdo génica da tirosinase, como demonstrado por Guida, et
al.(2004) no figado de Rana esculenta. O Hormdnio Concentrador de Melanina (MCH),
encontrado em peixes teleosteos, possui efeito antagdnico ao a-MSH, € um neuropeptideo
ciclico, sintetizado como pré-horménio no hipotalamo de vertebrados (KAWAUCHI, 2006),
apresentando como funcdo a agregacdo dos melanossomos (FUJII, 2000). A Melatonina, a
qual € um horménio pineal produzido durante o periodo de escuro, foi identificada por Lerner
(1960) como substancia responsavel pelo clareamento da pele em anfibios, sendo sua acéo
também observada em cultura de melanéforos de peixes e anfibios, sendo esse hormdnio
relatado como indutor da agregacdo dos melanossomos (ASPENGREN, 2003; MESSENGER

e WARNER, 1977).
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Os melanossomos sdo organelas onde pigmentos melénicos sdo produzidos e
armazenados, estando presente varios graus de maturacdo dessa organela (MARKS e
SEABRA, 2001). Os melanossomos inicias, ou premelanosomos, ndo possuem pigmentos,
embora tenha caracteristicas distintivas. Estagio | do melanosomos contém vesiculas internas
membranosas que lembram tipicos corpos multivesiculares endossomais tardios, e estruturas
fibrosas irregulares. Fibras regulares e alongadas dispostas paralelamente caracterizam o
Estagio Il do melanossomo, resultando em sua caracteristica estriada na microscopia
eletronica. Estas fibras servem como molde para deposicdo de eumelanina nos melanossomos
maduros, resultando em seu escurecimento e espessamento (estagio Il11) e de eventual
mascaramento de estrutura intralumeal devido ao acumulo de melanina (estagio 1V). Assim, a
formacdo dos melanossomos com fibras caracteristicas antecede a sintese de eumelanina,
sendo um passo essencial na eumelanogenesis (MARKS e SEABRA, 2001; BAGNARA e
MATSUMOTO, 2006).

Essas estruturas sdo estruturas moveis, capazes de se movimentar no interior das
células pela agéo das proteinas motoras, a dineina citoplasmatica, a cinesina Il, e a miosina V,
sendo esse movimento direcionado pelos microtibulos. Cada proteina tem acdes diferentes
proporcionando a movimentacdo dos melanossomos e assim, agregacdo e dispersdo dos
pigmentos. A proteina responsavel pela movimentacdo centrifuga é a cinesina, gerando a
dispersdo dos melanossomos e consequiente escurecimento do animal. A proteina cuja acao €
antagonica é a dineina, sendo responsavel pela movimentacdo centripeta dos melanossomos e
conseqliente agregacdo dos pigmentos celulares, gerando o clareamento do animal
(BAGNARA e MATSUMOTO, 2006; NASCIMENTO et al., 2003). Ja as moléculas de actina
sdo responsaveis pela pequena (curta) movimentacdo, ou movimentagdo cruzada, uma vez que
esse tipo de movimento é deslocado do eixo do microtubulo permitindo maior dispersdo do

pigmento por todo o citoplasma celular. Nesse tipo de movimentacdo, a miosina V se liga ao
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melanossomo permitindo o deslizamento do conjunto miosina e melanossomo, pelo filamento
de actina (BAGNARA e MATSUMOTO, 2006; NASCIMENTO et al., 2003).

O papel funcional das células pigmentares nos érgdos viscerais dos vertebrados
ectotérmicos ainda ndo estd definido, havendo varias hipoteses (GALLONE et al., 2002),
dentre elas, fungdes citoprotetoras relacionadas aos radicais livres (MCGRAW, 2005) e
processos de detoxificacdo de poluentes (FENOGLIO et al., 2005); sendo ainda demonstrado
um aumento na quantidade de melanina no figado, conjuntamente com modificacdes
metabdlicas e estruturais das células hepaticas em Rana esculenta durante o inverno (BARNI
et al.,1999). Ainda com relagdo ao figado, o aumento da pigmentacdo pode estar relacionado
com a hemocaterese (CICERO et al., 1977; KALASHNIKOVA, 1992); e em salamandras, a
ativacdo da melanogénese hepatica pode estar relacionada com a hipoxia (FRANGIONI et al.,
2000); ja com relacao aos centros de melanomacrofagos em peixes, 0 aumento de pigmentos

melanicos tem sido relacionado com patologias (ROBERTS, 1975).

Defesa contra Patdgenos:

Os anfibios, assim como 0s peixes, estdo susceptiveis a acdo de diversos organismos
patogénicos, 0s quais se utilizam do ambiente aquatico para sua disseminacdo. Como barreiras
contra 0s patdgenos esses animais apresentam secrec6es na pele que podem conter substancias
bactericidas evitando a contaminagdo. Quando o contaminante atinge o interior do corpo, €
necessaria a acdo das células do sistema imunoldgico para sua eliminacdo, sendo os
macrofagos, responsaveis por essa agdo e sao também considerados precursores dos 0rgaos
linfides dos mamiferos (VIGLIANO et al., 2006).

Os macrofagos possuem importantes fungdes no sistema imunologico que envolve a
fagocitose de material patogénico, producdo de citocinas, secrecdo de fatores de crescimento e
enzimas que remodelam o tecido injuriado (ABBAS e LICHTMAN, 2006 &

MAGNADOTTIR, 2006 apud HOLVOLD, 2007). Nos animais ectotérmicos os macrofagos
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possuem atuacdo primordial na defesa contra patdgenos, principalmente em baixas
temperaturas, quando os linfocitos estdo suprimidos (PXYTYCZ e JOZKOWICZ, 1994).

Durante os processos infecciosos, a ativacdo dos macrofagos, se da por um conjunto de
modificagdes morfologicas, bioguimicas e funcionais, que possibilitam a destruicdo de
microorganismos (ADAMS e HAMILTON, 1986). Uma das substancias estimuladoras da
ativacdo destas células sdo os lipopolissacarideos (LPS) bacterianos (MOREIRA e
OLIVEIRA, 2002).

Os lipopolissacarideos (LPS) s@o moleculas compostas por lipidios e carboidratos, que
estdo presentes na membrana externa de bactérias gram-negativas fornecendo protecdo e
resisténcia a esses organismos. Essa substancia é uma endotoxina responsavel pela resposta
imune no organismo hospedeiro, a qual estimula os fagdcitos mononucleares a sintetizar
citocinas (FLORES QUINTANA e RUAS DE MORAES, 2001), como o Fator de Necrose
Tumoral a (TNF-a) e Interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-10) (AKIRA e HEMMI, 2003), que
mediam a reacdo imune contra o patdgeno.

A bactéria Escherichia coli possui ampla distribuicdo e esta associada, principalmente,
a ambientes poluidos por efluentes de esgoto, provocando contaminacdo aquatica, levando a
contaminacdo tanto de animais, quanto de seres humanos. Essa bactéria apresenta sua
patogenicidade associada a producdo de toxinas, a qual €& representada pelos
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede celular externa, que ativa o sistema imune e
promove a vasodilatacdo pela producdo excessiva de citocinas, podendo levar ao choque
séptico. Esse composto bacteriano tem sido utilizado como modelo de estudos para a
caracterizacdo do processo inflamatério em diferentes grupos animais, tais como roedores
(BARONI et al.,, 1976) e peixes, onde Flores Quintana e Ruas de Moraes (2001)
correlacionaram a ocorréncia do processo infeccioso com aumento dos melanomacréfagos

presentes no rim de Piaractus mesopotamicus.
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Tendo em vista que as células pigmentares presentes em GOrgdos hematopoéticos
apresentam-se aumentadas devido a suas atividades fagociticas, este estudo visa avaliar se a
pigmentacdo visceral na superficie dos orgdos e estruturas da cavidade abdominal, bem como
no tecido hepatico e testicular do anuro Eupemphix nattereri (Anura: Leiuperidae) esta
associada ao papel protetor da melanina contra agentes infecciosos, e desta maneira, aumenta
com o tempo de exposicao ao patdgeno.

Para tanto, esse trabalho descreve a pigmentacdo visceral de E. nattereri frente ao
processo inflamatorio induzido experimentalmente por lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli, evidenciando variacbes morfoldgicas e quantitativas na pigmentagéo
hepatica e testicular desse animal.

Com esse intuito, foram utilizadas analises estereoscopicas a fim de classificar a
pigmentacdo visceral presente na superficie dos orgdos em 12 regifes anatbémicas pré-
estabelecidas (Capitulo 1). Visando elucidar a localizacdo das células pigmentares no tecido
hepatico, foi realizada a descricdo anatémica, histologica e ultraestrutural do figado do anuro
Eupemphix naterreri (Capitulo 2). A fim de descrever a dindmica das células pigmentares
presentes no figado (Capitulo 3) e testiculos (Capitulo 4) frente ao processo inflamatério
induzido experimentalmente foram realizadas analises histologicas quantitativas e

histoquimicas desses tecidos.
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Para o estudo, foram utilizados 30 machos adultos de Eupemphix nattereri (Anura,
Leiuperidae), coletados em varzeas, lagoas temporarias e permanentes na regido de Sao José
do Rio Preto — SP, em época de atividade reprodutiva (Janeiro e Fevereiro / 2008)
(RAN/IBAMA/MMA 18573-1).

Os exemplares capturados foram acondicionados em sacos plasticos e levados ao
Laboratorio de Anatomia Comparativa do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
de Séo José do Rio Preto, onde permaneceram em terrarios (28 X 21 X 15 cm) com o fundo
coberto com uma camada de 5 cm de terra retirada do ambiente onde os espécimes foram
coletados. Nos terrarios havia recipiente com agua, para evitar a desidratacao da pele, além de
galhos e folhas para simular o habitat do animal. A fim de prover sustento alimentar dos
animais, foram disponibilizados alimentos naturais constituintes tipicos de sua dieta
alimentar, tais como drosofilideos e isopteras.

Para os ajustes fisiologicos os animais permaneceram em fase de aclimatacdo durante
sete dias antes do inicio dos experimentos. Apds 0s tratamentos, os animais foram
transferidos para locais (de mesmas dimensdes) esterilizados e sem terra, onde havia
recipiente com agua e alimento. Esse procedimento foi adotado para evitar a contaminagéo

dos animais por infec¢des secundarias durante os experimentos.

Inoculacéo de Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli:

Os animais do tratamento (n=20) foram inoculados via intraperitonial com dose Unica
de 3 mg/Kg de LPS de Escherichia coli, Serotye 0127:B8 (Sigma, St. Louis, MO) (adaptado
de FLORES QUINTANA e RUAS DE MORAES, 2001) diluido em solugdo fisiologica
estéril. Para o controle (CONT), 10 animais foram injetados com solucdo fisioldgica estéril,

na mesma quantidade.
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As respostas celulares foram avaliadas 2 horas ap0s as inoculagcfes a fim de observar a
ativacdo das células residentes nos tecidos (LPS 2h), e 24 horas ap6s a inocula¢do para
observar a ativacdo do sistema imune inato e migracdo de células circulantes do sangue
periférico (LPS 24h). Segundo Flores Quintana e Ruas de Moraes (2001), 24 horas apés a
inoculagdo do inflamogeno aumenta a quantidade de centros de melanomacrofagos presentes
no rim de Piaractus mesopotamicus inoculados com LPS.

Durante os periodos experimentais, os animais foram monitorados periodicamente
para verificacdo de sua vitalidade, sendo inferida a partir da verificacdo de sua integridade

motora, medida por meio da resposta a estimulos tateis.

Processamento do material:

Os animais foram medidos no comprimento rostro-cloacal e pesados (antes e apds o
procedimento experimental). Em seguida, foram anestesiados e mortos por dose letal do
anestésico Benzocaina (0,59 /500 mL de agua) (Protocolo No. 70/07-CEEA), sendo
dissecados atraves de incisdo mediana desde a cloaca até a altura da cintura dos membros
dianteiros, expondo os Orgdos da cavidade abdominal para analises macroscopicas e
fotodocumentacdo em microscopio estereoscépico (Leica MZ16) acoplado ao sistema de
captura de imagens (Figura 1A). Apos a abertura da cavidade, o figado e os testiculos foram

removidos (Figuras 1B e C), pesados (separadamente).

Quantificacao das células pigmentares viscerais

As caracteristicas estruturais e qualitativas das células pigmentares viscerais
associadas aos 0rgdos e tecidos foram descritas seguindo o Protocolo de Quantificagdo 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 em outros 6rgaos e tecidos. A classificacdo da pigmentacdo é baseada na intensidade
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de pigmentacéo, 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 pigmentacéo (Apéndice 1).

Neste trabalho, o protocolo de classificacdo da pigmentacdo visceral foi aplicado em
12 regides anatdmicas pré-estabelecidas: 1- Pericardio e vasos da base do coracdo; 2-
Coragdo; 3- Pulmdes; 4- Estdmago; 5- Intestino; 6- Reto; 7- Rins e vasos renais; 8-
Testiculos; 9- Vesicula urinaria; 10- Plexo nervoso lombar; 11- Peritbnio parietal

lumbosacral; 12- Mesentério.

Analises Morfologicas e Estereologicas:

Para as analises morfoldgicas fragmentos de figado e testiculos foram fixados em
solucdo fixadora Karnovisky (tampdo fostato Sorensén 0,1M, tampdo fosfato pH 7.2
contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2.5%), por 24 horas, a 4°C. Posteriormente as
amostras foram lavadas em agua, desidratadas em série alcodlica e emblocadas em historesina
(Leica-historesin embedding kit). Seccbes de 2 um foram obtidos em micrétomo (RM 2265,
Leica, Suica). Os cortes foram corados com Hematoxilina-eosina e observados em
microscopio (Leica DM4000 B) com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280).

As andlises estereoldgicas foram realizadas com a utilizacdo do programa Image Pro-
Plus, Media-Cybernetics Inc.(versdo 4.5) de acordo com a proposta de Lehr (1997), com
adaptacOes, a qual se baseia na diferenca de intensidade de coloracdo para quantificar a
expressdo de receptores hormonais. Para a quantificacdo da pigmentacdo visceral foram
analisados 25 campos histolégicos de cada 6rgdo (figado e testiculo) de cada animal,

totalizando 125 regides analisadas, de cada 6rgéo, por grupo experimental.
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Analises Histoquimicas:

Para a deteccdo das substancias lipofuscina e hemosiderina foram utilizados cortes
histolégicos de figado e testiculo com 2 um de espessura, em historresina. Para a deteccéo da
lipofuscina, os cortes foram incubados por 15 mim em solu¢do de Schmorl, composta de
75mL de cloreto férrico a 1%, 10mL de ferricianeto de potassio e 15mL de &gua destilada,
posteriormente foram imersas em solucdo aquosa de vermelho neutro a 1% seguida de
solugdo aquosa de eosina 1% . Para deteccdo da hemosiderina, os cortes foram incubados
pelo mesmo tempo, em solugdo &cida de ferrocianidio, obtido com a dissolucdo de 2g de
ferrocianeto de potassio em 100mL de solucdo de é&cido cloridrico a 0,75mol/L.
Posteriormente foram imersas em solucdo aquosa de vermelho neutro a 1% seguida de
solugdo aquosa de eosina a 1% . Apds esses procedimentos foram montadas em laminas

permanentes.

Andlise Estatistica:

Para analise dos dados foram identificados outliers e posteriormente foi realizado o
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para dados paramétricos foi realizada analise de
variancia Anova um critério; e para a analise de correlagio com dados biométricos, o
coeficiente de correlacdo de Pearson. Ja para os dados ndo paramétricos, foi realizada a
transformacdo com a utilizacdo da raiz quadrada, caso permanecessem como n&o
parameétricos, foi utilizado para a analise de variancia o teste de Kruskal-wallis; e para a
analise de correlacdo com variaveis biométricas o coeficiente de correlacdo de Spearman

(ZAR, 1999).
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Figura 1: A - Vista geral da cavidade abdominal do anuro Eupemphix nattereri
evidenciando os 6rgaos. E: Estdbmago; F: Figado; P: Pulméo; V: Vesicula Biliar. B — Figado,
representando suas caracteristicas anatdmicas e estruturais. C — Testiculos, evidenciando
intensa pigmentacdo encontrada nas gonadas dos animais dessa familia.
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Resumo: Os anfibios possuem um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por celulas
com o citoplasma repleto de melanina, em varios tecidos e 6rgdos. O papel funcional dessas
células pigmentares nos orgaos viscerais ainda ndo esta definido, havendo varias hipdteses.
Esse estudo visa descrever a pigmentacdo visceral do anuro Eupemphix nattereri frente ao
processo inflamatorio induzido experimentalmente por Escherichia coli, bem como, analisar
a resposta pigmentar na superficie dos 6rgdos. Para o estudo, foram utilizados 30 machos
adultos de Eupemphix nattereri, coletados na regido de S&o José do Rio Preto, os quais foram
inoculados com lipopolissacarideo de Escherichia coli, sendo eutanasiados e analisada a
pigmentacAo visceral apos 2 e 24 horas de inoculagio do patdgeno. E observada, por meio da
microscopia estereoscopica, conspicua pigmentacdo na superficie dos orgaos da cavidade
abdominal. No sistema cardio-respirtorio ha auséncia total de pigmentacdo no coragdo, em
todos os animais dos trés grupos experimentais, enquanto em outras regiées como pulmaes,
pericardio e vasos da base cardiacos todos os individuos analisados apresentaram algum grau
de pigmentacédo (categorias 1 e 2). No sistema digestorio ha pouca pigmentacdo na superficie
dos orgdos. O maior grau de pigmentacdo (categoria 3) foi observado apenas nas génadas dos
animais do grupo controle e tratados analisados ap0s 2 horas de inoculacdo do patdgeno,
sendo que nos animais analisados apds 24 horas da inoculacdo ha menor grau de
pigmentacdo, demonstrando uma reducdo desta pigmentacdo na superficie gonadal em
animais inoculados com o patdgeno e analisados ap0s 24 horas. Em regibes como mesentério,
peritbnio parietal lombosacral e plexo nervoso lombar a pigmentacéo ocorre (categorias 1 e

2), com distribuicdo constante, em todos 0s grupos experimentais.

Palavras chave: Pigmentacdo visceral, Anuro, Eupemphix nattereri, Infeccdo, Escherichia
coli.
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Introducéo

Os anfibios possuem um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por celulas com
o citoplasma repleto de melanina, em varios tecidos e 6rgdos (GALLONE et al., 2002). Estes
pigmentos melanicos que constituem o sistema pigmentar extracutaneo estdo freqientemente
presentes no figado, baco, rins, peritdnio, pulmé&o, coracdo, vasos sanguineos, timo, gbnadas e
meninges (FRANCO-BELUSSI et al., 2010; MORESCO e OLIVEIRA, 2009; ZIERI et al.,
2007; BAGNARA e MATSUMOTO, 2006; GALLONE et al., 2002; ZUASTI et al.,1998;
CHRISTIANSEN et al., 1996; ZUASTI et al., 1990; AGIUS e AGBEDE, 1984; AGIUS,
1980).

Essas celulas, descritas na epiderme e em diversos Orgados sdao semelhantes a
melanocitos (ZUASTI et al., 1998; AGIUS e AGBEDE, 1984) provenientes da crista neural
ectodérmica (SICHEL et al., 1997), sendo capazes de produzir e armazenar melanina, a qual €
capaz de absorver e neutralizar radicais livres, cations e outros agentes potencialmente toxicos,
derivados da degradacdo de material celular fagocitado (ZUASTI et al., 1989; AGIUS e
ROBERTS, 2003),.

S&o ainda encontrados, em érgdos com funcdo hematopoéticas, outros tipos celulares,
com atividade fagocitica, semelhantes a macréfagos (AGIUS, 1980), os quais freqientemente
se agregam formando nddulos pigmentados denominados de centro de melanomacrofagos
(AGIUS, 1981).

O papel funcional dessas células pigmentares nos Orgaos viscerais ainda nao esta
definido, havendo varias hipoteses (GALLONE et al.,, 2002), dentre elas, funcdes
citoprotetoras relacionadas aos radicais livres (MCGRAW, 2005) e processos de detoxificacao
por poluentes (FENOGLIO et al., 2005); sendo ainda demonstrado um aumento na quantidade
de melanina no figado, conjuntamente com modificacbes metabdlicas e estruturais das células

hepaticas em Rana esculenta durante o inverno (BARNI et al.,1999).
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Esse estudo visa descrever a pigmentagéo visceral do anuro Eupemphix nattereri frente
ao processo inflamatorio induzido experimentalmente por Escherichia coli, bem como,

analisar a resposta pigmentar na superficie dos 6rgéos.

Metodologia

Para o estudo, foram utilizados 30 machos adultos de Eupemphix nattereri (Anura,
Leiuperidae), coletados em varzeas, lagoas temporarias e permanentes na regido de S&o José
do Rio Preto — SP (RAN/IBAMA/MMA 18573-1), em época de atividade reprodutiva
(Janeiro e Fevereiro / 2008). O manuseio dos animais, bem como o0s procedimentos
experimentais seguiram recomendacdes do comité de ética 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).

Os exemplares capturados foram acondicionados em sacos plasticos e levados ao
Laboratorio de Anatomia Comparativa do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
de Séo José do Rio Preto, onde permaneceram em terrarios (28 X 21 X 15 cm) com o fundo
coberto com uma camada de 5 cm de terra retirada do ambiente onde os espécimes foram
coletados. Para os ajustes fisiologicos os animais permaneceram em fase de aclimatacao
durante sete dias antes do inicio dos experimentos. Apds os tratamentos, 0s animais foram
transferidos para locais (de mesmas dimensGes) esterilizados e sem terra. Esse procedimento
foi adotado para evitar a contaminacdo dos animais por infeccGes secundarias durante os
experimentos.

Os animais do tratamento (n=20) foram inoculados via intraperitonial com dose Unica
de 3 mg/Kg de LPS de Escherichia coli, Serotye 0127:B8 (Sigma, St. Louis, MO) (adaptado
de FLORES QUINTANA e RUAS DE MORAES, 2001) diluido em solucdo fisioldgica

estéril, sendo analisados ap0s 2 horas (LPS 2h) e 24 horas (LPS 24h) de inoculacdo do
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patogeno. Para o controle, 10 animais foram injetados com solugédo fisiologica estéril, na
mesma quantidade. Os trés grupos experimentais foram constituidos aleatoriamente.

Os animais foram anestesiados e mortos por dose letal do anestésico Benzocaina (0,5¢
/500 ml de agua), sendo dissecados através de incisdo mediana desde a cloaca até a altura da
cintura dos membros dianteiros, expondo os 0rgdos da cavidade abdominal para analises
macroscopicas e fotodocumentacdo em microscopio estereoscopico (Leica MZ16) acoplado
ao sistema de captura de imagens.

As caracteristicas estruturais e qualitativas das células pigmentares viscerais
associadas aos 0rgdos e tecidos foram descritas seguindo o Protocolo de Quantificacdo 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 em outros 6rgéos e tecidos. A classificacdo da pigmentacdo € baseada na intensidade
de pigmentacéo, 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 pigmentag&o.

Neste trabalho, o protocolo de classificacdo da pigmentacdo visceral foi aplicado em
12 regides anatdmicas pré-estabelecidas: 1- Pericardio e vasos da base do coracdo; 2-
Coragdo; 3- Pulmdes; 4- Estdmago; 5- Intestino; 6- Reto; 7- Rins e vasos renais; 8-
Testiculos; 9- Vesicula urinaria; 10- Plexo nervoso lombar; 11- Peritbnio parietal

lombosacral; 12- Mesentério.

Resultados
E observada, por meio da microscopia estereoscopica, conspicua pigmentacdo na
superficie dos orgdos da cavidade abdominal (12 regibes anatdémicas pré-estabelecidas)

(Figuras 1, 2 e 3).
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Ao analisar orgdos do sistema cardio-respiratorio (Figura 1A e B) foi observada
auséncia total de pigmentacdo no coracdo (musculo cardiaco), em todos os animais dos trés
grupos experimentais (controle, LPS 2h e LPS 24h), enquanto em outras regides como
pulmdes, pericardio e vasos da base cardiacos todos os individuos analisados apresentaram
algum grau de pigmentacéo (categorias 1 e 2) (Figura 4).

No pericardio e vasos da base cardiaco, ha predominio de pouca pigmentacao
(categoria 1) nos animais dos trés grupos experimentais, sendo um maior grau de
pigmentacéo (categoria 2) observado também em animais do grupo controle e experimental
analisado apos 24 horas, em apenasl individuo.

Nos pulmdes, a maioria dos individuos do grupo LPS 2h apresentam quantidade
expressiva de pigmentacdo (categoria 2) assim como alguns individuos do grupo controle e
LPS 24h, embora nesses grupos o predominio é de pouca pigmentacdo nesse 0rgao (categoria
1). N&o séo verificadas diferencas entre os antimeros pulmonares.

Orgaos do sistema digestorio (Figuras 1C e D, 2A) apresentam pouca pigmentacdo em
suas superficies. A regido que apresentou pigmentacao na maioria dos individuos, embora em
pequena quantidade (categoria 1) foi a porcéo final do intestino, mais especificamente o reto,
onde em todos os individuos dos grupos tratados apresenta pigmentacao; enquanto no grupo
controle, embora h& predominio da categoria 1 nessa regifes, ha um individuos que nédo
apresentou pigmentacdo (categoria 0). Ha também individuos que apresentaram maior
quantidade de pigmetnacdo nessa regido (categoria 2) no grupo controle e LPS 24h (Figura
5).

No sistema urogenital (Figuras 2B e C), ndo é observada pigmentacdo em nenhum
animal, de nenhum dos grupos experimentais, na vesicula urinaria; na face dorsal dos rins e
veias renais, a pigmentacdo ocorre em todos os animais analisados, dos trés grupos

experimentais, sendo encontrada pouca a moderada pigmentacéao (categorias 1 e 2) (Figura 6).
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O maior grau de pigmentacdo (categoria 3) foi observado apenas nas gbénadas dos
animais do grupo controle e LPS 2h, sendo que nos animais analisados apds 24 horas da
inoculacdo do patdgeno hd o predominio de pouca a moderada pigmentacao (categorias 1 e
2), onde ha presenca de pigmentacdo, embora ainda seja possivel distinguir a coloracao
esbranquicada, comumente descrita para os testiculos de vertebrados (Figuras 3 e 6). Essa
diferenca na quantidade de pigmentacdo encontrada nos testiculos dos animais dos diferentes
grupos experimentais é significativa estatisticamente (X?: 17,11 e p = 0,002), demonstrando
uma reducdo na quantidade de pigmentacdo na superficie gonadal em animais inoculados
com o patégeno e analisados ap6s 24 horas (Figura 8). Também ndo foram observadas
diferencas entre os antimeros gonadais e nos rins.

Em regides como mesentério, peritonio parietal lumbosacral e plexo nervoso lombar
(Figura 2D) ha presenca constante de pigmentacdo em todos 0s grupos experimentais,

variando de pouca a moderada pigmentacéo (categorias 1 e 2) (Figura 7).

Discusséo

Células contendo pigmentos melanicos sdo encontradas, além da pele, em outros
orgaos, constituindo o sistema pigmentar extracutaneo (GALLONE et al., 2002). Essas
células estdo presentes freqlientemente no tecido conjuntivo (cépsula e intersticio) ou
externamente associada a tunicas adventicias ou membranas serosas (FRANCO-BELUSSI et
al., 2010; GALLONE et al., 2002). Sdo celulas grandes e irregulares, observadas ao
estereomicroscopio, possuem citoplasma intensamente pigmentado e podem apresentar-se
com formato dendritico ou puntiforme, devido a presenca ou auséncia de prolongamentos
citoplasmaticos, respectivamente (OLIVEIRA e ZIERI, 2005).

Dentre os poucos estudos que descrevem estes tipos celulares, destacam-se 0s que

envolvem o aparelho urogenital dos anuros. Para a maioria das espécies ndo sdo descritas
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células pigmentares nas gonadas, embora alguns autores constataram uma intima relagdo dos
melandcitos viscerais com o sistema vascular dessas, bem como nos vasos de outros érgéos, e
também nas membranas conjuntivas associadas. Especificamente nas gbnadas de E. nattereri,
P. cuvieri e P. fuscomaculatus, tanto no intersticio como na tunica albuginea, a ocorréncia é
intensa, conferindo ao testiculo uma coloracdo preta completa ou mesclada de preto
(OLIVEIRA et al., 2002 e 2003; OLIVEIRA e ZIERI, 2005; ZIERI et al. 2007).

A funcédo dessa pigmentacdo presente nas génadas de anuros, ndo esta ainda definida,
embora tenha sido utilizada por Franco-Belussi et al. (2009) para diferenciar espéecies de
anuros presentes em duas familias, gerando um padrdo para a classificacdo pigmentar desse
Orgao, e desta maneira sugerindo um carater filogenético para essa pigmentacao.

Células pigmentares presentes em 6rgdos hematopoéticos séo encontrados associados
a doencas infecciosas cronicas (AGIUS e ROBERTS, 2003), devido a caracteristicas
morfofisiologicas dessas células. Em E. nattereri, células pigmentares presentes na superficie
dos testiculos encontram-se diminuidas ap6s 24 horas de inoculagdo do patdgemo,
evidenciando diferencas funcionais entre esses dois tipos celulares.

Ainda em relacdo a pigmentacdo testicular, Moresco e Oliveira (2009) relataram a
ocorréncia de discreta pigmentacdo (categoria 1) variando durante o periodo reprodutivo em
Rhinella schneideri, embora em outra espécie, Physalaemus cuvieri, a pigmentacéo testicular
foi intensa (categoria 3) e igualmente distribuida ao longo de toda a estacdo reprodutiva. Ja
em espécies como Dendropsophus nanus, D. minutus, D. elianeae e D. sanborni ndo foi
relatada pigmentacdo nas gbnadas em animais coletados durante o periodo reprodutivo
(FRANCO-BELUSSI et al., 2010).

Em regides como pericardio, coracdo, estbmago, intestino, rins e veias renais, a
pigmentacdo encontrada em E. nattereri inoculados com E. coli é semelhante ao relatado por

Moresco e Oliveira (2009) para as espécies Rhinella schneideri e Physalaemus cuvieri
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durante o periodo reprodutivo dessas espécies; havendo um predominio de discreta
pigmentacdo (categoria 1) no pericardio; jA& no coracdo e orgdos do sistema digestorio
(estbmago e intestino) a auséncia de pigmentacdo é predominante. Ja para as espécies
Dendropsophus elianeae e D. sanborni hd predominio de pouca pigmentacdo no coracao;
enquanto para a espécie Dendropsophus nanus ha presenca de maior grau de pigmentacéo
(categoria 2) nesse Orgdo. Para as espécies do género Dendropsophus, a auséncia total de
pigmentacdo também é relatada no estdmago e intestino de animais analisados durante o
periodo reprodutivo (FRANCO-BELUSSI et al., 2010).

Outras regibes como pulmdes, em E. nattereri, ha aumento da pigmentacdo nos
animais infectados, analisados apos 2 horas de inoculacdo do patogeno (categoria 2); em P.
cuvieri ha variacdo na ocorréncia de pigmentacdo, onde no inicio da estacdo reprodutiva
apresentavam pouca pigmentacao (categoria 1), e ao final da estacdo o predominio era de
auséncia pigmentar (categoria 0) (MORESCO e OLIVEIRA, 2009); enquanto em
Dendropsophus nanus e D. elianeae o predominio ¢ de pouca pigmentacdo (categoria 1)
(FRANCO-BELUSSI et al., 2010).

Na porcao final do intestino, mais especificamente, no reto, hd predominio de discreta
pigmentacdo (categoria 1) em E. nattereri, em todos os animais, inoculados com E. coli e do
grupo controle, o que também & observado na espécie P. cuvieri, durante o periodo
reprodutivo (MORESCO e OLIVEIRA, 2009). Nas espécies do género Dendropsophus
(Dendropsophus nanus, D. elianeae e D. sanborni) ha predominio da auséncia de
pigmentacdo (categoria 0) no reto, enquanto em D. minutus a totalidade dos individuos
apresentou intensa pigmentacao (categoria 3) nessa regido (FRANCO-BELUSSI et al., 2010).

Nos rins e veias renais, em E. nattereri, a presenca de pigmentacdo € constante e
variando da discreta (categoria 1) a quantidade intermediaria (categoria 2), assim como o

observado para P. cuvieri durante o periodo reprodutivo; j& em D. nanus, a pigmentacao
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presente na face dorsal dos rins apresentou variagdo na ocorréncia ao longo do periodo
reprodutivo, sendo ausente (categoria 0) no inicio da estacdo e aumentando (categoria 2) no
final da estacdo (MORESCO e OLIVEIRA, 2009). A espécie D. minutus ndo apresentou
pigmentacdo nessa regido, em nenhum dos animais analisados (FRANCO-BELUSSI et al.,
2010).

Em regibes como mesentério, periténio parietal lombosacral e plexo nervoso lombar,
em E. nattereri, hd ocorréncia de pigmentacdo distribuidas nas categorias 1 e 2 ndo sendo
correlacionadas com os tratamentos experimentais, assim como as variagdes encontradas em
R. schneideri, P. cuvieri e D. nanus ndo foram relacionadas ao periodo reprodutivo desses
animais (MORESCO e OLIVEIRA, 2009).

Desta maneira, € possivel observar que a pigmentacdo presente na superficie dos
Orgaos dos anuros apresenta-se semelhante entre as espécies, em determinadas regides,
variando discretamente nos limites de amplitude da variacdo anatdmica da espécie,
dependendo do estimulo. Embora ndo foi relatado que um estimulo possa induzir

pigmentacdo em determinada regido ndo existente.
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Figuras

Figura 1: Orgdos e estruturas da cavidade abdominal do anuro Eupemphix
nattereri. A e B — Sistema cardio-respiratorio. C e D — Orgéos e estruturas do
sistema digestério. C: Coracdo; E: Estdbmago; I: Intestino; M: Mesentério; P:
Pulméo; Vb: Vesicula biliar.
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Figura 2: Orgdos e estruturas da cavidade abdominal do anuro Eupemphix
nattereri. A — Sistema digestorio, porcdo final, reto. B e C — Sistema urogenital.
D — Outras regides em que as células pigmentares sdo encontradas. B: Baco; Cv:
Coluna vertebral; Ls: Peritdnio lumbo-sacral; Pl: Plexo nervoso lombar; R: Rim;
Re: Reto; T: Testiculo; Vu: Vesicula urinéria.

Figura 3: Variacdo da pigmentacgéo testicular encontrada em Eupemphix nattereri. A —
Presenca de pouca pigmentacdo (Categoria 1). B — Pigmentacdo conspicua, onde a
coloracdo usual do 6rgdo foi mascarada (Categoria 2). C — Intensa pigmentacao,
(Categoria 3).
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Figura 4: Andlise comparativa da pigmentacdo visceral em Eupemphix nattereri
inoculados com LPS de Escherichia coli, érgdos e estruturas do sistema cardio-
respiratorio. CONT: Animais do grupo controle; LPS 2h: Animais analisados apos 2
horas de inoculagdo do patogeno; LPS 24h: Animais analisados apds 24 horas de
inoculacdo do patdgeno.

Figura 5: Analise comparativa da pigmentacdo visceral em Eupemphix nattereri
inoculados com LPS de Escherichia coli, érgdos e estruturas do sistema digestorio.
CONT: Animais do grupo controle; LPS 2h: Animais analisados ap6s 2 horas de
inoculagdo do patogeno; LPS 24h: Animais analisados apos 24 horas de inoculagdo do 3q
patdgeno.
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Figura 6: Analise comparativa da pigmentacdo visceral em Eupemphix nattereri
inoculados com LPS de Escherichia coli, érgdos e estruturas do sistema urogenital.
CONT: Animais do grupo controle; LPS 2h: Animais analisados ap6s 2 horas de
inoculagéo do patdgeno; LPS 24h: Animais analisados apds 24 horas de inoculagdo do
patogeno.

Figura 7: Analise comparativa da pigmentacdo visceral em Eupemphix nattereri
inoculados com LPS de Escherichia coli, mesentério, peritnio parietal e plexo nervoso
lombar. CONT: Animais do grupo controle; LPS 2h: Animais analisados apds 2 horas
de inoculacdo do patégeno; LPS 24h: Animais analisados apds 24 horas de inoculagdo
do pat6geno. 40
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Figura 8: Diferencas nas categorias de pigmentacdo presentes na
superficie testicular nos diferentes grupos experimentais. Média + Erro
padrdo. CONT: Animais do grupo controle; LPS 2h: Animais analisados
apo6s 2 horas de inoculagcdo do patdégeno; LPS 24h: Animais analisados
apos 24 horas de inoculacdo do patdgeno. Diferentes letras representam
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (p< 0,05).
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Resumo: O arranjo do tecido hepatico esta diretamente relacionado com caracteristicas
fisiologicas do animal, tais como ectotermia, alimentacdo e estado reprodutivo. Este estudo
visa caracterizar morfologicamente o figado do anuro Eupemphix nattereri, em seus aspectos
anatomicos, histologicos e ultraestruturais. Os animais foram coletados, levados ao
laboratdrio, onde foram eutanasiados com benzocaina e seguiram-se 0s procedimentos para
analise do figado. O figado ¢ um 6rgdo que se apresenta com formato irregular e ocupa
grande parte da cavidade abdominal, possui coloracdo avermelhada devido a grande
vascularizagdo presente nesse tecido. Anatomicamente, encontra-se dividido em trés lobos:
direito, médio e esquerdo, sendo esses Ultimos parcialmente unidos no terco inicial; embora a
subdivisdo em l6bulos ndo seja verificada. Externamente € revestido por uma capsula de
tecido conjuntivo a qual é responsavel por conferir sustentacdo e protecdo ao tecido. O
parénquima hepatico é formado por duas camadas de hepatocitos, com formato poliedrico,
dispostos em um arranjo cordonal duplo. Entremeados a esses corddes encontram-se 0S
sinusoides hepaticos os quais variam muito em tamanho e estdo intimamente associados aos
hepatocitos. Entre os corddes hepaticos, tambem foram observados a presencga de células do
sistema imunoldgico, os melanomacrofagos, alem de canaliculos biliares. Esses canaliculos
possuem a superficie revestida por microvilos curtos, os quais se projetam para o lumen. Os
melanomacrofagos sdo células que possuem em seu interiror substancias pigmentares tais
como melanina, hemosiderina e lipofuscina, as quais se acumulam decorrente do
metabolismo hepatico e contribuem para a coloracdo tipica do 6érgdo. No citoplasma do
hepatocito € observada elevada quantidade de mitocondrias, e outras organelas bem
desenvolvidas como complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico liso, além de grande

quantidade de glicogénio.

Palavras chave: Figado, Eupemphix nattereri, Hepatdcito.
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Introducéo

O figado € um o6rgdo Unico para o subfilo vertebrata, possuindo pouca variagdo entre
as classes. E a maior glandula do corpo, apresenta suas funcbes relacionadas com o
metabolismo de carboidratos e gorduras, producdo e remocdo de células sanguineas,
eliminacgéo de substancias toxicas, além da producédo da bile (HILDEBRAND, 1995).

O arranjo do tecido hepatico estd diretamente relacionado com caracteristicas
fisiologicas do animal, tais como ectotermia e estado reprodutivo (BRUSLE e ANADON,
1996).

Em anuros, esse 0rgao apresenta-se com lobulagdes, geralmente duas; em salamandras
sdo alongados e as vezes emarginados; enquanto em cecilias sdo fortemente alongados e
pouco emarginados (DUELLMAN e TRUEB, 1994).

Os hepatdcitos apresentam-se com arranjo tipico em muralha na maioria dos
vertebrados, podendo ter espessura de uma ou duas camadas de células (ELIAS, 1955). Em
peixe Leporinus macrocephalus o arranjo dos hepatocitos foi descrito como laminas de duas
celulas sobrepostas, circundadas por sinusoides, sendo esse arranjo denominado muralha
dupla (BOMBONATO, et al. 2007). Em anuros o arranjo tipico descrito é o tubular, em
forma de placas, circundados por sinusoides (SPORNITZ, 1975), embora sejam observadas
variagdes nesse arranjo.

A morfologia e arranjo do tecido hepatico € bastante variavel entre as espécies em
virtude da fisiologia do animal, assim, esse trabalho visa descrever esse tecido em machos de

Eupemphix nattereri, durante o periodo reprodutivo.
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Metodologia

Foram analisados 10 espécimes adultos de Eupemphix nattereri (Anura, Leiuperidae),
coletados na regido de S&o Jose do Rio Preto, S&o Paulo, Brasil (RAN/IBAMA/MMA 18573-
1). Os animais foram levados ao laboratério de Anatomia Comparativa do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas de S&o José do Rio Preto, onde foram eutanasiados com
benzocaina (0,59/500mL de &gua) e seguiram-se 0s procedimentos para analise do figado
(70/07 — CEEA).

Os animais foram colocados em decubito dorsal, a fim de permitir a exposi¢do da
cavidade abdominal, por meio de incisdo desde a altura da cintura pélvica até a altura da
cintura escapular. O figado foi retirado, pesado em balanga analitica com precisdo 0,05g,
fragmentos do ¢rgado foram fixados em solugdo fixadora Karnovisky (tampdo fostato
Sorensén 0,1M, tampéo fosfato pH 7.2 contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2.5%),
por 24 horas, a 4°C. Posteriormente as amostras foram lavadas em agua, desidratadas em série
alcoolica e emblocadas em historesina (Leica-historesin embedding Kit). SeccGes de 2 um
foram corados com Hematoxilina-eosina e Azul de toluidina, e observados em microscopio
(Leica DM4000 B) com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280).

Para a analise ultraestrutural, amostras foram fixadas durante 2h a 25°C em
glutaraldeido a 3% e acido tanico a 0.25% pH 7.3 em tampédo Millonig. Apés lavagem no
tampao, as amostras foram poés-fixadas durante 1h em tetroxido de ésmio a 1% diluido no
mesmo tampao, desidratadas em acetona e incluidas em araldite (COTTA-PEREIRA et al.,
1976). Seccoes ultrafinas (50-75 nm) foram obtidas usando navalha de diamante e coradas
com acetato de uranila a 2% por 20 minutos (WATSON, 1958) e citrato de chumbo em
solucéo de hidréxido de sédio 1IN (VENABLE e COGGESHALL, 1965) durante 8 minutos, e

examinados com microscépio eletronico Leo-Zeiss EM — 906 operando a 80 kV.
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Resultados

O figado do anuro Eupemphix nattereri € um 6rgdo que apresenta formato irregular e
ocupa grande parte da cavidade abdominal, tendo um indice hepatossoméatico médio de
1,37% = 0,25 para macho adultos durante o periodo reprodutivo. Localiza-se ventralmente e,
desta maneira, recobre os demais 6rgaos da cavidade, exceto o coracdo (Figura 1A). Possui
coloracdo avermelhada devido a grande vascularizagdo presente nesse tecido, a qual é
inerente a atividade fisiologica do orgdo (Figura 1). Apresenta grande mobilidade e se molda
aos orgdos mais fixos, notando-se as depressdes cardiaca e da vesicula biliar na face
mediastinica dorsal do 6rgdo. Apesar da sintopia com o0s pulmdes, e por estes serem
vesiculares, ndo ha impressdes anatdmicas no figado.

Anatomicamente, o figado nessa espécie encontra-se dividido em trés lobos,
identificados como lobo direito, lobo médio e lobo esquerdo, sendo esses ultimos
parcialmente unidos no terco inicial; embora a subdivisdo em l6bulos nao seja verificada. Os
lobos direito e esquerdo apresentam um apice cranial que se estende até o sulco atrio-
ventricular. Sendo que os lobos esquerdo e médio ocupam o antimero esquerdo do corpo do
animal. Disposto no antimero direito estdo o lobo hepatico direito e a vesicula biliar, cujo
volume quando em estado de plenitude tem o volume do lobo médio, e de modo
compensatorio esta deslocada para o antimero direito. A vesicula biliar estd localizada
intimamente associada a face dorsal pela desembocadura dos ductos, entre os lobos direito e 0
médio, em sintopia com o apice cardiaco, possui formato esférico, parede fina e transparente,
coloracgdo verde escura devido a visualizagdo da bile (Figura 2).

Externamente o figado € revestido por uma capsula de tecido conjuntivo a qual é
responsavel por conferir sustentacdo e protecédo ao tecido (Figuras 3 G, H e I). O parénguima
hepatico e formado por duas camadas de hepatocitos dispostos em um arranjo cordonal duplo

(Figura 3). Entremeados aos hepatdcitos encontram-se 0s sinusoOides hepaticos os quais
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variam muito em tamanho. N&o foram observados estruturas em triades, a qual é
caracterizada pela presenca de artérias e veias hepaticas juntamente com ductulos biliferos.
Entre as células proprias do tecido, os hepaticos, também foram observados a presenca de
componentes celulares oriundos do sistema imunoldgico, os melanomacréfagos, os quais séo
celulas esféricas, que possuem em seu interiror substancias pigmentares tais como melanina,
hemosiderina e lipofuscina, as quais se acumulam decorrente do metabolismo hepatico e
contribuem para a coloracéo tipica do 6rgéo (Figuras 3, 4A e C). S&o ainda encontrados, entre
0s hepatocitos, canaliculos biliares responsaveis por conduzir a secre¢do dos hepatocitos até a
vesicula biliar, onde sera armazenada posteriormente apos a drenagem pelos ductos hepaticos
(Figuras 4A e C). Esses canaliculos biliares possuem a superficie revestida por microvilos
curtos, 0s quais se projetam para o limen; é observada a associacdo de varios hepatdcitos a
um canaliculo (Figuras 4C-F).

Os hepatocitos apresentam-se com formato poliédrico, possuem propor¢do nucleo
citoplasmatica grande, onde o nlcleo apresenta-se com formato esférico e ocupando posicéo
central da célula. E observada também a presenca de um Unico nucléolo, esférico, localizado
centralmente no nucleo, rico em eucromatina (Figuras 3 e 4). No citoplasma é observada
elevada quantidade de mitocndrias e outras organelas bem desenvolvidas como complexo de
Golgi e reticulo endoplasmatico liso, além de grande quantidade de glicogénio (Figuras 4D e

F).

Discusséo

O figado de E. nattereri localiza-se ventralmente, na cavidade abdominal, possuindo
intima associacdo com o0s demais Orgaos da cavidade, e, portanto, apresentam sua forma,
tamanho e volume também relacionado com essa localizacdo. Possui ainda divisdo em trés

lobos hepaticos, assim como o observado em peixes teledsteos, sendo um central ou mediano
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e outros dois laterais, lobo hepatico direito e lobo hepético esquerdo (BRUSLE e ANADON,
1996; BOMBONATO, et al. 2007); essa divisdo em lobos é distinta do observado em
salamandras, onde ha uma massa hepética central, de onde partem trés lobos com formato
alongado (FRANCIS, 1934), sendo as formas desse 6rgdo dada em funcdo da anatomia
corporal dos animais. N&o foi observada subdivisdo do parénquima hepatico em I6bulos no
anuro Eupemphix nattereri, assim como também relatado para teledsteos (BRUSLE e
ANADON, 1996), embora essa subdivisdo do parénquima em arranjos poliédricos seja
descrita para mamiferos (ROMER e PARSONS, 1985). Nesse arranjo lobular cada conjunto
de células agrupadas, denominadas lo6bulos, & circundado por uma bainha de tecido
conjuntivo onde sdo encontrados trés tipos de condutos: ducto biliar, ramos da veia porta-
hepatica e ramos da artéria hepatica (ROMER e PARSONS, 1985), enquanto no anuro
Eupemphix nattereri os ductos e vasos encontram-se dispersos entre os corddes de
hepatocitos, sem estar arranjados conjuntamente em triades.

A coloracdo externa do 6rgdo marrom-avermelhada é devido a grande presenca de
vasos sanguineos no 6rgdo, podendo essa coloracdo variar ao amarelado em alguns peixes
devido a dieta artificial resultando na acumulacdo de lipidios. Ha relatos também de
coloracdo esverdeada do figado em peixes durante o desenvolvimento, estando relacionado
com a estase biliar (BRUSLE e ANADON, 1996). A coloragdo hepatica dos animais
analisados apresentam-se semelhante ao descrito para a maioria dos vertebrados.

O indice hepatossomatico medio para os machos adultos de E. nattereri foi de 1,37%,
assemelhando-se ao descrito para Osteichthyes, que € por volta de 1-2%. Embora variac6es
nesse indice sejam verificadas devido a diferencas entre sexos, idade, alimentagéo,
reproducéo ou estresse (BRUSLE e ANADON, 1996).

O arranjo dos hepatocitos nessa espécie € do tipo cordonal duplo, onde é observada

presenca de duas camadas de células. Esse arranjo em camada dupla de célula é relatado para
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alguns peixes, em contraste ao observado nos mamiferos onde h& predominio de uma camada
celular Gnica (BRUSLE e ANADON, 1996).

O figado desse anuro apresenta anatomia semelhante ao relatado para peixes, sendo
dividido em trés lobos, embora ndo apresente subdivisdo em l6bulos. Histologicamente o
arranjo dos hepatécitos é cordonal duplo e possuem associacdo com melanomacrofagos e
canaliculos biliares. Devido a intensa atividade metabdlica dessas células, é observada grande

quantidade de organelas como mitocéndrias e complexo de Golgi.
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Figuras

Figura 1: Vista ventral da cavidade abdominal do anuro Eupemphix nattereri evidenciando a
localizacdo do figado, bem como sua sintopia com os demais 6rgaos. C: Coracdo; Ld: Lobo
direito; Le: Lobo esquerdo; Lm: Lobo médio; P: Pulmao; Vb: Vesicula biliar.
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Figura 2: Morfologia externa do figado do anuro Eupemphix nattereri. A e C — Vista ventral
do 6rgdo mostrando a localizacdo da vesicula biliar e sua auséncia, respectivamente. Be D —
Vista dorsal do figado evidenciando a localizacdo da vesicula biliar, bem como a sua
auséncia, respectivamente. C: Coracdo; Ld: Lobo direito; Le: Lobo esquerdo; Lm: Lobo
médio; P: Pulmao; Vb: Vesicula biliar.
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Figura 3: Fotomicrografia do tecido hepético do anuro Eupemphix nattereri evidenciando a
disposicdo cordonal dupla dos hepatocitos, sendo estes circundados por sinusoides (s), é
também verificada a presenca de melanomacrofagos (*) entremeados aos hepatdcitos.
Revestindo o 6rgdo externamente hd uma cépsula de tecido conjuntivo (Seta — Figuras G,H e
I) D: Ductuolo biliar; S: Sinuséide; V: Vaso sanguineo. Coloracdo: A e G — Azul de
Toluidina; B,C,D,E,F,H e | — Hematoxilina-eosina. Barras: A,B,D,G e H —40um; CEE,Fe I:

SHm.
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Figura 4: A — Fotomicrografia do tecido hepatico mostrando o arranjo cordonal dos
hepatdcitos, bem como sua associacdo com os melanomacréfagos (*) e sinusoides (S).
Coloracao: HE. Barra: 5um. B, C, D, E e F — Eletromicrografia do figado demonstrando o
arranjo cordonal duplo dos hepatécitos (H) (Fig.B), bem como associacdo entre 0s tipos
celulares (Fig.C). E observada presenca de grande quantidade de mitocondrias (M) no
interior dos hepatocitos, sendo observado também complexo de Golgi desenvolvido (CG).
Ha ainda presenca a de canaliculos biliares (seta) em associacdo com os hepatécitos.
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Resumo: Vertebrados ectotérmicos possuem um sistema pigmentar extracutdneo bem
desenvolvido. Em érgdos com fungdes hematopoéticas, as células pigmentadas apresentam
com atividade fagocitica, sendo no figado essas ceélulas caracterizadas como
melanomacrofagos, possuindo diversas substancias pigmentares em seus citoplasmas, além da
melanina. Dentre elas a hemosiderina, resultante da degradacdo da hemoglobina dos
eritrocitos e a lipofuscina, oriunda da peroxidacdo de lipidios poliinsaturados. Esse estudo
visa avaliar as respostas das células pigmentares hepéticas do anuro Eupemphix nattereri
frente ao processo inflamatdrio induzido experimentalmente por Escherichia coli. Para tanto,
foram realizadas analises morfologicas, estereologicas e histoquimicas a fim de avaliar
mudancas na quantidade e presenca de substancias pigmentares que ocorrem nesse tipo
celular, no figado. Para o estudo, foram utilizados 10 machos adultos de Eupemphix nattereri,
0s quais foram inoculados intraperitonealmente com dose unica de lipopolissacarideo de
Escherichia coli, sendo eutanasiados e analisada a pigmentacdo hepética apos 2 e 24 horas de
inoculacdo do patdgeno. Para o controle 5 animais foram inoculados com solucdo fisioldgica
estéril. Melanomacrofagos s@o observados no tecido hepatico, entremeados aos corddes de
hepatocitos, preferencialmente localizados proximo a vasos sanguineos. H4& um aumento na
pigmentacdo presente no figado dos animais inoculados com o patdgeno e analisados apos
24h. E também observada a presenca de hemosiderina e lipofuscina no interior do
melanomacrofago. A quantidade de hemosiderina ndo varia de acordo com o estado
patologico do animal, enquanto a quantidade de lipofuscina diminui em animais analisados
apos 24horas. Esses resultados confirmam a presenca de trés diferentes substancias
pigmentares, no interior dos melanomacrofagos presentes no figado, a melanina, a
hemosiderina e a lipofuscina. Entretanto, essas trés substancias respondem diferentemente

frente a inoculacéo do patdgeno.

Palavras chave: Melanomacréfagos, Figado, Anura, Infeccdo, Hemosiderina, Lipofuscina.
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Introducéo

Os anfibios, junto com os demais vertebrados ectotérmicos, compartilham a existéncia
de um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por células com o citoplasma repleto de
melanina, em varios tecidos e 6rgdos (GALLONE et al., 2002); dentre eles figado, baco, rins,
peritbnio, pulmdo, coragdo, vasos sanguineos, timo, gdnadas e meninges (FRANCO-
BELUSSI, et al. 2009 e 2010; MORESCO e OLIVEIRA, 2009; ZIERI et al. 2007;
BAGNARA e MATSUMOTO, 2006; GALLONE et al.,, 2002; ZUASTI et al.,1998;
CHRISTIANSEN et al., 1996; ZUASTI et al., 1990; AGIUS e AGBEDE, 1984; AGIUS,
1980).

Em 6rgdos com funcdo hematopoéticas, essas celulas apresentam atividade fagocitica,
semelhantes a macrofagos (AGIUS, 1980), sendo originadas de células tronco hematopoéticas
(SICHEL et al., 1997), essas células freqiientemente se agregam formando nodulos
pigmentados denominados de centros de melanomacrofagos (AGIUS, 1981). Esses centros sao
constituintes do sistema fagocitario mononuclear, possuindo fungdes relativas a sua estrutura e
fisiologia. A principal funcéo esta relacionada com a fagocitose de material celular oriundo do
catabolismo (ELLIS et al., 1976), sugerindo que esses centros sdo responsaveis pela
detoxificacio ou reciclagem de produtos tanto enddgenos, quanto exdgenos (HERRAEZ e
ZAPATA, 1986); atuando ainda na resisténcia contra patdgenos bacterianos e esporos
parasitas (ROBERTS, 1975); sua acdo também esta relacionada com a estocagem do ferro
apos a eritrofagocitose (AGIUS e ROBERTS, 2003). Os melanomacréfagos possuem em seu
interior, substancias pigmentares como melanina, lipofuscina e hemosiderina, as quais sao
derivadas da degradacdo de material celular fagocitado (HERRAEZ e ZAPATA, 1991;
AGIUS e AGBEDE, 1984).

A melanina € um polimero complexo que pode absorver e neutralizar radicais livres,

cations e outros agentes potencialmente toxicos, derivados da degradacdo de material celular
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fagocitado (ZUASTI et al., 1989). E importante para 0s ectotérmicos contra componentes
bacterianos devido a acdo da hidrogeno-peroxidase e suas quinonas precursoras, as quais agem
como bactericida, favorecendo as atividades enzimaticas, que podem ser restritas em baixas
temperaturas (CHRISTIANSEN et al., 1996). A hemosiderina € um composto de ferro e
proteinas derivadas do catabolismo da hemoglobina dos eritrécitos e conseqlientemente um
produto metabolico intermediario que ocorre durante a reciclagem dos componentes na
eritropoiese (KRANS, 1989). Ja a lipofuscina é resultante da polimerizacdo oxidativa de
acidos graxos polinsaturados, sendo acumulado em peixes como resultado de dietas
alimentares deficientes (PICKFORD, 1953).

O papel funcional das células pigmentares nos 6rgaos viscerais dos vertebrados
ectotérmicos ainda ndo estd definido, havendo varias hipoteses (GALLONE et al., 2002),
dentre elas, fungdes citoprotetoras relacionadas aos radicais livres (MCGRAW, 2005) e
processos de detoxificacdo por poluentes (FENOGLIO et al., 2005); sendo ainda demonstrado
um aumento na quantidade de melanina no figado, conjuntamente com modificacGes
metabdlicas e estruturais das células hepaticas em Rana esculenta durante o inverno (BARNI
et al.,1999). Ainda com relacdo ao figado, o aumento da pigmentacdo pode estar relacionado
com a hemocaterese (KALASHNIKOVA, 1992; CICERO et al., 1977 ); e em salamandras, a
ativacdo da melanogénese hepatica pode estar relacionada com a hipoxia (FRANGIONI et al.,
2000); ja com relacdo aos centros de melanomacrofagos em peixes, 0 aumento de pigmentos
melanicos tem sido relacionado com patologias (ROBERTS, 1975).

Este trabalho visa avaliar os efeitos do processo inflamatério induzido
experimentalmente por lipopolissacarideo de Escherichia coli na pigmentagdo hepatica do
anuro Eupemphix nattereri, quanto a area pigmentada e quantidade de substancias

pigmentares presentes.
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Metodologia

Para o estudo, foram utilizados 15 machos adultos de Eupemphix nattereri (Anura,
Leiuperidae), coletados em varzeas, lagoas temporarias e permanentes na regido de S&o José
do Rio Preto — SP, em época de atividade reprodutiva (Janeiro e Fevereiro / 2008)
(RAN/IBAMA/MMA 18573-1).

Os animais do grupo experimental (n=10) foram inoculados via intraperitonial com
dose Unica de 3 mg/Kg de LPS de Escherichia coli, Serotye 0127:B8 (Sigma, St. Louis, MO)
(adaptado de FLORES QUINTANA e RUAS DE MORAES, 2001) diluido em solucéo
fisiologica estéril (0,02 mL). Para o controle, 5 animais foram injetados com solugéo
fisiologica estéril, na mesma quantidade.

As respostas celulares foram avaliadas 2 horas (LPS 2h) apds as inoculagcbes a fim de
observar a ativacao das células residentes nos tecidos, e 24 horas (LPS 24h) apds a inoculacéo
para observar a ativacao do sistema imune inato e migracdo de células circulantes do sangue
periférico.

O manuseio experimental e eutanasia dos animais seguiram recomendacgdes do comité
de ética da Universidade Estadual Paulista — UNESP/Botucatu, seguindo o Guia de cuidados
e uso de animais em laboratério (70/07-CEEA). Decorridos 0s tempos experimentais 0s
animais foram anestesiados e eutanasiados com o anestésico benzocaina (0,5 g/500 mL de
agua), foram pesados, e a cavidade abdominal foi exposta por meio de incisdo mediana desde
a cloaca até a altura da cintura dos membros dianteiros. O figado foi retirado, pesado em
balanca analitica de precisdo (0,05g) e seguiram-se 0s procedimentos para inclusdo e analise
do o6rgéo.

Para as analises morfoldgicas e histoquimicas fragmentos de figado foram fixados em
solucdo fixadora Karnovisky (tampédo 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
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amostras foram lavadas em agua, desidratadas em série alcodlica e emblocadas em historesina
(Leica-historesin embedding kit). Seccdes de 2 um foram obtidas em micrétomo (RM 2265,
Leica, Suiga). Os cortes foram observados em microscopio (Leica DM4000 B) com sistema
de captura de imagens (Leica DFC 280).

Para as analises estereologicas os cortes foram corados com Hematoxilina-eosina e a
quantificacdo da pigmentagédo foi realizada com a utilizacdo do programa Image Pro-Plus,
Media-Cybernetics Inc.(versdo 4.5) de acordo com a proposta de Lehr (1997), com
adaptacOes, a qual se baseia na diferenca de intensidade de coloracdo para quantificar a
expressdo de receptores hormonais.

Para a deteccdo da lipofuscina, os cortes histologicos de figado foram incubados por
15 mim em solucdo de Schmorl, composta de 75 mL de cloreto férrico a 1%, 10 mL de
ferricianeto de potéssio e 15ml de agua destilada, posteriormente foram imersas em solugéo
aquosa de vermelho neutro a 1% seguida de solucédo aquosa de eosina 1% . Para deteccdo da
hemosiderina, os cortes foram incubados pelo mesmo tempo, em solucdo &cida de
ferrocianidio, obtido com a dissolucdo de 2g de ferrocianeto de potassio em 100 mL de
solucgéo de acido cloridrico a 0,75 mol/L. Posteriormente foram imersas em solucéo aquosa de
vermelho neutro a 1% seguida de solucéo aquosa de eosina a 1% .

As diferencgas nas quantidades das substancias pigmentares presentes nos tratamentos
experimentais foram analisadas por meio de analise de variancia; ANOVA: Um critério
quando os dados foram paramétricos e Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos, nesse
caso, anteriormente os dados foram transformados com a utilizacdo da Raiz Quadrada. Para
analise de correlacdo, foi utilizado Coeficiente de Correlagdo de Pearson pra dados

parametricos e Coeficiente de Correlacdo de Spearman para dados ndo parameétricos.
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Resultados

Os melanomacréfagos foram observados entremeados as células préprias do tecido,
mais especificamente entre os corddes de hepatdcitos; apresentando localizacdo preferencial
proximo aos sinusoides (Figura 1), além de intima associagdo com o0s hepatdcitos. A
pigmentacdo hepatica variou de acordo com o estado patoldgico do animal (Kruskal-Wallis:
H=16,81; p< 0,01), sendo observado um aumento dessa pigmenta¢do em animais inoculados
com patogeno e analisados ap0os 24horas (LPS 24h) (Figuras 2 e 3). A pigmentacdo hepatica
estd negativamente correlacionada com o peso do 6rgdo em animais analisados apds 2 horas
da administracdo do componente da parede bacteriana, ndo estando correlacionado nos outros
grupos (Controle e LPS 24h) (Correlagdo de Pearson: CONT: r=-0,79; p=0,11; LPS 2h: r= -
0,94; p=0,02; LPS 24h: r=-0,65; p=0,23) (Apendice 1).

A presenga de hemosiderina, substdncia oriunda da estocagem, realocacdo e
reciclagem de compostos derivados do ferro, também foi detectada no figado, localizada nos
melanomacrofagos juntamente com outras substancias pigmentares, tais como a melanina
(Figura 4). Embora ndo foram encontradas variagdes dessa substancia em animais inoculados
com o patogeno (Kruskal-Wallis: H= 1,71; p= 0,42) (Figuras 5 e 6), como o observado para
melanina, demonstrando que essa substancia pigmentar ndo varia conforme o estado
patologico do organismo. Entretanto, a quantidade de hemosiderina estd negativamente
correlacionada com o peso do figado nos animais dos grupos tratados (LPS 2h e LPS 24h)
(Correlacao de Pearson: LPS 2h: r=-0,93; p= 0,02; LPS 24h: r=-0,99; p=0,00) (Apéndice 2 —
Figuras 2 e 3). Ja nos animais do grupo controle essa correlacdo ndo é verificada (Correlacao
de Pearson: r=-0,66; p= 0,23) (Apéndice 2 — Figura 1).

A quantidade de hemosiderina ndo esta correlacionada com a quantidade de melanina

em nenhum dos grupos experimentais (Correlacdo de Pearson: CONT: r=0,72; p= 0,17; LPS
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2h: r= 0,86; p= 0,06; LPS 24h: r= 0,70; p= 0,18), demonstrando que as duas substancias
respondem diferentemente a inoculacdo do patdgeno (Apéndice 3).

A lipofuscina, substancia oriunda da degradacdo de acidos graxos poliinsaturados,
também se encontra no interior dos melanomacrofagos presentes no figado, juntamente com
outras substancias pigmentares (Figura 7). Ha diminuicdo dessa substancia nos animais
inoculados com o patdgeno e analisados apds 24 horas (Kruskal-Wallis: H= 30,47; p<
0,0001) (Figuras 8 e 9). A quantidade dessa substancia esta negativamente correlacionada
com o peso do figado nos animais do grupo LPS 24h (Correlacdo de Pearson: r= -0,97; p=
0,00), onde ha uma diminui¢do na quantidade de lipofuscina quanto maior o peso do 6rgdo
(Apéndice 4 — Figura 3). Ja nos animais dos grupos controle e LPS 2h essas variaveis ndo
estdo correlacionadas (Correlacdo de Pearson: CONT: r=-0,66; p=0,23; LPS 2h: r=-0,83; p=
0,08) (Apéndice 4 — Figuras 1 e 2).

A quantidade de melanina possui uma correlacdo positiva com a quantidade de
lipofuscina no grupo LPS 2h (Correlagdo de Pearson: r= 0,90; p= 0,04) (Apéndice 5 — Figura
2). Jano grupo LPS 24h e no grupo controle ndo é verificada correlagdo na quantidade dessas
duas substancias (Correlacdo de Pearson: CONT: r= 0,73; p= 0,16; LPS 24h: r= 0,62; p=
0,26) (Apéndice 5 — Figuras 1 e 3).

A hemosiderina e a lipofuscina encontra-se no interior dos melanomacrofagos
presentes no figado, sendo ambas resultantes da degradacdo de substancias oriundas do
metabolismo celular. A quantidade de hemosiderina ndo estd correlacionada com a
quantidade de lipofuscina em nenhum dos grupos experimentais (Correlacdo de Pearson:
CONT: r=0,48; p=0,42; LPS 2h: r=0,82; p= 0,09; LPS 24h: r=0,26; p= 0,68) (Apéndice 6),
demonstrando que ambas as substancias se acumulam de maneira diferenciada frente ao

processo infeccioso.
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A anédlise comparativa das trés substancias pigmentares, melanina, hemosiderina e
lipofuscina, revelou ndo haver variagdo entre elas nos animais do grupo controle (ANOVA
Um critério: F= 2,58; p= 012), demonstrando que nesse grupo as quantidades das substancias
pigmentares sdo equivalentes (Figura 10). Os animais analisados apds 2 horas de inoculagéo
do patdgeno apresentaram menor quantidade de melanina que hemosiderina e lipofuscina,
sendo essas duas equivalentes (Figura 10). Ja nos animais analisados apds 24 horas de
inoculagdo do patogeno, a quantidade de melanina assemelha-se a quantidade de
hemosiderina e difere da quantidade de lipofuscina, sendo a quantidade de hemosiderina e

lipofuscina equivalentes também nesse grupo (Figura 10).

Discusséo

O lipopolissacarideo de E. coli inoculado intraperitonealmente influencia na
quantidade de pigmentacédo presente no figado do anuro E. nattereri. A pigmentacdo hepética
apresentou aumento apds a inoculacdo intraperitoneal de LPS em um tempo experimental de
24 horas, demonstrando que os melanomacrdéfagos presentes no figado, assim como 0s
presentes em outros 6rgdos hematopoéticos aumentam frente a um processo infeccioso
(FLORES QUINTANA e RUAS DE MORAES, 2001). Isso ocorre devido a natureza
fagocitica dessas celulas e seu papel no sistema imunoldgico, além do fato de estarem
presentes varias substancias pigmentares, as quais conferem protecdo ao organismo (AGIUS
e AGBEDE, 1984; HERRAEZ e ZAPATA, 1991). Essa caracteristica de aumento de
pigmentacdo pode estar relacionada a resposta imune do animal contra bactérias gram
negativas, uma vez que em Rana catesbeiana expostas a aflatoxinas ndo foi observada
variacdo na pigmentacdo hepatica, embora tenha sido relatado fibrose tecidual e proliferacéao
celular de hepatdcitos além de células do ducto bilifero, indicando respostas contra a toxina

(GRASSI et al., 2007).
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Os melanomacrofagos possuem formato arredondado, apresentando em seu interior
grande quantidade de melanossomos agrupados, 0s quais ocorrem em diferentes graus de
maturacdo (GALLONE et al., 2002). A principal funcdo atribuida € a fagocitica, semelhante
aos macrofagos (ZUASTI et al.,1998), desta maneira, estd relacionado com a defesa
imunologica do organismo, na destruicdo, detoxificacdo e reciclagem de produtos oriundos do
metabolismo celular, gerando ainda outras substancias pigmentares, alem da melanina, que se
acumulam em seu citoplasma, tais como a lipofuscina e hemosiderina, as quais sao resultantes
do catabolismo celular (AGIUS e AGBEDE, 1984), sendo que a lipofuscina hepatica diminui
quando o0s animais séo inoculados com LPS de E. coli, e analisados ap0s 24horas.

E descrita ainda a presenca de células contendo pigmentos melanicos em outros
Orgaos da cavidade abdominal dos anuros (FRANCO-BELUSSI et al., 2010; MORESCO e
OLIVERIA, 2009), embora apresentam-se com morfologia variada. Nas gbnadas sé&o
relatadas células pigmentadas na regido intersticial, préximo aos vasos sanguineos, as quais
apresentam prolongamentos celulares, além de citoplasma repleto de granulos pigmentados
(OLIVEIRA e ZIERI, 2005); sendo desta maneira caracterizada como melandcitos tipicos,
assim como as células pigmentadas presentes na epiderme e pulmdes, descritas por Zuasti et
al. (1998), as quais se diferem dos melanomacréfagos encontrados em Orgaos
hematopoiéticos tanto na morfologia, quanto na funcao.

A melanina e a lipofuscina hepaticas apresentam-se positivamente correlacionadas nos
animais analisados ap6s 2 horas de inoculacdo do patdgeno, ja em animais analisados apos 24
horas essa correlacdo ndo é verificada, uma vez que a melanina aumenta apds esse periodo e a
lipofuscina reduz. A infeccdo por patdégenos gera danos estruturais no parénquima do figado
evidenciado alteragdes morfoldgicas do o6rgao, além de fibrose do tecido (GRASSI, et al.,
2007), podendo levar a um aumento dos melanomacrofagos, alterando também a composicao

pigmentar dessas células (AGIUS e AGBEDE, 1984). Ha evidéncias de que a imunidade
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inata e a melanizacdo estdo associadas genética, bioquimica e funcionalmente, onde a
melanina possui um papel na regulacdo da atividade imunoldgica da citocina, sendo que, em
mamiferos, as primeiras células fagociticas séo os neutrofilos, macrofagos, células de Kupfer,
células da microglia e células dendriticas (MACKINTOSH, 2001). A melanina € um
polimero complexo que pode ser acumulado pela fagocitose de granulos de melanina ou ser
sintetizado no interior das células a partir de um aparato celular proprio (AGIUS e
ROBERTS, 2003). Esse polimero, quando presente no interior dos macrofagos, é responsavel
por neutralizar radicais livres resultantes da degradacdo de acidos graxos, tais como aqueles
gerados da peroxidacdo dos lipidios insaturados oriundos da degradacdo de componentes
celulares danificados, sendo outro produto dessa peroxidacdo a lipofuscina (AGIUS e
AGBEDE, 1984). Assim, essas substancias variam em resposta frente a acdo do patogeno,
uma vez que as células que sofreram injurias devido a acdo patogénica necessitam ser
restabelecidas ou degradadas rapidamente, gerando essa cascata de respostas fisioldgicas a
qual culmina com a producdo de melanina e lipofuscina no figado.

Ao analisar comparativamente o peso do figado e a porcentagem de area contendo
substancias pigmentares (melanina, hemosiderina e lipofuscina) nesse o6rgao, foi verificada
correlacdo negativa com a melanina e hemosiderina no grupo experimental analisado apés
duas horas; e com a lipofuscina em animais analisados 24 horas apos a administracdo do
componente da parede de bactérias gram negativas, sendo que a hemosiderina também
apresenta essa correlacdo com o tempo experimental maior.

As trés substancias pigmentares embora sejam encontradas na mesma célula, os
melanomacrofagos, apresentam variacfes em suas quantidades frente ao tratamento
experimental, observado pela variacdo entre 0s grupos experimentais, e correlacdo entre os
dados biométricos, bem como correlagdo entre a quantidade dessas substancias. Ao analisar

comparativamente essas trés substancias pigmentares, foi observada variacdo significativa
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apenas entre 0s grupos tratados. Nos animais analisados apos 2 horas de inoculagcdo do
patdgeno, a variacdo esta na quantidade de melanina em relacdo aos demais pigmentos; ja no
grupo experimental analisado ap6s 24 horas, a diferenca encontra-se apenas entre a
quantidade de melanina e lipofuscina. Assim, é possivel concluir que a as principais
diferencas estdo na quantidade de melanina, a qual apresenta um aumento significativo em
relacdo aos demais grupos experimentais. Nao foram observadas diferengas estatisticas entre
as quantidades de lipofuscina e hemosiderina nos grupos tratados, nem no grupo controle. A
ndo significancia estatistica entre as variacdes na quantidade de melanina, hemosiderina e
lipofuscina nos animais do grupo controle demonstra que essas trés substancias apresentam-se
seguindo um padrdo esperado para o 6rgdo, sendo verificado variacdo com os tratamentos
experimentais.

A pigmentagdo presente no figado do anuro E. nattereri aumenta quando os animais
sdo inoculados com a endotoxina, sendo também observada variacdo na quantidade de
lipofuscina. Os melanomacrofagos presentes no figado sdo células dinamicas e responsivas a
diversos estimulos ambientais. Barni et al. (2002) demonstrou aumento da proliferacdo
celular e melanossintese nessas células em Rana esculenta, em um periodo que precede a
hibernacdo do animal; em contraste ao que ocorre em um periodo posterior a esta fase, que é
caracterizada pela diminuicdo da pigmentacdo e melanossintese. Loumbordis e Vogiatzis
(2002) demonstraram aumento da pigmentacdo hepatica em animais expostos ao cadmio;
enquanto Fenoglio et al. (2005) caracterizam mudancas morfofuncionais no parénguima
hepatico decorrentes da acdo de poluentes, sugerindo acdo de detoxificacdo pelos
melanomacrofagos, em decorréncia da acéo biotransformadora de algumas enzima e protetora
da melanina. Assim, € possivel afirmar que os melanoacrofagos presentes no figado do anuro
E. nattereri estdo relacionados ao papel protetor do tecido contra a acdo do LPS de E. coli,

sendo essa protecdo oriunda da melanina.
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Figuras

Figura 1: Cortes histologicos de figado de Eupemphix nattereri. Evidenciando a presenca de
melanomacrofagos (setas) distribuidos entremeados aos hepatdcitos. H: Hepatdcitos dispostos
em arranjo cordonal duplo. S: Sinuséides hepéticos. V: Vasos sanguineos. Coloragéo:
Hematoxilina-eosina. Barras: 25um (Figuras A e B); 10 um (Figura C); 5 um (Figura D).
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Figura 2: Cortes histolégicos de figado de Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS. CONT: Controle; LPS 2h: Grupo experimental
analisado apo6s 2 horas de inoculagdo; LPS 24h: Grupo experimental analisado 24
horas apds inoculacdo. Em cada grupo experimental sdo representados 2 exemplares
distintos. Melanomacréfagos (setas) distribuidos entre os corddes de hepatdcitos, junto
aos sinusoides. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Barras = 25um.
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Figura 3: Diferencas na porcentagem de area pigmentada presente no figado
de Eupemphix nattereri inoculados intraperitonealmente com LPS de E. coli.
Média + Erro padrdao. CONT: grupo controle, LPS 2h: grupo experimental
analisado ap6s 2 horas da inoculagdo, LPS 24h: grupo experimental
analisado 24 horas apds inoculacdo do patégeno. Diferentes letras
representam diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (p< 0,05).
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Figura 4: Cortes histologicos de figado de Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS. Evidenciando a presenca de hemosiderina (setas) nos interior
dos melanomacréfagos, juntamente com melanina (*). Coloracdo: Solucdo é&cida de
ferrocianeto, contra corado com vermelho neutro e eosina. Barras = 10um (Figura A); 5um
(Figura B).

Figura 5: Cortes histologicos de figado de
Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente  com LPS. CONT:
Controle; LPS 2h: Grupo experimental
analisado apds 2 horas de inoculagdo; LPS
24h: Grupo experimental analisado 24 horas
apos inoculagdo. S&o evidenciados os
melanomacro6fagos (setas) com a presenca de
hemosiderina (coloracdo azul). Coloracao:
Solucéo &cida de ferrocianeto, contra corado
com vermelho neutro e eosina. Barras = 25um
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Figura 6: Diferencas na quantidade de hemosiderina presente no figado de
Eupemphix nattereri inoculados intraperitonealmente com LPS de E. coli.
Média + Erro padrdo. CONT: grupo controle, LPS 2h: grupo experimental
analisado apo6s 2 horas da inoculagdo, LPS 24h: grupo experimental
analisado 24 horas apés inoculacdo do patdgeno. Letras iguais representam
auséncia de diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (p< 0,05).
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Figura 7: Cortes histoldgicos de figado de Eupemphix nattereri inoculados intraperitonealmente
com LPS. Evidenciando a presenca de lipofuscina nos interior dos melanomacrofagos (setas),
juntamente com melanina (*). Coloracdo: Solucdo de Schmorl, contra corado com vermelho
neutro e eosina. Barras = 10um (Figura A); 5um (Figura B).

Figura 8: Cortes histolégicos de figado de
Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente  com LPS. CONT:
Controle; LPS 2h: Grupo experimental
analisado ap6s 2 horas de inoculacdo; LPS
24h: Grupo experimental analisado 24 horas
apés inoculagdo. S&o evidenciados 0s
melanomacrofagos (setas) com a presenca de
lipofuscina  (coloragdo azul - cinza).
Coloracgdo: Solugdo Schmorl, contra corado
com vermelho neutro e eosina. Barras =
25um.
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Figura 9: Diferencas na quantidade de lipofuscina presente no figado de
Eupemphix nattereri inoculados intraperitonealmente com LPS de E. coli.
Meédia + Erro padrdo. CONT: grupo controle, LPS 2h: grupo experimental
analisado ap6s 2 horas da inoculagdo, LPS 24h: grupo experimental
analisado 24 horas apds inoculacdo do patégeno. Diferentes letras
representam diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais (p<
0,05).
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Figura 10: Diferencas nas quantidades das substancias pigmentares, melanina,
hemosiderina e lipofuscina, presentes no figado de Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS de E. coli. Média + Erro padrdo. CONT: grupo
controle, LPS 2h: grupo experimental analisado ap6s 2 horas da inoculagdo, LPS
24h: grupo experimental analisado 24 horas apds inoculagdo do patdgeno.
Diferentes letras representam diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais

(p< 0,05).
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Apéndice 1: Correlagdo entre peso do figado e porcentagem de area pigmentada
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Figura 1: Correlagdo linear de Pearson entre peso do 6érgéo e porcentagem de area pigmentada em Eupemphix
nattereri do grupo controle. Ndo ha correlacdo entre as variaveis.
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Figura 2: Correlacdo linear de Pearson entre peso do 6rgdo e porcentagem de area pigmentada em Eupemphix
nattereri analisados 2 horas apés a inoculacdo intraperitoneal com LPS de E. coli. Ha correlagdo entre
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Capitulo 3

Processo inflamatdrio induzido por lipopolissacarideo de Escherichia coli induz

a pigmentacao no testiculo do anuro Eupemphix nattereri
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Resumo: Vertebrados ectotérmicos possuem um sistema pigmentar extracutaneo bem
desenvolvido, com células contendo pigmentos melanicos em diversos érgdos (figado,
pulmdes, coracado, timo e génadas) e tecidos (meninges e tecidos conectivos ao redor de vasos
sanguineos). A melanina é um polimero capaz de absorver e neutralizar radicais livres,
cations e outros agentes potencialmente toxicos, derivados da degradacdo de material celular
fagocitado, sendo importante para os ectotérmicos contra componentes bacterianos. Este
estudo visa avaliar os efeitos do processo inflamatorio sistémico, induzido experimentalmente
pelo lipopolissacarideo de Escherichia coli, na pigmentacéo testicular do anuro Eupemphix
nattereri. A fim de avaliar mudancas na quantidade e presenca de substancias pigmentares
que ocorre no testiculo foram realizadas analises morfoldgicas, estereoldgicas e
histoquimicas. Para o estudo, foram utilizados 10 machos adultos de Eupemphix nattereri, 0s
quais foram inoculados intraperitonealmente com dose Unica de lipopolissacarideo de E. coli,
sendo eutanasiados e analisada a pigmentacao testicular apds 2 e 24 horas de inoculagdo do
patdgeno. Para o controle 5 animais foram inoculados com solucéo fisiologica estéril. As
celulas pigmentares presentes nos testiculos do anuro Eupemphix nattereri apresentam-se
com aspecto dendritico e localizam-se na regido intersticial, ao redor dos loculos seminiferos,
associadas a vasos sanguineos presentes nessa regido; bem como na cépsula albuginea que
recobre esse 6rgdo. A pigmentacdo presente nas gonadas aumenta em animais inoculados
com componente da parede bacteriana ap0s 2 horas. Ja& em animais analisados apds 24 horas,
essa pigmentacdo diminui. Nao foi detectada presenca de hemosiderina nem de lipofuscina no
interior dos melanaocitos testiculares, bem como essas substancias ndo foram observadas nesse
tecido. As células pigmentares viscerais presentes nos testiculos possuem resposta rapida

frente a infeccdo por E. coli o que pode estar relacionado a protecdo das celulas germinativas.

Palavras chave: Melandcito, Testiculo, Anura, Lipopolissacarideo, Infeccéo.
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Introducéo

Os anfibios possuem um sistema pigmentar extracutaneo, constituido por células
contendo pigmentos meléanicos localizados em varios 6rgaos e tecidos (GALLONE et al.,
2002), as quais sao freqiientemente presentes no figado, baco, rins, peritdonio, pulméo, coracao,
vasos sanguineos, timo, gonadas e meninges (FRANCO-BELUSSI, et al. 2010a; MORESCO
e OLIVEIRA, 2009; ZIERI et al., 2007; BAGNARA e MATSUMOTO, 2006; GALLONE et
al., 2002; ZUASTI et al.,1998; CHRISTIANSEN et al., 1996; ZUASTI et al., 1990; AGIUS e
AGBEDE, 1984; AGIUS, 1980). Essas células pigmentares também sdo observadas, em
quantidade reduzida, no 6rgdo de Bidder de Rhinella ornata (Bufonidae) (OLIVEIRA et al.,
2003), sendo também relatadas em testiculos de Rhinella schneideri (MORESCO e
OLIVEIRA, 2009).

Essas celulas, descritas na epiderme e em diversos 0Orgdos sdo semelhantes a
melanocitos (ZUASTI et al., 1998; AGIUS e AGBEDE, 1984) provenientes da crista neural
ectodérmica (SICHEL et al., 1997), sendo capazes de produzir e armazenar melanina em seu
interior (AGIUS e ROBERTS, 2003). A melanina é um polimero complexo que pode absorver
e neutralizar radicais livres, cations e outros agentes potencialmente toxicos, derivados da
degradacio de material celular fagocitado (ZUASTI et al., 1989). E importante para 0s
ectotérmicos contra componentes bacterianos devido a acdo da hidrogeno-peroxidase e suas
quinonas precursoras, as quais agem como bactericida, favorecendo as atividades enzimaticas,
que podem ser restritas em baixas temperaturas (CHRISTIANSEN et al., 1996). Ainda no
interior dos melandcitos viscerais, sdo encontradas outras substancias pigmentares,
provenientes do catabolismo celular, a hemosiderina, a qual é um composto de ferro e
proteinas derivadas da destruicdo da hemoglobina dos eritrocitos e consequentemente um
produto metabolico intermediario que ocorre durante a reciclagem dos componentes na
eritropoiese (KRANS, 1989). E a lipofuscina, a qual é resultante da polimerizacdo oxidativa

de &cidos graxos poliinsaturados, sendo acumulado em peixes como resultado de dietas
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alimentares deficientes (PICKFORD, 1953). No entanto, o papel funcional dessas células
pigmentares presentes nos 0Orgédos viscerais dos vertebrados ectotérmicos ainda ndo esta
definido, havendo varias hipdteses (GALLONE et al.,, 2002), dentre elas, funcdes
citoprotetoras relacionadas aos radicais livres (MCGRAW, 2005) e processos de detoxificagdo
por poluentes (FENOGLIO et al., 2005); sendo ainda demonstrado um aumento na quantidade
de melanina no figado, conjuntamente com modificagdes metabdlicas e estruturais das células
hepaticas em Rana esculenta durante o inverno (BARNI et al.,1999). Ainda com relacdo ao
figado, o aumento da pigmentacdo esta relacionado com patologias em peixes (ROBERTS,
1975). Em relacdo as células pigmentares presentes nos demais 6rgaos, ndo ha estudos que
permitam avaliar suas possiveis funcdes, embora uma hipotese alternativa refere-se a melanina
como parte do sistema imune inato (MACKINTOSH, 2001). Assim, o objetivo desse estudo é
avaliar o efeito da infeccdo induzida experimentalmente pelo lipopolissacario de Escherichia

coli nas células pigmentares presentes nos testiculos.

Metodologia

Para o estudo, foram utilizados 15 machos adultos de Eupemphix nattereri (Anura,
Leiuperidae), coletados em varzeas, lagoas temporarias e permanentes na regido de S&o José
do Rio Preto — SP, em época de atividade reprodutiva (Janeiro e Fevereiro / 2008)
(RAN/IBAMA/MMA 18573-1).

Os animais experimentais (n=10) foram inoculados via intraperitoneal com dose Unica
de 3 mg/Kg de LPS de Escherichia coli, Serotye 0127:B8 (Sigma, St. Louis, MO) (adaptado
de FLORES QUINTANA e RUAS DE MORAES, 2001) diluido em solucéo fisioldgica
estéril (0,02 mL). Para o controle, 5 animais foram injetados com solucéo fisiologica esteril,
na mesma quantidade.

As respostas celulares foram avaliadas 2 horas (LPS 2h) apds as inoculagfes a fim de

observar a ativacao das células residentes nos tecidos, e 24 horas (LPS 24h) ap0s a inoculacao
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para observar a ativacao do sistema imune inato e migracdo de células circulantes do sangue
periférico.

O manuseio experimental e eutanasia dos animais seguiram recomendacdes do Comité
de Etica da Universidade Estadual Paulista — UNESP/Botucatu, seguindo o Guia de cuidados
e uso de animais em laboratério (70/07-CEEA). Decorridos 0s tempos experimentais 0s
animais foram anestesiados e eutanasiados benzocaina (0,5 g/500 mL de agua), foram
pesados, e a cavidade abdominal foi exposta por meio de incisdo mediana desde a cloaca até a
altura da cintura dos membros dianteiros. Os testiculos foram retirados, pesados em balanga
analitica de precisdo (0,05 g) e seguiram-se 0s procedimentos para inclusdo e analise do
orgao.

Para as analises morfoldgicas e histoquimicas fragmentos de testiculos foram fixados
em solucdo fixadora Karnovisky (tampédo fostato Sorensén 0,1 M, tampdo fosfato pH 7.2
contendo paraformaldeido a 5% e glutaraldeido a 2.5%), por 24 horas, a 4°C. Posteriormente
as amostras foram lavadas em agua, desidratadas em série alcoodlica e emblocadas em
historesina (Leica-historesin embedding kit). Seccdes de 2 pum foram obtidas em microtomo
(RM 2265, Leica, Suiga). Os cortes foram observados em microscopio (Leica DM4000 B)
com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280).

Para as analises estereologicas os cortes foram corados com Hematoxilina-eosina e a
quantificacdo da pigmentacdo foi realizada com a utilizagcdo do programa Image Pro-Plus,
Media-Cybernetics Inc.(versdo 4.5) de acordo com a proposta de Lehr (1997), com
adaptacdes, a qual se baseia na diferenca de intensidade de coloracdo para quantificar a
expressdo de receptores hormonais.

Para a deteccéo da lipofuscina, os cortes histologicos de testiculo foram incubados por
15 mim em solucdo de Schmorl, composta de 75 mL de cloreto férrico a 1%, 10 mL de
ferricianeto de potéassio e 15 mL de &gua destilada, posteriormente foram imersas em solucao

aquosa de vermelho neutro a 1% seguida de solucdo aquosa de eosina 1%. Para detec¢édo da
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hemosiderina, os cortes foram incubados pelo mesmo tempo, em solucdo acida de
ferrocianidio, obtido com a dissolucdo de 2 g de ferrocianeto de potassio em 100 mL de
solucdo de &cido cloridrico a 0,75 mol/L. Posteriormente foram imersas em solugdo aquosa de
vermelho neutro a 1% seguida de solucdo aquosa de eosina a 1% .

As diferencas nas quantidades pigmentacdo presentes nos tratamentos experimentais
foram analisadas por meio de anélise de variancia, ANOVA: Um critério quando os dados
foram paramétricos e Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos, nesse caso, anteriormente
os dados foram transformados com a utilizacdo da raiz quadrada. Para analise de correlacéo,
foi utilizado coeficiente de correlagdo de Pearson pra dados paramétricos e coeficiente de

correlacdo de Spearman para dados ndo paramétricos.

Resultados

As células pigmentares presentes nos testiculos do anuro Eupemphix nattereri
apresentam-se com aspecto dendritico e localizam-se na regido intersticial, ao redor dos
I6culos seminiferos, preferencialmente associadas a vasos sanguineos presentes nessa regiao;
bem como na cépsula albuginea que recobre esse 6rgédo (Figura 1).

A pigmentacdo testicular aumenta em animais inoculados com o patégeno e
analisados apds 2 horas. Porém, em animais analisados apds 24 horas, essa pigmentacao
diminui (Kruskal-Wallis: H= 9,15; p= 0,01) (Figuras 2 e 3).

Né&o foi detectada presenca de hemosiderina (Figuras 4 e 5) e lipofuscina (Figuras 6 e
7) no interior dos melandcitos testiculares, bem como essas substancias ndo foram observadas
nesse tecido.

Em relacdo aos dados biométricos, o peso dos testiculos ndo se apresenta
correlacionado com a quantidade de pigmentacdo nos animais de nenhum dos grupos
experimentais (Correlacdo de Pearson: CONT: r= -0,06; p= 0,92; LPS 2h: r=0,11; p= 0,86;
LPS 24h: r=-0,14; p= 0,82) (Apéndice 1).
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Discusséo

A pigmentacdo presentes nos testiculos do anuro E. nattereri aumenta em animais
inoculados intraperitonealmente com LPS de E. coli e analisados apés 2horas, enquanto nos
animais analisados ap0s 24horas da administracdo € observada diminuicdo da area
pigmentada. Uma possivel explicacdo para o ocorrido € que as celulas germinativas
necessitam de maior protecdo contra agentes infecciosos que poderiam causar danos
irreversiveis a seu material genético, desta maneira as células pigmentares, que conferem tal
protecdo, aumentam sua area de ocupacdo rapidamente, sendo verificada uma resposta
imediata de aumento da pigmentagéo, visto que a melanina apresenta funcfes inerentes ao
sistema imune inato (MACKINTOSH, 2001). Sdo também encontradas nos melandcitos,
diversas enzimas lisossomais, as quais, em conjunto, atuam na degradacdo de bactérias
(MACKINTOSH, 2001). Entretanto, devido a caracteristica pigmentar desses melandcitos,
ndo foi possivel distinguir se ocorreu um aumento do numero de células, aumento na
producdo de granulos citoplasmaticos das células pigmentares, ou dispersdo dos granulos de
melanina, uma vez que a grande quantidade de pigmento impede a identificacdo dos nlcleos e
individualizacao das células.

O aumento na area pigmentar presente nos testiculos pode estar intimamente
relacionado a caracteristica angioarquitetural do 6rgdo, uma vez que o patogeno foi inoculado
na cavidade abdominal e utiliza-se dos vasos sanguineos para atingir os tecidos, assim, o
estimulo atinge os melandcitos presentes na medula do 6rgdo. Tal caracteristica pode ser
corroborada também pelo fato da resposta na pigmentacéo na superficie do érgdo ndo ter sido
observada com duas horas de inoculacdo do patdgeno, embora apds 24horas é observado
declinio (FRANCO-BELUSSI, et al. 2010b). Desta maneira, € possivel supor que o aumento
na area pigmentar testicular trata-se de movimentagéo dos granulos de melanina no interior da
célula, visto que com 2 horas de inoculacdo do patégeno € um periodo curto para que possa

ser realizada sintese de melanina ou proliferacao celular.
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Quando comparado a pigmentacédo testicular a hepatica (FRANCO-BELUSSI, et al.
2010c), observa-se diferencas entre os tratamentos, onde a pigmentacdo testicular aumenta
em resposta rapida (2h ap6s a inoculacdo do patdgeno) e a pigmentacdo hepatica apresenta
resposta tardia, onde a pigmentacdo esta aumentada apds 24horas de administracdo do
componente bacteriano, demonstrando que as células pigmentares respondem diferentemente
nesses oOrgdos, frente a infeccdo com LPS. Embora esses 0Orgdos apresentem como
caracteristica convergente a presenca de células com citoplasma repleto de melanina, o
mesmo também € observado em outras visceras (FRANCO-BELUSSI, et al. 2010a;
MORESCO e OLIVEIRA, 2009: GALLONE et al.,, 2002), porém com caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas especificas, tais como funcbGes imunoldgicas das células
pigmentares viscerais hepaticas, 0 que explicaria essas respostas distintas.

As células pigmentadas presentes nas gonadas localizam-se na regido intersticial,
proximo aos vasos sanguineos, apresentam prolongamentos celulares e citoplasma repletos de
granulos pigmentados, assim como relatado por Oliveira e Zieri (2005); sendo desta maneira
caracterizada como melandcitos tipicos assim como o descrito por Zuasti et al. (1998),
diferindo dos melanomacrofagos encontrados em 6rgaos hematopoiéticos, 0s quais possuem
aspecto puntiforme, onde ndo sdo observados prolongamentos citoplasmaticos, e a principal
funcdo e a fagocitica, semelhante aos macrofagos (ZUASTI et al, 1998). Os
melanomacrofagos estdo relacionados com a defesa imunoldgica do organismo, na
destruicdo, detoxificacao e reciclagem de produtos oriundos do metabolismo celular, gerando
outras substancias pigmentares, além da melanina, que se acumulam em seu citoplasma, tais
como a lipofuscina e hemosiderina, as quais sao resultantes do catabolismo celular (AGIUS e
AGBEDE, 1984), embora essas outras substancias pigmentares ndo sdo encontradas nos
melanadcitos testiculares, nem no tecido gonadal, evidenciando as diferencas fisiologicas entre

esses dois tipos de células pigmentares.
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Em suma, a pigmentacdo presentes nos testiculos do anuro E. nattereri possui acédo
protetora contra agentes bacterianos, apresentando-se aumentada nos animais inoculados com
LPS de E. coli e analisados ap6s 2horas, demonstrando tratar-se de uma resposta rapida frente
ao processo infeccioso, o que também possibilita distinguir esse tipo celular das células
pigmentares de o6rgdos hematopoéticos, que além da morfologia distinta, apresentam tempos
de resposta diferentes quando inoculados com o componente da parede de bactérias gram

negativas.
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Figuras

Figura 1: Cortes histoldgicos de testiculo de Eupemphix nattereri. Evidenciando a presenca de
células pigmentares (setas) na regido entre os l6culos seminiferos, e sua associacdo a vasos
sanguineos (V) (cabeca de seta). Coloragcdo: Hematoxilina-eosina. Barras = 25um (Figuras A e

B) e 10um (Figuras C e D).
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Figura 2: Cortes histoldgicos de testiculo de Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS. CONT: Controle; LPS 2h: Grupo experimental
analisado ap6s 2 horas de inoculagdo; LPS 24h: Grupo experimental analisado 24
horas apds inoculagcdo. Em cada grupo experimental sdo representados 2 exemplares
distintos. Células pigmentares viscerais (setas) observadas na lamina prépria dos
tibulos seminiferos. Coloragdo: Hematoxilina-eosina. Barras = 25 pum.
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Figura 3: Diferencas na porcentagem de &area pigmentada presente no
testiculo de Eupemphix nattereri inoculados intraperitonealmente com LPS
de E. coli. Média + Erro padrdo. CONT: grupo controle, LPS 2h: grupo
experimental analisado ap6s 2 horas da inoculagdo, LPS 24h: grupo
experimental analisado 24 horas apds inoculacdo do patdgeno. Diferentes
letras representam diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais (p<
0,05).

104



Franco-Belussi et al. Processo inflamatério induzido por lipopolissacarideo de Escherichia coli induz a pigmentag&o no testiculo do anuro Eupemphix nattereri

Figura 4: Cortes histologicos de testiculo de Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS. Células pigmentares (setas) dispostas na regido intersticial,
proxima a vasos sanguineos (*), auséncia de hemosiderina. Coloracdo: Solugdo acida de
ferrocianeto, contra corado com vermelho neutro e eosina. Barras = 10um (Figura A); 5um

(Figura B).

Figura 5: Cortes histologicos de testiculo de
Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente  com LPS. CONT:
Controle; LPS 2h: Grupo experimental
analisado ap6s 2 horas de inoculagdo; LPS
24h: Grupo experimental analisado 24 horas
apos inoculacdo. Células pigmentares viscerais
(setas) observadas na regido intersticial. Nao é
observada a presenca de hemosiderina.
Coloragdo: Solugdo é&cida de ferrocianeto,
contra corado com vermelho neutro e eosina.
Barras = 25um
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Figura 6: Cortes histoldgicos de testiculo de Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS. Células pigmentares presentes no intersticio (setas), auséncia de
lipofuscina. Coloragdo: Solugdo de Schmorl, contra corado com vermelho neutro e eosina.
Barras = 10pum (Figura A); 5um (Figura B).

Figura 7: Cortes histologicos de testiculo de
Eupemphix nattereri inoculados
intraperitonealmente com LPS. CONT:
Controle; LPS 2h: Grupo experimental
analisado ap6s 2 horas de inoculagdo; LPS
24h: Grupo experimental analisado 24 horas
ap6s  inoculagdo.  Células  pigmentares
viscerais (setas) observadas na regido
intersticial. Ndo é observada a presenca de
lipofuscina. Coloragdo: Solugdo Schmorl,
contra corado com vermelho neutro e eosina.
Barras = 25um.
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Apéndice 1: Correlagdo entre peso do testiculo e porcentagem de area pigmentada
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Figura 1: Correlagdo linear de Pearson entre peso do 6rgéo e porcentagem de area pigmentada em Eupemphix
nattereri do grupo controle. Ndo ha correlacdo entre as variaveis.
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Figura 2: Correlacdo linear de Pearson entre peso do 6rgdo e porcentagem de area pigmentada em Eupemphix
nattereri analisados 2 horas apés a inoculacdo intraperitoneal com LPS de E. coli. Ha correlagdo entre
pigmentacéo hepética e peso do érgao.
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Figura 3: Correlacdo linear de Pearson entre peso do 6rgao e porcentagem de area pigmentada em Eupemphix
nattereri analisados 24 horas apés a inoculacdo intraperitoneal com LPS de E. coli. Nao ha correlacéo entre as
variaveis.
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V1 — Conclusoes

e O anuro Eupemphix nattereri possui um sistema pigmentar extracutaneo bem
desenvolvido, constituido por células contendo pigmentos melanicos na superficie de

alguns 6rgéos e tecidos.

e Esse sistema pigmentar de E. nattereri sofre alteragdes frente ao processo inflamatorio
induzido experimentalmente por lipopolissacarideo de Escherichia coli, sendo
observada, por meio de analise estereoscdpica, reducdo da pigmentacdo na superficie

dos testiculos em animais inoculados com o patdgeno e analisados apds 24h.

e Analises histologicas dos testiculos demonstraram a ocorréncia de melandcitos
viscerais, além da superficie do 6rgdo, no intersticio testicular, ao redor dos loculos
seminiferos. Quantificacdes histologicas permitiram diagnosticar aumento da
pigmentacéo testicular em animais inoculados com LPS de E. coli e analisados ap6s
2h; sendo observada reducdo em animais analisados ap6s 24h da administracdo do

patdgeno, assim como a observada na superficie do 6rgéo.

e A pigmentacdo hepatica apresenta-se aumentada ap0s 24h de administragdo do
componente da parede bacteriana, sendo que no interior dessas celulas pigmentadas
sdo encontradas outras substéncias pigmentares, aléem da melanina, como a

hemosiderina e lipofuscina.

e As células contendo pigmentos melanicos encontradas nos testiculos e figado sdo

células distintas, com morfologia, origem e componentes pigmentares diferenciados, o
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que explica a diferente resposta dessas células frente ao processo inflamatério

induzido experimentalmente por E. coli.

O figado de E. nattereri é um 0rgdo impar e que ocupa grande parte da cavidade
abdominal desses animais, localiza-se na regido ventral, recobrindo os demais 6rgéos.
E divido em trés lobos, ndo apresentando subdivisdo em I6bulos. Os hepatécitos estdo
dispostos em um arranjo do tipo cordonal duplo, sendo as células pigmentares

observadas entre esses corddes de hepatdcitos.
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Apéndice 1: Protocolo de classificacdo da pigmentacéo visceral

Apéndice 1: Protocolo para a classificacdo da pigmentacdo visceral, baseado na diferenca
de intensidade de coloracdo dos testiculos de representantes da familia Leiuperidae.
(Franco-Belussi, et al., 2009 — The Anatomical Record. v.292, 178-182).
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