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RESUMO GERAL

A importancia da fase de girino para a ranicultura reside no fato de que apds a
metamorfose existirdo animais em condi¢des compativeis com os indices zootécnicos.
Entretanto, a compreensao dos processos morfolégicos e fisioldgicos pelos quais os girinos
passam durante o seu desenvolvimento e metamorfose ainda € limitada. Neste contexto,
este estudo tem como objetivo descrever as mudangas morfoldgicas do sistema digestorio e
o perfil das enzimas digestivas dos girinos da ra touro (Rana catesbeiana), durante seu
desenvolvimento e metamorfose. Os girinos utilizados foram cedidos pelo Setor de
Ranicultura do CAUNESP. As andlises biométricas, anatdmicas e histolégicas foram
realizadas no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal e no Laboratério de
Microscopia Eletronica e as andlises das enzimas digestivas realizadas no Departamento de
Tecnologia da FCAV-UNESP. Para a biometria, anatomia e histologia, os girinos foram
separados em estagios de desenvolvimento, anestesiados em &dgua com gelo a 4°C e
tiveram seu comprimento total, parcial e peso registrados. Posteriormente, o tubo digestivo
foi dissecado e avaliou-se o comprimento, a largura e o peso do intestino, figado e
pancreas. Para a microscopia de luz, o tubo digestivo foi fragmentado em intestino
anterior, intestino médio e posterior, figado e pancreas, que foram fixados em Bouin e
processados de acordo com a metodologia do Laboratério de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal. Para microscopia eletronica de varredura, a regido oral
foi dissecada, fixada em solu¢do de Karnovsky e pds-fixada em tetréxido de ésmio, e as
amostras processadas de acordo com o Laboratério de Microscopia Eletronica. Para a
andlise das enzimas digestivas, os girinos foram separados em estdgios de desenvolvimento
e permaneceram em jejum por 24 horas antes da coleta. O pancreas foi coletado, congelado
em nitrogénio liquido e posteriormente homogeneizado para as andlises enzimadticas. As
atividades da amilase e tripsina foram realizadas de acordo com o protocolo do Laboratério

de Enzimologia Aplicada do Departamento de Tecnologia. Para medir as diferencas na
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morfometria e no perfil enzimatico entre os estidgios de desenvolvimento foi utilizada
andlise de variancia (ANOVA). Anatomicamente, as maiores mudangas ocorreram nos
estdgios iniciais da metamorfose em que o girino deixa de se alimentar. A cavidade bucal
sofreu uma remodelacdo, sendo que o aparato oral degenerou e ocorreu o desenvolvimento
da lingua e da boca propriamente dita. Concomitantemente, houve uma reestruturagdo de
todos os orgdos da cavidade visceral. O estdmago aumentou de tamanho e migrou da
regido lateral direita para regido lateral esquerda. O figado também cresceu, passando a
ocupar a maior parte da cavidade visceral, enquanto que o pancreas e o intestino sofreram
uma diminui¢do de seu tamanho. Histologicamente, os epitélios tanto do estdbmago quanto
do intestino sofreram remodelacdo. O epitélio neoformado apresentou caracteristicas
proprias tais como: a presenca da submucosa e das pregas no epitélio do estdomago e
intestino, que permaneceram em toda a fase adulta. O pancreas também sofreu
reestruturacdo do tecido enddcrino e exdcrino. As células do figado ndo se alteraram
morfologicamente durante a metamorfose. Em relacdo a atividade enzimatica observou-se
um aumento tanto da amilase quanto da tripsina, a partir do estdgio 35, que diminuiu no
periodo da metamorfose. Os resultados obtidos no presente estudo sdo basicamente
consistentes com as mudangas encontradas no sistema digestorio das espécies Xenopus
laevis e Rana temporaria. Entretanto, estas mudancas ndo podem ser extrapoladas para
outras espécies de anuros, pois entre as vdrias espécies, existe uma grande variedade de
modos de alimentacdo que resultardo em uma diversidade de estruturas do sistema

digestdrio.
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GENERAL ABSTRACT

The importance of the tadpole phase to the raniculture is due to the fact that from
this phase animals that are in agreement with zootechnical indexes must be obtained, after
metamorphosis.  However, few studies aim to understand the physiological and
morphological processes that tadpoles undergo during their development and
metamorphosis. In such context, the present study describes the morphological changes
and the enzymatic profile of the bullfrog tadpole’s (Rana catesbeiana) digestive system,
during development and metamorphosis. The animals used in the tests were made available
by the CAUNESP’s Frog Farming Sector. Biometrical, anatomical and histological
analyses were performed at the Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal and
Laboratério de Microscopia Eletronica. The analysis of the digestive enzymes were
performed at the Laboratorio de Tecnologia of FCAV-UNESP. For biometry, anatomy
and histology, tadpoles were separated according developmental stages and anesthetized in
water with ice at 4°C. Their total and partial lengths, as well as their weight were recorded.
Afterwards, the digestive tubes were removed and the length, width and weight of the
intestine, liver and pancreas were registered. For light microscopy, the digestive tube was
fragmented into stomach, esophagus, medium and posterior intestines, liver and pancreas.
Fragments were fixated in Boiun’s solution according to the methodology of the Histology
Laboratory of the Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal. For scanning
electronic microscopy, oral region was dissected and fixated in Karnovsky’s solution. A
second fixation was performed in osmium tetroxide. All samples were processed according
to the Laboratorio de Microscopia Eletronica. For the analysis of digestive enzymes,
tadpoles were separated according their developmental stages and unfed for 24 hours
before harvesting. The pancreas were harvested, frozen in liquid nitrogen and, afterward,
homogenized for enzymatic analysis. Amylase and trypsine activity measurements were

performed following the protocol of the Laboratorio de Enzimologia Aplicada of the
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Departamento de Tecnologia. Analysis of the variance (ANOVA) was used to measure
differences in the morphometry and enzymatic profiles according to the stages of
metamorphosis where tadpoles stop feeding. The tadpole oral cavity underwent changes
such as the degeneration of oral apparatus and development of tongue and true mouth. At
the same time, there was a new organization of all organs of the visceral cavity. The
stomach enlarged and migrated from the right lateral region to the left. Also, we observed
that the liver increased filing most of the visceral cavity while pancreas and gut reduced
their sizes. Histologically, a new epithelium developed in the stomach and gut. Such new
epithelium showed specific features that remained throughout the adult phase. The
pancreas also showed changes in its endocrine and exocrine tissue and liver cells were the
only ones that did not suffer morphological changes during metamorphosis. Regarding the
enzymatic activity, both amylase and trypsin peaked around stage 35, followed by a
decease during metamorphosis. The results obtained in the present study are consistent
with previous reports on the changes in the digestive system of Xenopus laevis and Rana
temporaria during metamorphosis. However, such changes should not be extrapolated to
other anura species, since there is a variety of food habits among different species that

will ultimately impact the digestive system structures.
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INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da ranicultura nacional, tornaram-se necessarios mais
estudos visando minimizar os custos com a producdo das rds nas suas diversas fases de
desenvolvimento. A criagdo de girinos € a etapa fundamental para o bom funcionamento
do randrio, pois dela haverd de resultar, ap6s a metamorfose, animais em condi¢des
compativeis com os indices zootécnicos. Entretanto, a alimentac¢do constitui-se em um dos

pontos criticos.

Estudos tém destacado a necessidade do aperfeicoamento das técnicas de
alimentacdo e nutri¢do de girinos. No entanto, a maioria dos trabalhos sobre exigéncias
nutricionais dos mesmos estd relacionada as necessidades de proteina bruta, havendo
poucos estudos relacionados a digestdo de nutrientes e necessidades de carboidratos,
lipidios, vitaminas e minerais. Em conseqiiéncia deste pouco conhecimento, normalmente,
utiliza-se para alimentacdo dos girinos, racdes empiricas ou destinadas para peixes ou aves,

animais que possuem necessidades nutricionais diferentes dos girinos.

O dominio da criacdo da ra-touro ocorrerd somente quando for ministrado as ras e
aos girinos alimento com a composicdo nutricional adequada a cada fase de
desenvolvimento, bem como o manejo adequado deste alimento. Para que isso ocorra, faz-
se necessario um maior conhecimento sobre os processos que envolvem a digestdo dos
nutrientes (morfofisiologia do sistema digestério), manejo alimentar (consumo, quantidade
e freqiiéncia) e necessidades nutricionais (proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas e

minerais), para cada fase de desenvolvimento.

Os estudos nesta linha poderdao contribuir para o desenvolvimento de melhores

técnicas de formulagcdo de racdes compativeis com as necessidades dos girinos e, assim,
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proporcionar um maior aproveitamento pelos girinos dos alimentos a serem oferecidos e,

conseqiientemente, um maior desempenho e lucro na produgdo das ras.
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OBJETIVOS GERAIS

Descrever a anatomia funcional do sistema digestério e a morfometria do tubo
digestorio dos girinos da ra-touro (Rana catesbeiana) durante o desenvolvimento larval e
metamorfose.

Descrever o perfil das enzimas digestivas em cada estdgio do desenvolvimento dos

girinos da ra-touro (R. catesbeiana).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever a morfologia do aparato oral e da cavidade orofaringea dos girinos da ra-
touro (R. catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose.

Descrever a sintopia e analisar a morfometria do sistema digestério dos girinos da
ra-touro (R. catesbeiana).

Descrever o desenvolvimento do intestino anterior, médio e posterior dos girinos da
ra-touro (R. catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose.

Descrever o desenvolvimento do figado e do pancreas dos girinos da ra-touro (R.
catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose.

Descrever o perfil enzimético das atividades da tripsina e amilase pancredticas
durante os estdgios de desenvolvimento e metamorfose dos girinos da ra-touro (R.

catesbeiana).



CAPITULO I
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CONSIDERACOES GERAIS

Os girinos representam a fase larvaria dos anfibios e seu ciclo de vida pode ser
dividido em trés fases: embriondria, larval e metamorfose. A fase embrionaria constitui o
periodo da fecundagdo e o desenvolvimento dentro do ovo, a fase larval inicia-se com a
eclosdo do ovo e todo o periodo de desenvolvimento do girino, enquanto que a
metamorfose se caracteriza pelo momento em que ocorrem as mudancas do girino para o
anfibio adulto (ALTIG; McDIARMID, 1999).

Diversas classificagdes foram feitas para caracterizar o desenvolvimento dos
girinos (SHUMWAY, 1940; TAYLOR; KOLLROS, 1946; GOSNER, 1960; ETKIN,
1968; HOUILLON, 1973) sendo as tabelas de Gosner (1960) e de Etkin (1968) as mais
utilizadas.

Gosner (1960) propds uma classificacdo para o desenvolvimento dos girinos
baseado nas alteragdes morfolégicas que ocorrem neste periodo. Esta classificacdo €
dividida em 46 estdgios de desenvolvimento, sendo que os estdgios 1 ao 24 correspondem
ao desenvolvimento embriondrio, enquanto que os estdgios 25 ao 35 correspondem a fase
de crescimento do corpo e o desenvolvimento dos membros posteriores. Dos estidgios 36 ao
41 hd uma estabilizacio do crescimento corporal e uma maturacdo dos membros
posteriores e, finalmente, dos estdgios 42 ao 46 ocorre a metamorfose propriamente dita,
com desenvolvimento dos membros anteriores, reabsorcdo da cauda e reestruturacdo da
mandibula (Anexo 1).

Etkin (1968), entretanto, definiu o desenvolvimento dos girinos em fases de
crescimentos dependentes dos hormonios da tiredide: pré-metamorfose, pro-metamorfose e
climax metamorfico, este dltimo subdividido em trés fases: inicial, média e tardia. A pré-
metamorfose corresponde aos estdgios 01 ao 30 da tabela de Gosner (1960), nos quais o

desenvolvimento dos girinos € independente da funcado tireoideana. A pré-metamorfose
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inicia-se no estdgio 31 com o inicio do desenvolvimento dependente dos hormdnios
tireoideanos e vai até o estdgio 41 da tabela de Gosner (1960). O climax metamorfico
inicia-se no estdgio 42 e vai até o estigio 46 da tabela de Gosner (1960).

A eclosdo dos girinos ocorre a partir do estdgio 20 da tabela de Gosner (1960) e,
neste estidgio, os girinos ndo possuem movimentos natatorios e se alimentam das suas
reservas nutritivas (saco vitelinico). No estdgio 25 (GOSNER, 1960) ocorre a absor¢do
total do saco vitelinico, encapsulacdo das branquias e maturacdo de estruturas anatdmicas
utilizadas na captura do alimento. Nesta fase, os girinos passam a consumir organismos
planctdonicos € movimentam-se liviemente a procura de alimento (DUELLMAN; TRUEB,
1986; ALTIG; McDIARMID, 1999).

A medida que os girinos crescem ocorrem mudancas mais abrangentes no
comportamento alimentar, como consumo de material vegetal e animal, podendo ainda,
haver consumo de carcaca de outros girinos, de ovos de peixes e de anfibios e das proprias
fezes (STEINWASCHER, 1978; DUELLMAN; TRUEB, 1986).

Os girinos se alimentam raspando, com a boca, materiais aderidos ao substrato e
liberando na dgua as particulas de alimento que sdo posteriormente filtradas.
Alternativamente, a filtracdo € feita a medida que aspiram a dgua, havendo a ingestdo de
particulas de proteinas, gorduras e bactérias (KENNY, 1969; DUELLMAN; TRUEB,
1986; ALTIG; McDIARMID, 1999).

Burry e Whelan (1985) verificaram que os girinos de ra-touro alimentam-se,
principalmente, de plantas aqudticas e alguns micro invertebrados. Veiga (1989) observou
que os girinos se alimentam tanto de proteina de origem vegetal quanto de animal, sendo
que a de origem vegetal promove um maior crescimento, retardando, contudo, o processo

de metamorfose.
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O processo de metamorfose

A metamorfose é um periodo de grandes transformacgdes pds-embridnicas que
envolvem mudancas morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas e comportamentais, na qual
um organismo altera seu modo de vida. Nos anfibios, a metamorfose é caracterizada por
trés grandes alteracdes: (1) regressao de estruturas e funcodes utilizadas apenas nos girinos,
(2) transformagdes de estruturas larvais em estruturas uteis nos adultos e (3)
desenvolvimento de estruturas e funcdes que sdo essenciais apenas nos adultos. Cada uma
das trés classes de anfibios, Anura, Caudata e Gymnophiona, passam por metamorfose,
embora nem todas as espécies de cada classe sofram tal processo (DUELLMAN; TRUEB,
1986; AMPHIBIAN METAMORPHOSIS ASSAY, 2007).

A metamorfose nos anuros € um fendmeno principalmente enddcrino regulado
pelos hormoénios tireoideanos. Gundernatsch (1912 apud DUELLMAN; TRUEB, 1986)
descobriu que a metamorfose dos girinos de Rana temporaria era acelerada quando
alimentados com tiredide de cavalos. Posteriormente, analises mais detalhadas
confirmaram a fun¢@o destes hormonios no processo de metamorfose.

Etkin (1964 apud GARCIA; FERNANDEZ, 2001) observou que girinos
tireoidectomizados nunca sofriam metamorfose no decorrer do seu desenvolvimento,
entretanto, 0 mesmo ndo ocorria com girinos tireoidectomizados tratados com quantidades
crescentes de hormodnios tireoideanos (triiodotironina - T3 e tiroxina — T4). Com isso, Etkin
(1968) calculou a concentragdo dos hormodnios tireoideanos nas diversas fases de
desenvolvimento dos girinos, sendo o climax metamérfico a fase em que ocorre o maior
nivel de secrecao destes hormonios.

Os hormoénios Tz e T4 induzem mudancgas morfoldgicas e funcionais dos tecidos
conjuntivo e muscular, da pele, dos rins, dos sistemas nervoso, sensorial, digestorio e
respiratorio, atuando tanto nos processos degenerativos, como no desenvolvimento e

diferenciagdo celular (DUELLMAN; TRUEB, 1986; KAWAI et al., 1994; TATA, 1999).
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Outros hormdnios também atuam no processo de metamorfose de forma sinérgica
ou antagdnica com os hormonios tireoideanos. Os corticosterdides atuam na regressao do
intestino, no surgimento dos membros anteriores € na reabsor¢do da cauda, sendo sua acao
sinérgica ao T3 e T4 (DUELLMAN; TRUEB, 1986; TATA, 1999). A prolactina atua no
crescimento larval e age de forma antagdnica aos hormonios tireoideanos, além de exercer
uma agdo inibitéria diretamente na glandula tire6ide (DUELLMAN; TRUEB, 1986;
TATA, 1999).

As mudangas que ocorrem durante a metamorfose nos anuros sdo extremamente
radicais. As mudangas bioquimicas sdo menos visiveis: observa-se um aumento na
producdo de proteinas séricas, alteracdo no metabolismo do ferro devido ao aumento da
ceruloplasmina, mudanca no tipo de hemoglobina, mudanca no ciclo da uréia e aumento da
sintese de DNA e RNA (THEIL, 1973; JUST; ATKINSON, 1988; MANIATIS; INGRAM,
1971a, 1971b; DUELLMAN; TRUEB, 1986).

As alteracdes morfoldgicas sdo mais exuberantes: observa-se o desenvolvimento
dos membros, a degeneragdo das branquias concomitante ao desenvolvimento dos
pulmdes, a reabsor¢do da cauda, o desenvolvimento das glandulas dermais, dos olhos, a
formacdo da boca e da lingua e a diferenciacdo do trato digestério (BONNEVILLE, 1963;
BONNEVILLE; WEINSTOCK, 1970; THIBAUDEAU; ALTIG, 1988; PAULSON et al.,

1995; ROVIRA et al., 1995; HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996).

Desenvolvimento do sistema digestorio dos girinos durante a metamorfose

Uma das mudangas mais drasticas que ocorre durante a metamorfose é a
remodelacdo do sistema digestério. Durante este periodo, ocorre uma acentuada
diminui¢do do intestino, além do desenvolvimento do estdmago, degeneracdo da regido
oral do girino com a formacdo da boca e desenvolvimento da lingua (BONNEVILLE,

1963; BONNEVILLE; WEINSTOCK, 1970; PAULSON et al.,, 1995; ROVIRA et al.,



Tese - Capitulo I Veronica Regina Lobato de Oliveira Bahia 13

1995; HOURDRY; L’'HERMITE; FERRAND, 1996).

A regido oral dos girinos possui vérios denticulos e papilas na regido labial, além de
um bico cérneo que facilita a captura do alimento. No interior da cavidade, mais
especificamente no assoalho da faringe, existem quatro arcos branquiais, sendo que a
superficie dorsal destes arcos € coberta pelas guelras filtradoras que filtram a dgua e retém
o alimento. Durante a metamorfose, as guelras e os arcos branquiais desaparecem e ocorre
o desenvolvimento da mandibula e da lingua (THIBAUDEAU; ALTIG, 1988; PAULSON
et al., 1995; ALTIG; McDIARMID, 1999).

Simultaneamente, a regido gdastrica sofre considerdveis alteracdes histoldgicas,
sendo que, o estdmago propriamente dito pode ser definido somente através de critérios
histolégicos. Na fase inicial do desenvolvimento dos girinos de Rana temporaria, a regiao
gdstrica € constituida por uma espessa camada de mucosa e uma fina camada muscular e
serosa. A mucosa € constituida por um epitélio simples colunar, composto de células
ciliadas e caliciformes, possuindo glandulas constituidas principalmente pelas células
oxinticas e ocasionalmente por células enddcrinas (ROVIRA et al, 1995; VILLARO et al.,
1998, 2001).

Durante a metamorfose, importantes mudancgas histoliticas e histogénicas ocorrem.
Rovira et al. (1995) observaram que a camada mucosa do estomago foi a mais afetada
pelos processos histoliticos durante o inicio da metamorfose em girinos de R. temporaria.
Hé4 uma reducdo do seu tamanho, com distingdo de duas zonas: uma mais apical com
distintas dreas de degeneracdo e presenca de células fagociticas e uma mais basal com
intensa regeneracdo de tecido. A submucosa, que na fase inicial do desenvolvimento do
girino ndo era distinguida, desenvolve-se e a camada muscular passa a ser constituida de
duas camadas, uma mais interna circular e outra externa longitudinal (ROVIRA et al.,

1995; VILLARO et al., 1998).

No final da metamorfose, o estdmago estd completamente formado. As camadas
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submucosa e muscular estdo bem desenvolvidas e a mucosa estd diferenciada em epitélio
mucosecretdrio com a presenca de células oxintopépticas, produtoras de 4cido cloridrico e
pepsinogénio (ROVIRA et al., 1995; HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996).

O intestino € o 6rgdo do sistema digestério que mais sofre modificacdo durante o
processo de metamorfose. Nos estdgios iniciais do desenvolvimento dos girinos, o intestino
€ caracterizado por um epitélio simples colunar bastante desenvolvido, denominado tecido
primaério, seguido por uma fina camada de tecido conjuntivo e muscular (BONNEVILLE
1963; MARSHALL; DIXON, 1978; ISHIZUYA-OKA; SHIMOZAWA, 1987;
HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996).

No inicio da metamorfose, ocorre uma intensa degeneracao na mucosa do tecido
primdrio do intestino. Observa-se uma grande quantidade de lisossomos no interior das
células epiteliais que, quando examinados sob microscopia eletronica, mostram
caracteristicas de vacuolos autoliticos e corpos residuais (HOURDRY; L’HERMITE;
FERRAND, 1996). A degeneracdo ndo € confinada apenas no interior dos lisossomos, mas
envolve todo o citoplasma das células do tecido primario. As microvilosidades tornam-se
irregulares e desaparecem, e os restos celulares remanescentes do tecido primdrio sdo
expulsos para o limen intestinal (BONEVILLE 1963; BONNEVILLE; WEINSTOCK,
1970; HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996).

Concomitantemente a degeneracdo do epitélio, um processo de histogénese &
iniciado. Intensas proliferacdes de células primordiais sdao observadas préximo aos limites
do epitélio colunar com o tecido conjuntivo. Com o avangar da metamorfose, observa-se
um grande nimero de mitoses nas células primordiais, resultando no desenvolvimento das
pregas e vilosidades do epitélio intestinal definitivo, as células se diferenciam em forma de
“borda em escova” com a formacdo das microvilosidades. Também, nota-se o aumento da
camada do tecido conjuntivo e muscular (BONNEVILLE, 1963; BONNEVILLE;

WEINSTOCK, 1970; MARSHALL; DIXON, 1978; ISHIZUYA-OKA; SHIMOZAWA,
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1987; HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996).

Das glandulas anexas ao sistema digestério, o pancreas sofre a remodelagdo mais
extrema durante a metamorfose. Ocorre diminui¢do em torno de 80 a 85 % do seu volume,
devido aos processos degenerativos que afetam principalmente o tecido acinar. A histdlise
do tecido pancredtico ocorre principalmente por apoptose e as células degeneradas sdo
eliminadas pelos ductos pancredticos ou fagocitadas por macréfagos. Apds a metamorfose,
o tecido acinar inicia o processo de reorganiza¢cdo do pancreas através de uma histogénese
do tecido acinar e enddécrino, com a visualizacdo de muitas células em mitose
(BURGGREN; JUST, 1992; MILANO; CHIMENTI, 1995).

As alteragdes metamorficas do figado ocorrem principalmente a nivel celular e
bioquimico. Entre estas mudancas, pode-se citar as alteragdes na forma das mitocondrias e
reticulo endoplasmatico rugoso (TATA, 1971; GRAHAM; WAREING, 1976 apud
GARCIA; FERNADEZ, 2001), aumento na producdo de albumina e ceruloplasmina,
sintese da hemoglobina do adulto e das enzimas do ciclo da uréia, sintese de DNA e RNA
e acumulo, nos hepatdcitos, de lipidios e glicogénio (THEIL, 1973a, 1973b; JUST;

ATKINSON, 1988; MANIATIS; INGRAM, 1971a, 1971b; DUELLMAN; TRUEB, 1986).

Perfil das enzimas digestivas dos girinos durante a metamorfose

As transformacdes morfoldgicas da regido gastroentérica estdo, também, associadas
as mudancas funcionais, tais como a produgdo e secrecao de enzimas e dcido cloridrico.

Durante a fase inicial do desenvolvimento dos girinos, as principais enzimas
secretadas na regido gastrica sdo as proteinases, principalmente as do grupo das catepsinas
(catepsina E) (INOKUCHI; KOBAYASHI; HORIUCHI, 1991; MINETA et al., 1998).
Com o desenvolvimento do estdmago durante a metamorfose e o surgimento das células
oxintopépticas, inicia-se a secrecdo e producdo de &4cido cloridrico e pepsinogénio

(precursor da pepsina). Nesta fase ha um decréscimo da atividade da catepsina E e um
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aumento continuo da atividade de pepsina, a qual permanece por toda a fase adulta
(INOKUCHI; KOBAYASHI; HORIUCHI, 1991; HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND,
1996; MINETA et al., 1998). As quitinases também sdo secretadas pelo estdmago, porém
sua atividade € registrada somente apds a metamorfose e na fase adulta (HOURDRY;
L’HERMITE; FERRAND, 1996).

As enzimas pancredticas mais encontradas durante o desenvolvimento dos girinos
sdo tripsina, amilase e lipase (HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996). A amilase
possui maior secrecdo durante a fase inicial do desenvolvimento, havendo, no entanto,
decréscimo da mesma no final da metamorfose. Isto ocorre em decorréncia da dieta dos
girinos que consomem quantidades significativas de carboidratos quando comparados com
o adulto (carnivoro) (LEONE et al., 1976).

A atividade da lipase também tem sido reportada durante todo o processo de
desenvolvimento dos girinos, inclusive na fase adulta. Leone et al. (1976) monitoraram a
atividade da lipase durante o desenvolvimento dos girinos de Xenopus laevis e registraram
pico de atividade no inicio da metamorfose.

A maioria das hidrolases encontradas no intestino dos girinos estd associada a
digestdo e absor¢dao de nutrientes nas microvilosidades. Hourdry et al. (1979) observaram
em homogeneizado de intestino de girinos de Rana catesbeiana, a atividade da maltase,
glicoamilase e y-glutamil transferase.

Maltase e glicoamilase sdao enzimas que participam da hidrélise dos carboidratos e
estdo presentes durante a fase de girinos e adultos. A <y-glutamil transferase esta
relacionada com a hidrélise de proteinas, sendo observada uma maior atividade desta
enzima nos adultos em relacao aos girinos (HOURDRY et al., 1979).

Todas as mudangas ocorridas no trato gastroentérico estdo influenciadas
diretamente pelos hormonios tireoideanos. O epitélio gastrico € altamente sensivel ao

estimulo dos hormonios tireoideanos, que causam o desenvolvimento do estdmago,
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enquanto no intestino, estes hormonios sdo responsdveis pela degeneracdo do epitélio
primdrio e neoformacdo do epitélio definitivo (DODD; DODD, 1976; DUELLMAN;
TRUEB, 1986). As secrecdes enzimaticas estdo relacionadas principalmente com a
hidrocortizona, insulina, gastrina e prostaglandina que atuam nas diferentes regides do
sistema digestério causando uma maior ou menor liberacio das enzimas digestivas
(HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND, 1996).

Nota-se que a mudanca do trato gastroentérico durante a metamorfose €
intensamente marcada por processos de histdlise, histogénese e, principalmente, por uma
grande diferenciacdo celular. Tais processos estdo relacionados com a passagem do
ambiente aqudtico para o terrestre € com a mudanga do hédbito alimentar, de uma dieta
herbivora para uma carnivora.

O conhecimento da morfologia e da enzimologia do sistema digestorio dos girinos
oferece informacdes para o melhor manejo alimentar na producdo de rds minimizando,
assim, um dos problemas da ranicultura atual. O estudo da morfologia e enzimologia dos
girinos da ra-touro durante o desenvolvimento e metamorfose € apresentado nesta tese em
quatro artigos: 1) Desenvolvimento ontogenético do aparato oral e cavidade orofaringea, 2)
Sintopia e morfometria do sistema digestorio, 3) Histologia do intestino anterior, médio e

posterior e 4) Morfologia e enzimologia do pancreas e figado.
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Desenvolvimento ontogenético do aparato oral e da cavidade orofaringea dos girinos

da ra-touro (Rana catesbeiana)

RESUMO

As estruturas que compdem o aparato oral e a cavidade orofaringea sao utilizadas
universalmente na identificacdo taxondmica dos girinos de anuros, contudo pouco se
conhece da funcdo e ontogenia destas estruturas. Este trabalho descreve a morfologia do
aparato oral e da cavidade orofaringea dos girinos da ra-touro durante seu desenvolvimento
e metamorfose. As andlises foram realizadas no setor de Ranicultura do CAUNESP-
UNESP, Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal e Laboratério de Microscopia
Eletronica da FCAV-UNESP. Girinos a partir da eclosdo do ovo até a metamorfose foram
coletados, tendo em seguida seu aparato oral e a cavidade orofaringea dissecados para as
andlises. Tais estruturas foram fixadas em solucdo de Karnovsky, pés-fixadas em tetréxido
de Osmio, metalizadas em ouro palddio e eletronmicrografadas em microscépio eletrénico
de varredura (JEOL-JSM 5410). O desenvolvimento do aparato oral iniciou-se com a
formacdo e queratinizagdo da bainha cérnea da mandibula e da maxila, com o
desenvolvimento de uma fileira de denticulos corneos na maxila e duas na mandibula, e as
papilas marginais. Com o inicio da alimentacdo exdgena, observou-se a formacdo das
papilas sub-marginais, da terceira fileira de denticulos cérneos na mandibula, e da segunda
fileira de denticulos corneos da maxila. Durante a metamorfose, observou-se a atrofia do
aparato oral e a formacao da boca e dos labios. Internamente, observou-se a formacgao da
lingua e reestruturagdo das coanas. O desenvolvimento do aparato oral, assim como sua
atrofia nos girinos de Rana catesbeiana, apresentaram similaridades com R. esculenta e R.
sylvatica. Entretanto, ndo se pode extrapolar estes resultados para outras espécies de
anuros, devido a grande variedade de modos de alimentacdo e de estruturas do aparato e

cavidade oral.
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INTRODUCAO

O ciclo de vida dos anfibios anuros geralmente compreende uma fase larval
aquatica e, ap6és a metamorfose, um adulto terrestre. Conseqiientemente, mudancgas no
habito alimentar também ocorrem. Os girinos, que raspam o substrato e filtram as
particulas de alimentos liberadas na 4gua, transformam-se em um adulto que utiliza a
lingua para capturar e transportar o alimento até a boca. Esta modificacdo do habito
alimentar reflete uma ampla remodelacdo do aparato oral dos girinos durante a
metamorfose (DUELLMAN; TRUEB, 1986; ALTIG; McDIARMID, 1999).

As estruturas que compdem o aparato oral dos girinos possuem caracteristicas
unicas; seu tamanho e forma sdo utilizados universalmente na identificacdo taxondmica
dos géneros e das espécies dos mesmos (WASSERSUG, 1976a, 1976b; 1980).
Anatomicamente, o aparato oral é composto por: 1) bico cérneo, que também pode ser
denominado de bainha cérnea da mandibula e maxila; 2) papilas marginais e sub-
marginais, que margeiam o bico cOrneo e 3) fileiras transversais de denticulos
queratinizados, denominados de denticulos labiais, situados em cima e abaixo da bainha
cornea. Tanto a bainha cérnea quanto os denticulos labiais, na maioria das vezes, sdo em
forma de cispides ou multicispide. A presenca, forma e quantidade dos mesmos estdo
intimamente ligadas ao hébito alimentar (WASSERSUG, 1976a, 1980).

Apesar da grande utilizacdo do aparato oral na identificacio sistemética dos girinos,
pouco se conhece da funcdo e ontogenia destas estruturas. Os estudos ontogé€nicos da
regido oral sdo baseados em um nimero reduzido de tdxon e, geralmente, de espécies que
vivem no mesmo ‘“‘habitat” e possuem hébito alimentar semelhante, o que ocasiona uma
similaridade na morfologia oral (FIORITO DE LOPEZ; ECHEVERRIA, 1984;
MARINELLI et al. 1985; THIBAUDEAU; ALTIG, 1988; AGARWAL; NIAZI, 1980;

TUBBS et al., 1993).
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O desenvolvimento do aparato oral nos girinos inicia-se por volta do estdgio 17
(GOSNER, 1960) com a visualizacdo da cavidade oral primitiva ou estomodeo. A partir do
estdgio 21, ocorre o rompimento da membrana orofaringea, desenvolvimento das papilas
labiais e queratinizagdo dos bicos e denticulos cérneos (FIORITO DE LOPEZ;
ECHEVERRIA, 1984; THIBAUDEAU; ALTIG, 1988).

Internamente, a cavidade bucofaringea € composta pelo aparato filtrador ou faringe
e glotis, velum ventral e dorsal, coanas, papilas bucais e linguais. As papilas bucais podem
ser subdivididas nas papilas infralabiais e papilas do assoalho e teto da cavidade bucal,
possuindo funcdes quimiorreceptoras e ticteis e sua distribui¢do e nimero sdo espécie-
especificos. As papilas linguais possuem, principalmente, fun¢do quimiorreceptora e
gustativa, e desaparecem com o decorrer do desenvolvimento da lingua (HAMMERMAN,
1969; VIERTEL, 1985; PAULSON et al., 1995).

A maioria dos estudos ontogenéticos concentra-se na formacdo do aparato oral e
funcdo das papilas bucais (HAMMERMAN, 1969; WASSERSUG, 1980; THIBAUDEAU;
ALTIG, 1988). Poucos sdo os estudos que descrevem a atrofia do aparato oral; em geral,
esta atrofia ocorre em sentido inverso ao desenvolvimento do animal. Observa-se,
primeiramente, a degeneracdo dos denticulos e bico cérneos, seguida da atrofia das papilas
labiais. Concomitantemente, observam-se o desenvolvimento da mandibula e maxila e a
formacdo da boca (THIBAUDEAU; ALTIG, 1988).

As caracteristicas morfologicas da regido oral encontram-se em estreita
dependéncia com a natureza dos alimentos consumidos (WASSERSUG, 1976a, 1980;
BRAMBLE; WAKE, 1985). Portanto, torna-se fundamental o conhecimento destas
estruturas para o entendimento da ecologia alimentar dos girinos, pois assim serd possivel
se obter uma melhor compreensdo do manejo alimentar destes animais em cativeiro.

A fase de girino € uma etapa fundamental para o desenvolvimento da criacdo de

ras, pois dela haverd de resultar, ap6s a metamorfose, animais em condi¢des compativeis
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com os indices zootécnicos. Desta forma, a determinacdo de instalacdo apropriada e
técnica de manejo adequada para esta fase sdo de fundamental importancia para o
desenvolvimento da ranicultura (SILVA et al., 1994). Visando fornecer maiores subsidios
ao manejo alimentar, este trabalho teve como objetivo descrever, utilizando a microscopia
eletronica de varredura, a morfologia do aparato oral e da cavidade orofaringea dos girinos
da ra-touro (R. catesbeiana) durante seu desenvolvimento e metamorfose, visto que tal

espécie € atualmente a mais utilizada na cria¢do de rds em cativeiro.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no setor de Ranicultura do Centro de Aqiiicultura da
UNESP (CAUNESP), Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal e Laboratério de Microscopia Eletronica, ambos da Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterindria (FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal — Sao Paulo.

- Classificacdo dos girinos

Os girinos foram classificados segundo a tabela de GOSNER (1960), reproduzida
do livro “Tadpoles: The biology of anuran larvae” (Anexo 1), a qual classifica o
desenvolvimento dos girinos baseado nas alteragdes morfoldgicas dos mesmos. Os estagios 1
ao 20 correspondem da fecundacdo a eclosdo do ovo. Apds a eclosdo, o girino possui as
branquias exteriorizadas e se alimenta do saco vitelinico. Dos estdgios 21 ao 25 ocorre a
encapsulacio das branquias, o girino nada livremente em busca do alimento. Os estdgios 26 ao
41 correspondem a fase de crescimento do corpo e desenvolvimento dos membros posteriores.
Dos estdgios 42 ao 46, quando ocorre a metamorfose propriamente dita, hd o desenvolvimento

dos membros anteriores, reabsor¢do da cauda e formacgdo da boca.
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- Animais experimentais
Os girinos utilizados foram provenientes de fertilizagdo artificial e acondicionados
em aqudrios com capacidade para 2000 litros. A densidade utilizada foi a de um girino para

cada dois litros. A temperatura maxima da dgua foi de 28,6 + 1,6°C, enquanto a minima foi

de 26,0 £ 0,8°C. Semanalmente, foram realizadas coletas dos girinos, sendo separados por

estdgios de desenvolvimento. Aproximadamente dez girinos de cada estdgio foram

coletados.

- Morfogénese da cavidade bucal.

Girinos dos estdgios 18 ao 46 foram coletados, anestesiados em dgua com gelo a
4°C e decapitados. O aparato oral e a cavidade orofaringea foram dissecados e fixados em
solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2,5%) por 2 horas. Estas
amostras foram lavadas em tampao Cacodilato de Sddio e pos-fixadas em solugcdo de
tetroxido de 6smio a 2% por 4 horas. Em seguida, foram lavadas novamente em tampao,
desidratadas em bateria alcodlica de concentragdes crescentes (30, 50, 70, 80, 90, 95 e
100%), secas em secadora de ponto critico com CO; liquido, montadas em suporte de
cobre, metalizadas em ouro palddio e eletronmicrografadas em microscopio eletronico de

varredura (JEOL-JSM 5410).

RESULTADOS

Os estudos da morfogénese do aparato oral foram conduzidos a partir da
visualiza¢do do estomodeo e da membrana orofaringea que ocorreu a partir do estagio 20
(Figura 1A). No estdgio seguinte (21) ocorreu o rompimento da membrana orofaringea
(Figura 1B). Os estagios 22 e 23 foram caracterizados pela formac¢do da bainha cérnea da

mandibula e inicio de sua queratinizag¢do (Figuras 1C-D).
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A formacdo e queratinizacao da bainha cérnea da maxila foram visualizadas a partir
do estagio 24 (Figura 2A). Neste mesmo estdgio, notou-se, na comissura do bico cérneo,
pequenas papilas que originaram as papilas marginais. Em cima da bainha cérnea da
maxila e abaixo da bainha da mandibula observou-se um espessamento do tecido, onde
surgiram as fileiras de denticulos cérneos (Figura 2A).

No estagio 25, o aparato oral foi constituido pelas papilas marginais situadas
contornando a periferia do disco oral. Estas papilas mostraram-se ausentes apenas na
regido superior as bainhas cérneas da maxila (Figura 2B). Logo apds as papilas labiais e
em dire¢do ao bico cdrneo, visualizaram-se as fileiras de denticulos cérneos dispostos em
uma série na maxila (anterior 1 ou A-1) e duas séries na mandibula (posterior 1 e 2 ou P-1
e P-2), sendo a P-1 interrompida na dire¢cdo da sinfise mandibular e a P-3 ndo se
apresentou queratinizada (Figura 2B). Apés as séries de denticulos, observou-se o bico
corneo ou bainha cérnea da maxila e mandibula completamente serrilhada com vdrias
cuspides em formato de meia lua, sendo a convexidade da mandibula mais acentuada que a
da maxila (Figura 2B).

O estédgio 26 foi caracterizado pela presenca das papilas sub-marginais, localizadas
entre as papilas marginais e as séries de denticulos cérneos da regido mandibular, além da
queratinizagdo da terceira fileira de denticulos cérneos na mandibula (P-3) (Figura 2C). No
estdgio 29 notou-se a formacdo de uma segunda fileira de denticulos cérneos na maxila (A-
2), sendo esta visivel apenas nas laterais da mesma (Figura 2D). A partir deste estdgio, o
aparato oral apresentou-se completamente formado.

Durante os estagios 30 ao 41 nao ocorreram mudancas significativas nas estruturas
do aparato oral, ocorrendo apenas um aumento e espessamento das papilas e denticulos
corneos.

No decorrer da metamorfose, verificou-se a degeneracdo do aparato oral e

formacdo da boca. No estidgio 42 (climax metamoérfico) observou-se a diminui¢do das



Tese - Capitulo 11 Verdnica Regina Lobato de Oliveira Bahia 30

séries de denticulos cdrneos, espessamento da mandibula e da maxila com o
desaparecimento progressivo da bainha cérnea e diminui¢do do tamanho e ndmero das
papilas labiais (Figuras 3A-C).

No estdgio 43 notou-se o inicio da formagdo da boca, e as papilas labiais estavam
ainda presentes (Figura 3D). No estdgio 44 a boca estava quase formada, identificando-se a
mandibula e a maxila propriamente dita. Contudo, observou-se na comissura bucal
resquicio das papilas labiais (Figura 4A). Nos estagios 45 e 46 a boca estava formada
similarmente a do adulto, ocorrendo apenas aumento progressivo do tamanho (Figura 4B).

Internamente, os estudos da morfogénese da cavidade orofaringea iniciaram-se a
partir do estagio 25. A cavidade orofaringea foi formada pelo assoalho (regido ventral) e
pelo teto (regido dorsal), sendo que cada regido apresentou-se subdividida em porcdes oral
e faringea. No estdgio 25, a porcdo ventro-oral foi constituida pela bainha da mandibula,
pelas papilas infralabiais, situadas nas laterais da mandibula, e por duas papilas linguais. A
por¢do ventro-faringea foi constituida pelas papilas do assoalho da mandibula, velum
ventral, glote e regido branquial (Figuras SA-B).

As alteracdes no assoalho da cavidade orofaringea ocorreram antes do climax
metamorfico com a formagdo da lingua. No estdgio 28 verificou-se aumento das papilas
linguais de duas para quatro (Figura 6A). No estdgio 30 iniciou-se um espessamento do
tecido em torno das papilas linguais, apresentando um formato semelhante a lingua (Figura
6B). Dos estdgios 31 ao 40 esse espessamento aumentou de tamanho, e a partir do estagio
41 a lingua comecou a se destacar do assoalho da cavidade bucal (Figuras 6C-D). No
estagio 42, a lingua estava completamente destacada em sua regido caudal e fixa na regido
cranial. Observou-se também, uma pequena protuberincia em sua regido posterior (Figura
7A). Dos estdgios 43 ao 46 a lingua estava totalmente formada verificando-se apenas o
aumento de seu tamanho (Figuras 7B-D).

A regido dorso-oral, no estiagio 25, foi formada pela bainha cérnea da maxila,
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papilas pré e pds-nasais, vdlvulas nasais e coanas. A por¢do dorso-faringea foi formada
pelas papilas do teto, zona glandular e velum dorsal (Figuras 8 A-B).

O teto da cavidade orofaringea se remodelou a partir do estagio 42. Houve uma
diminui¢ao do ndmero e tamanho das papilas nasais (pré e pds), valvulas nasais e projecao
da regido dorso-oral na dire¢do rostral (Figuras 8C-D). No estdgio 43, verificou-se
aumento da regido maxilar e desaparecimento das papilas e valvulas nasais. Nos estagios
44 e 45, o contorno de toda a maxila estava bem delimitado e as coanas situadas na regiao
rostral. No estdgio 46 a maxila estava completamente formada e revestida por um fino

l4bio, e entre as coanas visualizaram-se os dentes vomerianos (Figuras 9A-B e 10).

DISCUSSAO

Os girinos possuem caracteristicas estruturais especificas que sdo ausentes nos
adultos. O aparato oral é um excelente exemplo, pois € uma estrutura presente apenas no
girino (DUELLMAN; TRUEB, 1986). As caracteristicas principais do aparato oral sdo as
papilas labiais, as fileiras de denticulos e o bico cérneo na abertura da cavidade oral. A
presenca destas estruturas, assim como o nimero, a densidade, o tamanho e a forma das
mesmas, variam entre as espécies de girinos e estdo relacionadas ao meio em que vivem e
ao habito alimentar (ALTIG; McDIARMID, 1999).

O presente estudo mostrou que o girino da ra-touro possui o aparato oral composto
pelas papilas labiais de tamanho moderado, duas fileiras de denticulos acima da bainha
cornea e trés abaixo, além de bainha cérnea protractil em formato de U. Os denticulos e a
bainha cérnea auxiliam na raspagem de superficies ndo planas e de diversos graus de
resisténcia, e tanto os movimentos das papilas labiais, como da bainha cérnea, auxiliam na
respiracdo aérea em ambientes de pouca oxigenacdo (WASSERSUG; YAMASHITA,

2001).
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Os girinos da ra-touro alimentam-se em qualquer regido do curso d’dgua e podem
raspar qualquer tipo de superficie em busca de alimento (REEDER, 1964; VEIGA 1989),
sugerindo, assim, um hdbito alimentar generalista.

A ontogenia do aparato oral dos girinos € pouco estudada e baseada em um nimero
reduzido de taxon. Thibaudeau e Altig (1988) estudaram seis espécies de girinos e
observaram que o desenvolvimento do aparato oral iniciou-se pela invagina¢do do
estomodeo, seguida da delimitagdo e queratinizacdo da bainha cOrnea e das fileiras de
denticulos labiais, sugerindo um padrdo para a seqiiéncia de eventos que sucedem o
desenvolvimento do aparato oral.

Este processo foi similar ao observado no presente estudo, contudo observaram-se
diferencas temporais nas seqiiéncias do desenvolvimento do aparato oral do girino da R.
catesbeiana em que a queratiniza¢do da bainha cérnea ocorreu no estdgio 23, iniciando-se
pela bainha da mandibula, seguida da queratinizacdo da bainha da maxila. No entanto,
somente a partir do estagio 29 € que se observou o aparato oral constituido por todos os
seus componentes, enquanto Thibaudeau e Altig (1988) observaram, para R. pipiens, o
inicio da queratinizacdo da bainha cérnea ocorrendo nos estdgios 20 e 21 e, a partir do
estdgio 25, todas as estruturas do aparato orais jd estavam desenvolvidas.

As estruturas internas da cavidade orofaringea dos girinos variam
consideravelmente entre as espécies de anuros e estdo relacionadas com as caracteristicas
embrioldgicas (desenvolvimento direto ou indireto com a presengca de larva), habito
alimentar (generalista, especialista ou larvas que nio se alimentam) e a capacidade de
respiracdo aérea (WASSERSUG, 1980; WASSERSUG; DUELLMAN, 1984; BELL;
WASSERSUG, 2003).

O girino da ra-touro possui a organiza¢do morfoldgica da cavidade orofaringea
bastante desenvolvida, especialmente o sistema papilar (WASSERSUG, 1980). Este

sistema apresenta papilas infralabiais, linguais, do assoalho e teto da cavidade orofaringea,
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todas apresentando func¢io quimiorreceptora ou tactil. O sistema papilar € posicionado para
produzir um fluxo que auxilia na coleta de particulas organicas para o velum oral e que
serdo conduzidas para o esdfago e intestino (WASSERSUG; HOFF, 1979; PAULSON et
al., 1995).

Poucos sdo os trabalhos existentes relacionados com a morfogénese da cavidade
orofaringea, sendo que a maioria descreve o desenvolvimento da lingua, as caracteristicas
das estruturas quimiorreceptoras € a superficie branquial (HAMMERMAN, 1965, 1969;
FIORITO DE LOPEZ; ECHEVERRIA, 1984; PAULSON et al., 1995; VIERTEL;
RICHTER, 1999).

Estudos com girinos de R. pipiens descreveram o desenvolvimento da lingua
iniciando-se no periodo entre os estagios 26 ao 30, quando se observa o espessamento do
tecido abaixo das papilas linguais, sendo que no periodo que compreende os estdgios 31 ao
41, a lingua se destaca do assoalho da cavidade orofaringea, e no climax metamorfico
encontra-se completamente formada (PAULSON et al., 1995). No presente estudo
observou-se o inicio da formagdo da lingua ocorrendo a partir do estagio 30, contudo,
apenas no periodo da metamorfose (a partir do estagio 42) foi visualizada a lingua com as
caracteristicas do adulto, ou seja, livre na sua por¢do caudal e presa na sua por¢ao rostral.

A presenca e o nimero das papilas linguais nos girinos variam de acordo com as
espécies, havendo desde espécies sem lingua, como os Pipidae, até espécies com mais de
uma duzia de papilas linguais, como no género Ascaphys (WASSERSUG, 1980). No
género Rana, a quantidade de papilas varia entre as espécies podendo-se encontrar desde
duas papilas (R. pipiens e R. esculenta) até quatro (R. clamitans e R. catesbeiana)
(PAULSON et al., 1995; VIERTEL; RICHTER, 1999).

A auséncia da lingua durante o periodo larval estd associada a forma de
alimentacdo. Os girinos sdo filtradores e a lingua completamente desenvolvida ocuparia

um espaco da cavidade orofaringea que impediria um fluxo maior de dgua e prejudicaria
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tanto a alimentacdo como a respiracao (PAULSON et al., 1995).

Durante a metamorfose, o girino para de se alimentar e tanto o aparato oral como a
cavidade orofaringea se remodelam. A remodelacio destas estruturas reflete as mudancas
no comportamento do animal que deixa de ser uma larva aquatica filtradora para se tornar
um adulto terrestre predador, o qual utiliza a lingua para capturar as presas (BRAMBLE;
WAKE, 1985; DUELLMAN; TRUEB, 1986). A maioria dos estudos a respeito do aparato
oral e cavidade orofaringea estd relacionada com a morfogénese ou com a descri¢do para
identificacdo sistemdtica. Poucos sdo os estudos relacionados com atrofia metamorfica e
remodelagdo do aparato oral e da cavidade orofaringea (ALTIG; McDIARMID, 1999).

A remodelacdo da boca dos girinos durante a metamorfose ndo segue um padrao
pré-estabelecido. Geralmente, esta ocorre inversamente ao seu desenvolvimento, iniciando-
se pela atrofia das papilas labiais, fileiras de denticulos cérneos e bainha cornea
(THIBAUDEAU; ALTIG, 1988). Diferente do que ocorre com as outras espécies,
observou-se nos girinos de R. catesbeiana a atrofia metamorfica do aparato oral ocorrendo
na mesma seqiiéncia da morfogénese, observando-se o desaparecimento da bainha cornea,

dos denticulos cérneos e, por dltimo, das papilas labiais.

CONCLUSAO

Neste estudo, enfatizou-se a formacao do aparato oral do girino de R. catesbeiana e
todas as modificacdes que ocorrem durante a metamorfose. Concluiu-se que em cada fase
de desenvolvimento dos girinos de R. catesbeiana, o aparato oral possui estruturas bem
definidas e adaptadas ao estilo de vida e hdbito alimentar, e que as alteracdes metamorficas

remodelam o aparato oral para a adaptagdo ao novo hébito alimentar.
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Figura 1. Eletronmicrografias do aparato oral do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 20 - abertura do estomodeo obstruida pela membrana orofaringea (detalhe).

B: Estagio 21 - abertura do estomodeo logo ap6s a ruptura da membrana orofaringea
(seta).

C: Estagio 22 - bainha cérnea da mandibula (seta).

D: Estagio 23 - inicio da queratinizac¢do da bainha cérnea da mandibula (seta).
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Figura 2. Eletronmicrografias do aparato oral do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 24 - queratinizacio da bainha cérnea da mandibula e maxila (*), delimitagdo
das fileiras dos denticulos corneos (seta); papilas marginais (ponta de seta).

B: Estagio 25 - bainha cérnea da mandibula (*), duas fileiras de denticulos cérneos da
mandibula (seta branca), anteriormente a maxila destaca-se uma série de denticulos (seta
preta) e externamente aos denticulos cérneos notam-se as papilas labiais marginais (ponta
de seta).

C: Estagio 26 - queratinizagdo da terceira fileira de denticulos cérneos da mandibula
(detalhe); papilas labiais sub-marginais (seta).

D: Estagio 29 - segunda fileira de denticulos cérneos nas laterais da maxila (seta).
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Figura 3. Eletronmicrografias do aparato oral do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 42 - espessamento da mandibula, diminui¢@o da bainha cérnea (ponta de seta).
B: Estagio 42 - diminuicdo das papilas labiais (detalhe) e da bainha cérnea da maxila e da
mandibula (ponta de seta).

C: Estagio 42 - desaparecimento das bainhas cérneas (ponta de seta).

D: Estagio 43 - formacdo da boca com a presenca de resquicios das papilas labiais

(circulo).
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Figura 4. Eletronmicrografias da cabeca do girino de R. catesbeiana.
A: Estagio 44 - resquicios das papilas labiais (detalhe).

B: Estagio 45 - boca completamente formada, similar ao do adulto (em destaque).

Figura 5. Eletronmicrografias do assoalho da regido orofaringea do girino de R.
catesbeiana.

A: Estagio 25 - papilas linguais (circulo) e papilas infralabiais (seta).

B: Estagio 28 - papilas da arena da mandibula (detalhe); velum ventral (VV); regiao

branquial (RB).
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Figura 6. Eletronmicrografias do assoalho da regido orofaringea do girino de R.
catesbeiana.

A: Estagio 28 - dois pares de papilas linguais (circulo); papilas infralabiais (ponta de seta).
B: Estagio 30 - espessamento do tecido onde desenvolver-se-d a lingua (seta); papilas
infralabiais (detalhe).

C: Estagio 40 - formacdo da lingua evidenciando as papilas linguais (detalhe).

D: Estagio 41 - bulbo da lingua inflado comecando a se destacar do assoalho da cavidade

bucal (seta); papilas infralabiais (ponta de seta).
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Figura 7. Eletronmicrografias do assoalho da regido orofaringea do girino de R.
catesbeiana.

A: Estagio 42 - regressdo das papilas linguais (detalhe); nota-se duas protuberincias na
regido posterior da lingua (seta).

B: Estagio 44 - lingua quase formada (circulo).

C: Estagio 45 - botdes gustativos (detalhe); lingua livre em sua extremidade posterior com
as protuberancias mais evidentes (seta).

D: Estagio 46 - lingua completamente formada.
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Figura 8. Eletronmicrogafias do teto da regido orofaringea do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 25 - papilas pré-nasais (destaque); coanas (*); valvulas nasais (seta).

B: Estagio 29 - papilas p6s-nasais (detalhe); coanas (*).

C: Estagio 42 - diminuicido das papilas pré-nasais e valvulas nasais e deslocamento das
coanas em direcao rostral (seta).

D: Estagio 42 - desaparecimento das papilas pré-nasais e vdlvulas nasais (seta).
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Figura 9. Eletronmicrogafias do teto da regido orofaringea do girino de R. catesbeiana.
A: Estagio 44 - formacdo da maxila (ponta de seta).

B: Estagio 45 - formacdo de um fino ldbio recobrindo a maxila (seta); coanas (*).

Figura 10. Eletronmicrografia da maxila do imago de R. catesbeiana.
Estagio 46 - maxila formada recoberta por um fino l1dbio; dentes vomerianos (detalhe);

coana (*).
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Sintopia e analise morfométrica do sistema digestorio dos girinos de ra-touro (Rana

catesbeiana) durante o processo de metamorfose

RESUMO

A metamorfose nos girinos € caracterizada por uma reestruturagdo morfoldgica e
fisiologica. O sistema digestorio sofre uma remodelacdo com o desenvolvimento do
estdmago e o encurtamento do comprimento do intestino. O presente trabalho teve como
objetivo estudar a sintopia e a morfometria do sistema digestério dos girinos da ra-touro
(Rana catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose. Os experimentos foram
conduzidos no setor de Ranicultura do CAUNESP-UNESP e no Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV-UNESP. Os girinos foram coletados, fixados em
formol 10%, separados em estdgios de desenvolvimento segundo a tabela de Gosner, sendo
registrados o seu peso e comprimentos total e parcial. Posteriormente, registraram-se o
comprimento e o peso do intestino, figado e pancreas. Com o auxilio de
estereomicroscopio foi descrita a relagdo topografica de cada 6rgdo do sistema digestorio.
Durante a metamorfose observou-se a reestruturacdo de todos os 6rgaos da cavidade
visceral. O estdbmago aumentou de tamanho e migrou da regido lateral direita para regido
lateral esquerda. O intestino, que nos girinos estava disposto em espirais duplas, sofreu um
acentuado encurtamento com a perda da configuracdo espiralada. O pancreas também
diminuiu de tamanho e acompanhou a migracdo do estdmago. O figado ndo apresentou
mudanca anatdmica aparente, passando a ocupar a maior parte da cavidade visceral.
Biometricamente, o intestino, figado e pancreas apresentaram crescimento continuo até o
inicio da metamorfose. Durante este periodo, observou-se a diminui¢do do crescimento
destes 6rgdos. As alteracdes observadas no presente trabalho estdo associadas a mudanga

do habito alimentar do girino onivoro para o adulto carnivoro.
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INTRODUCAO

A mudanca do ambiente aqudtico para o terrestre em anfibios é acompanhada por
mudancas estruturais, fisiolégicas, bioquimicas e comportamentais. Em particular, o
sistema digestério € completamente modificado durante este periodo (HOURDRY;
L’HERMITE; FERRAND, 1996). Ocorre uma reestruturagdo da regido bucal, o estbmago
se desenvolve e o intestino sofre encurtamento do seu comprimento com dristica mudanga
em sua configuracdo (CARVER; FRIEDEN, 1977; PRETTY; NAITOH; WASSERSUG,
1995).

As alteracOes histoldgicas que ocorrem no epitélio intestinal dos girinos durante o
processo de metamorfose sdo bastante evidentes; ocorre histdlise de toda a mucosa do
intestino, seguida pela formac¢do de uma nova mucosa, com caracteristicas distintas do
tecido anterior (MARSHALL; DIXON, 1978; ROVIRA et al., 1995; HOURDRY:;
L’HERMITE; FERRAND, 1996; VILLARO et al., 1998).

Acompanhando as mudancas histolégicas, também se observam mudancas
anatdmicas e morfométricas no sistema digestério dos girinos. Entretanto, estudos sobre as
alteracdes anatdmicas e morfométricas sdo raros. Dentre estes, pode-se citar os de Carver;
Frieden, 1977; Ribeiro-Filho, 1997; Chalmers; Slack, 1998; Pretty; Naitoh; Wassersug,
1995. Tais autores observaram uma alteracdo na localizacdo e sintopia dos 6rgdos do
sistema digestorio na cavidade visceral dos girinos, além de reducdo do comprimento do
intestino durante a metamorfose.

As caracteristicas anatdmicas do sistema digestdrio estdo diretamente associadas ao
habito alimentar, digestdo e absor¢cdo de nutrientes (BERTIN, 1958; VERIGINA, 1990;
BARBIERI; VERANI, 1994; KRAMER; BRYANT, 1995). Observa-se que o
comprimento do intestino estd associado, principalmente, a dieta dos animais. Os

herbivoros e onivoros possuem comprimento relativo do intestino maior que 0s carnivoros.
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Isto ocorre por sua dieta apresentar elementos de digestio mais elaborados, os quais
requerem mais tempo para serem digeridos (BERTIN, 1958). Em peixes, estudos tém
observado a relagdo do comprimento do intestino com o hdabito alimentar, além da
influéncia do comprimento intestinal com os aspectos quantitativos da digestdo e absorcao
de nutrientes (BERTIN, 1958; FANGE; GROVE, 1979; VERIGINA, 1990; DELARIVA;
AGOSTINHO, 2001).

Nos girinos, assim como nos peixes, as estruturas anatomicas do trato digestorio,
também refletem o hdbito alimentar. Os girinos carnivoros, como os da espécie
Ceratophrys dorsata, possuem o intestino curto quando comparado com as espécies
herbivoras ou onivoras que possuem um longo intestino disposto em dupla espiral
(NOBLE, 1954; BURGGREN; JUST, 1992).

De maneira geral, o conhecimento das estruturas que compdem o sistema digestorio
dos anfibios, nas suas diversas fases, € fundamental para a compreensao dos mecanismos
de digestdo e absorcdo de nutrientes, além de fornecer subsidios a nutricio e manejo
alimentar dos mesmos em cativeiro. Neste contexto, esse trabalho teve como objetivo
estudar a sintopia e a morfometria do sistema digestério dos girinos da ra-touro (Rana
catesbeiana), atualmente a espécie mais utilizada na criagdo em cativeiro, durante o

desenvolvimento e metamorfose.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Setor de Ranicultura do Centro de Aqiiicultura da
UNESP (CAUNESP), e Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias (FCAV/UNESP),

Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo.
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- Classificacdo dos girinos

Os girinos foram classificados segundo a tabela de Gosner (1960) e Etkin (1968).
Gosner (1960) classifica o desenvolvimento dos girinos em 46 estigios baseados nas
alteracoes morfoldgicas externas. Os estdgios 1 ao 20 correspondem ao periodo da
fecundacdo até a eclosdo. Os estdgios 21 ao 41 correspondem ao periodo de
desenvolvimento do girino, e os estagios 42 ao 46 correspondem a metamorfose (Anexo
1).

Etkin (1968) define o desenvolvimento dos girinos em fases de crescimentos
dependentes dos hormodnios da tiredide, sendo elas: pré-metamorfose, pro-metamorfose e
climax. A pré-metamorfose corresponde aos estagios 1 ao 30 de Gosner (1960), a pro-
metamorfose inicia-se no estdgio 31, com o inicio do desenvolvimento dependente dos
hormoénios tireoideanos, e vai até o estdgio 41 de Gosner (1960). O climax inicia-se no

estdgio 42 e vai até o estigio 46 de Gosner (1960).

- Animais experimentais

Os girinos foram acondicionados em tanques com capacidade para 2000 litros. A
densidade utilizada foi a de um girino para cada dois litros. A temperatura maxima da dgua
foi de 28,6 £ 1,6, enquanto a minima foi 26,0 £ 0,8. Semanalmente foram realizadas
coletas dos girinos que foram separados por estigios de desenvolvimento. A coleta
prosseguiu até o final da metamorfose. Um total de 253 girinos (10 a 12 por estdgio) foi
coletado, sendo anestesiados em dgua com gelo a 4°C e, em seguida, sacrificados para

posteriores andlises de sintopia e morfometria.

- Sintopia dos orgados do sistema digestorio
As andlises foram realizadas em girinos dos estdgios 26 ao 45. Os animais foram

fixados em formol 10% e abertos com incisdo longitudinal ventral para exposi¢do dos
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orgdos do sistema digestério. O tubo digestério foi dissecado e identificado como intestino
anterior ou manicoto glandular (ROVIRA et al., 1995), intestino médio e intestino
posterior (BONNEVILLE, 1963). Em seguida, realizou-se a fotodocumentagdo em
estereomicroscopio LEICA-MZ8 acoplado a camera de video digital LEICA- DFC 280. A
partir das fotomicrografias, foram realizados desenhos esquematicos em papel vegetal e

tinta nanquim para melhor visualizacdo dos 6rgdos da cavidade visceral.

- Morfometria

O estudo morfométrico foi realizado em girinos dos estagios 26 ao 45. Registrou-se
com paquimetro digital o comprimento total (inicio da cabega até o final da cauda) e o
comprimento parcial (inicio da cabeca até inser¢ao da cauda) (Figura 1). O peso (g) de
cada girino foi registrado em balanca analitica.

O sistema digestorio foi dissecado, e separado em tubo digestorio, figado e
pancreas, os quais foram pesados em balanga analitica. Com o auxilio de uma régua,
verificaram-se as medidas de comprimento (cm) do tubo digestoério.

Para cada estdgio de desenvolvimento, avaliaram-se os indices somaticos: relacoes
entre peso do figado/peso do girino, peso do intestino/peso dos girinos e comprimento do

intestino/comprimento dos girinos.

Figura 1: Fotomicrografia de girino de R. catesbeiana mostrando os comprimentos total
(CT) e parcial (CP).
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- Andlise estatistica

Para todos os dados foram realizados os testes de homogeneidade de variincia
(Levene) e de normalidade dos erros (Cramer-von Mises). Para os dados cuja a premissa
da homogeneidade das variancias nao foi verificada, foram realizadas transformacgdes
apropriadas nos dados e, em seguida, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey para comparacao das médias. Utilizou-se o programa “SAS system” versao 9.0.

RESULTADOS

O sistema digestorio dos girinos da R. catesbeiana foi constituido pelo manicoto
glandular, intestino médio, intestino posterior e glandulas anexas: figado e pancreas. O
manicoto glandular ou intestino anterior dos girinos, no estagio 26, apresentou-se na forma
de um tubo longo que inicialmente estava localizado dorsalmente ao figado, apds uma
curva, localizou-se na face ventral deste mesmo 6rgdo, e sua e por¢do final localizou-se na
regido latero-lateral direita da cavidade visceral e latero-medial ao figado (Figuras 2A-C e
3A). Uma pequena constricdo delimitou o final deste 6rgdo e o inicio do intestino médio
(Figuras 2A-C e 3A).

Dos estdgios 26 ao 41 ndo ocorreram mudangas na sintopia neste 6rgdo, ocorrendo
apenas aumento do tamanho (Figuras 2D e 3B). A partir do estdgio 42, quando se iniciou o
climax metamorfico, observaram-se alteracdes na sintopia € no tamanho dos 6rgaos do
sistema digestério. O manicoto glandular se deslocou da regido latero-lateral direita para
regido latero-lateral esquerda da cavidade visceral se fixando nessa posi¢ao no estagio 43
(Figuras 2E-F e 3C-D). No estdgio 44 ocorreu aumento do didmetro do manicoto glandular
e o esfincter pildrico apresentou-se bem definido no final deste 6rgao (Figura 3E). No
estdgio 45 o manicoto glandular ja apresentava caracteristicas anatdmicas e topograficas

similares ao estdbmago do adulto (Figura 3F).
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O intestino mostrou-se formado por um tubo longo e delgado, possuindo
comprimento de quatro a cinco vezes superior ao tamanho do girino, sendo a maior parte
de seu segmento disposto em espirais duplas e voltado para o lado esquerdo da cavidade
visceral. No estdgio 26 ainda nao se observava a separacio dos intestinos médio e posterior
(Figuras 4A e 5A). A partir do estagio 27, estes intestinos se diferenciaram.

O intestino médio estendeu-se do final do estdbmago até a ultima espiral, sendo a
regido localizada entre a constricgdo do estdmago e o ducto colédoco denominada de
regido duodenal. O intestino posterior iniciou-se na ultima espiral do intestino médio e
seguiu até a cloaca.

Dos estagios 26 ao 41 ndo ocorreram mudangas topograficas, ocorrendo apenas
aumento do tamanho e didmetro das alcas intestinais (Figuras 4A-C e 5A-B). A partir do
estdgio 42 ocorreu uma diminuicdo abrupta do tamanho das alcas intestinais (Figura 5C).
No estdgio 43 iniciou-se o processo de deslocamento da regido latero-lateral esquerda da
cavidade visceral para a regido caudal (Figuras 4D e 5D). Nos estdgios 44 e 45 as alcas
intestinais ja se encontravam na regido caudal e iniciou-se a perda da configuracio
espiralada do intestino (Figuras 4E-F e SE-F).

No estidgio 26, o figado (glandula anexa) ndo se apresentou anatomicamente
definido e localizou-se adjacente ao eso6fago e ao estdbmago em posi¢do latero-ventral
direita a cavidade visceral (Figura 6). A partir do estdgio 27, a estrutura hepatica mostrou-
se definida em trés lobos, denominados de direito, médio e esquerdo (Figura 7). Os lobos
localizaram-se de forma antero-ventral ao estdbmago e ventral a cavidade visceral. A
vesicula biliar apresentou-se de forma arredondada, localizando-se entre os lobos direito e
médio, na face dorsal do figado. O ducto colédoco emergiu da regidao posterior do figado e
ligou-se a primeira porcao do intestino, o duodeno (Figuras 8 e 9). A partir deste estagio e
nos seguintes, até a metamorfose, nao houve alteragdes topograficas.

O pancreas (segunda glandula anexa) situou-se na parte direita do plano médio do
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corpo do girino (Figura 10), possuindo apenas um lobo em forma arqueada. E constituido
por uma por¢do mais larga localizado na porcdo final do manicoto glandular e vai se
afinando até formar uma por¢do mais delgada, como cauda, na regido do duodeno. Possui
colorag@o bem clara, quase branca, e consisténcia mole (Figura 10).

No estagio 25, o pancreas apresentou a por¢cao mais espessa localizada na por¢ao
final do manicoto glandular e ventralmente ao figado, sobrepondo-se a este e cranialmente
ao intestino. A por¢cdo mais delgada apareceu lateralmente ao intestino, contornando-se
caudalmente ao manicoto glandular e ao figado, como pode ser observado na Figura 10.

Nos estdgios seguintes (26 a 41), observou-se apenas crescimento do pancreas, sem
mudancas significativas no formato ou localizacao anatomica (Figura 10A). Porém, a partir
do estdgio 42, visualizou-se o 6rgdo com o tamanho menor que o estdgio anterior (41),
ainda localizado no plano direito do corpo do girino (Figura 10B). No estdgio 43, este
orgdo apareceu no plano médio do girino, isso ocorreu porque o pancreas acompanhou a
migracdo do manicoto glandular do lado direito para o lado esquerdo da cavidade visceral
(Figura 10C).

O pancreas continuou diminuindo de tamanho até o final da metamorfose (estagio
45), onde passou a ter forma de fita fina, dificilmente sendo localizado devido a forma

diminuta e por passar a ter sua localizag@o dorsal ao estdmago e ao figado (Figura 10D).

- Morfometria

Observou-se, durante o desenvolvimento dos girinos de R. catesbeiana, um
crescimento continuo e significativo dos mesmos (Figuras 11 e 12). O maior crescimento
corporal (comprimento total, parcial e peso) dos girinos ocorreu no estidgio 42. A partir
deste estdgio, ndo se observou crescimento corporal. No estdgio 45 verificou-se uma nitida
diminui¢do do comprimento total devido ao processo de reabsorcdo da cauda, que fez com

que o comprimento total quase se igualasse ao comprimento parcial (Figuras 11 e 12).
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O tubo digestério, compreendido pelo manicoto glandular, intestino médio e
intestino posterior, apresentaram, durante o desenvolvimento dos girinos, crescimento
continuo do comprimento e do peso até o estdgio 41. A partir do estidgio 42 observou-se
queda crescente tanto do comprimento quanto do peso, até o estidgio 45 (Tabela 1). Da
mesma forma, quando calculada a relacio comprimento do intestino/comprimento total e
comprimento do intestino/comprimento parcial, os maiores valores se encontraram no
estagio 41, enquanto os menores valores pertenceram ao estagio 45 (Tabela 1).

O desenvolvimento inicial do pancreas ao longo dos estdgios estudados mostrou
aumento continuo do peso, acompanhando o crescimento e desenvolvimento dos animais
nos estagios 26 a 41, como pode ser observado na Tabela 2. Com o inicio da metamorfose,
que comega a ocorrer no estagio 42, observou-se uma diminui¢do considerdvel do peso do
pancreas, chegando a uma reducgdo de 93% do peso ao final da metamorfose, no estigio 45.
O indice somatico do pancreas acompanhou o mesmo padrao do peso, observando-se uma
diminui¢do deste indice durante o periodo da metamorfose (Tabela 2).

O figado, durante o desenvolvimento, também apresentou um crescimento continuo
até o estdgio 41 e nos estdgios seguintes observou-se uma diminui¢do do peso, similar ao
ocorrido no intestino e pancreas. Contudo, o indice somdtico do figado ndo mostrou

alteracao durante todo o desenvolvimento (Tabela 2).

DISCUSSAO

As caracteristicas anatdmicas do sistema digestério estdo diretamente associadas ao
habito alimentar, a forma da cavidade peritoneal e, por sua vez, com a forma do corpo
(BERTIN, 1958). Animais herbivoros e onivoros possuem um tubo digestério bastante
longo quando comparado aos carnivoros. Isto se deve ao fato de alguns componentes da

dieta herbivora serem de dificil digestdo e requererem longo tempo e maior exposi¢do para
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serem absorvidos (BERTIN, 1958; FANGE; GROVE, 1979; VERIGINA, 1990).

Os girinos onivoros e herbivoros, como os do género Rana, ndo possuem estomago
anatomicamente diferenciado, havendo apenas uma pequena constriccdo delimitando o
inicio do intestino (BURGGREN; JUST, 1992; VIERTEL; RICHTER, 1999). Os girinos
carnivoros como Ceratophrys dorsata e Lepidobatrachus laevis apresentam uma estrutura
analoga ao estomago do adulto (BURGGREN; JUST, 1992). O intestino dos herbivoros e
onivoros, por sua vez, apresenta um longo comprimento, disposto em dupla espiral
ocupando a maior parte da cavidade visceral. O mesmo ndo acontece com o0s girinos
carnivoros em que o intestino € curto e nio se apresenta em forma espiralada (NOBLE,
1954). Os resultados encontrados neste estudo mostraram o girino da R. catesbeiana
apresentando um tubo digestorio bastante longo sem distincdo anatdmica do estdmago.
Morfometricamente, o intestino chegou a ser seis vezes maior que o préprio girino na fase
de maior desenvolvimento do mesmo.

Bértin (1958) relacionou o coeficiente intestinal (comprimento do intestino/
comprimento corporal) de peixes com seus respectivos habitos alimentares, e propds que a
amplitude dos valores do coeficiente intestinal para os carnivoros seria de 0,4 a 2,5; para os
onivoros de 0,6 a 8,0 e para os herbivoros de 0,8 a 15. No caso dos girinos de R.
catesbeiana, os valores do coeficiente intestinal, encontrados antes da metamorfose,
classificariam estes girinos com o habito alimentar onivoro, contrariando os achados de
Albinati (1995) que classificou os girinos da R. catesbeiana como sendo herbivoro.
Contudo, apenas os valores do coeficiente intestinal ndo sao suficientes para determinar se
um animal € herbivoro ou onivoro, devendo-se observar o tipo de alimento consumido e se
o animal possui caracteristicas apropriadas para digestdo de matéria vegetal.

O girino de R. catesbeiana se alimenta principalmente de plantas aquaticas,
microinvertebrados e carcaca de girinos mortos (BURRY; WHELAN, 1985), além de

consumir proteina tanto de origem vegetal como animal, sendo que a de origem vegetal
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promove um maior crescimento, retardando, contudo, o processo de metamorfose (VEIGA,
1989).

Anatomica e morfometricamente, as mudancas ocorridas no sistema digestério dos
girinos durante a metamorfose estdo relacionadas a mudanca no hdbito alimentar.
Geralmente, os girinos deixam de ser herbivoros ou onivoros para se tornarem adultos
carnivoros (DUELLMAN; TRUEB, 1986; BURGGREN; JUST, 1992).

Durante o processo de metamorfose, ocorre um rearranjo dos 6rgdos do sistema
digestorio na cavidade visceral, além do desenvolvimento do estdmago, e encurtamento do
intestino (CARVER; FRIENDEN, 1977; PRETTY; NAITOH; WASSERSUG, 1995;
RIBEIRO-FILHO, 1997). Esse encurtamento do intestino pode variar entre as espécies de
girinos. Observou-se uma diminui¢do de 58,15% em Rana temporaria, 82,2% em Rana
pipiens, 90% em Alytes obstetricans e 84% em Rana catesbeiana quando a metamorfose
foi induzida por hormonios tireoideanos (JANES, 1934; CARVER; FRIENDEN, 1977,
DAUCA; HOURDRY, 1985; PRETTY; NAITOH; WASSERSUG, 1995).

As mudangas anatdmicas e morfométricas observadas no sistema digestorio dos
girinos da ra-touro estdo estritamente relacionadas com a mudanga de hébito alimentar de
onivoro para carnivoro. Para se adequar ao novo estilo de vida, o girino, durante a
metamorfose, sofre processo de remodelacio da cavidade visceral desenvolvendo
estruturas compativeis ao hédbito carnivoro. De acordo com Noble (1954) as caracteristicas
anatomicas predominantes em anfibios carnivoros sdao a presenca de um estdmago
desenvolvido, e um curto comprimento de intestino.

A diminui¢do acentuada do peso do pancreas ocorrida no girino da ra-touro,
observada neste estudo, durante o processo de metamorfose, pode estar relacionada com a
perda de parte do tecido acinar e enddcrino que ocorre neste 6rgao (NAKAGHI et al.,
2006). Estudos com Xenopus laevis e Rana pipiens evidenciaram que, durante a

metamorfose, o pancreas sofre diminui¢do de até 85% do volume devido a uma
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remodelac¢ao tecidual, na qual grande parte do tecido acinar € afetada (LEONE et al., 1976;
ORTIZ DE ZARETE et al., 1991; VIERTEL; RICHTER, 1999).

Milano e Chimenti (1995) observaram que o desenvolvimento do pancreas ocorre
através de uma seqiiéncia complexa. Inicialmente, este 6rgdo tende a aumentar por
diferenciag@o para, posteriormente, durante o climax metamorfico, regredir. O estudo de
Milano e Chimenti (1995) confirma os dados morfométricos do peso do pancreas
apresentado na Tabela 2, em que se observou um aumento continuo do pancreas até o
inicio da metamorfose, ocorrendo, posteriormente, a diminui¢do do mesmo.

Durante a metamorfose, com a desestruturacdo do pancreas, observa-se também
alteracdo no perfil das enzimas digestivas. Leone et al. (1976) observaram nos girinos de
Xenopus laevis diminui¢do da lipase e amilase neste periodo. Nakaghi, Buttler e Oliveira-
Bahia (2007) observaram mudangas quantitativas no tecido enddcrino pancredtico dos
girinos de Rana catesbeiana. Tais mudangas se caracterizaram por uma diminui¢do das

células A e aumento das células o durante a metamorfose.

As mudangas ocorridas no pancreas também podem estar relacionadas com a
alteracdo do hdbito alimentar, principalmente no tipo de nutriente a ser consumido nas
diversas fases (girino e adulto). Girinos, herbivoros e onivoros, possuem dieta rica em
carboidratos, enquanto que o adulto, por ser carnivoro, possui dieta rica em proteina;
conseqiientemente, o aporte de enzimas digestivas para cada fase deve ser diferente.
Contudo, ndo existem trabalhos que facam essas relacdes, sendo que a maioria dos estudos
com pancreas de girinos, ou sdo descritivos, ou enfocam principalmente o tecido endécrino
(LEONE et al., 1976; KAUNG, 1983; FARRAR; HULSEBUS, 1985; MILANO;
CHIMENTI, 1995).

O figado ndo € um 6rgdo primariamente digestivo, apesar de ser uma glandula
anexa ao sistema digestério nos girinos (NOBLE, 1954). Este 6rgdo atua de forma

importante na digestdao de gorduras através da producdo de bile, contudo, sua importincia
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maior estd como depdsito de gordura e glicogénio, excre¢ao de produtos nitrogenados e
destruicdo de hemdcias (NOBLE, 1954; BROWN; BROWN; COHEN, 1959; THEIL,
1973a; 1973b). As mudancas metamorficas que ocorrem no figado sdo principalmente de
carater funcional, dentre elas pode-se citar: o aumento na produc¢do de albumina e
ceruloplasmina, a alteracdo da hemoglobina e das enzimas do ciclo da uréia e o aumento da
sintese de DNA e RNA (BROWN; BROWN; COHEN, 1959; PAIK; METZENBERG:;
COHEN, 1961; THEIL, 1973a; 1973b; SHERIDAN; KAO, 1998).

Anatdomica e morfometricamente, o figado dos girinos da R. catesbeiana nao
apresentou alteracdes significativas, apesar de possuir uma pequena diminuicdo em seu
peso durante a metamorfose. Tal alteracdo ndo modificou a relacdo do coeficiente hepatico
(peso do figado/peso do girino) mostrado na Tabela 2, que permaneceu a mesma durante
todo o desenvolvimento e metamorfose.

O conhecimento das transformagdes ocorridas na metamorfose do sistema
digestorio € um dos fatores determinantes para o sucesso e sobrevivéncia das espécies de
anfibios em sua transicao ecoldgica do ambiente aqudtico para o terrestre. Além disso, a
anatomia e a morfometria deste sistema apresentam uma estreita relacdo com o hébito
alimentar, o que faz com que o conhecimento de tais caracteristicas forneca subsidios para

uma melhor compreensdo dos fatores inerentes a nutricdo destes animais.

CONCLUSAO

Durante a metamorfose dos girinos de R. catesbeiana houve uma reestruturagao
anatomica e topogréfica da maioria dos 6rgdos da cavidade visceral, sendo estas alteragdes

adaptativas a mudanga do habito alimentar do girino onivoro para o adulto carnivoro.
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Figura 2. Desenhos esquemadticos dos 6rgidos do sistema digestério do girino de R.
catesbeiana.

A: Estagio 25 - cavidade visceral - posi¢@o latero-lateral direita: duodeno (D); estdomago
(ET); figado (F); pancreas (P); intestino médio (IM); constriccdo estomacal que divide o
estdmago do duodeno (circulo). A = 80x.

B: Estagio 25 - vista latero-lateral direita: esofago (ES); estomago (ET); duodeno (D);
intestino médio (IM); figado (F); pancreas (P). A = 15x.

C: Estagio 25 - vista dorsal: esofago (ES), estomago (ET); intestino médio (IM); duodeno
(D). A =6,3x.

D: Estagio 41 - cavidade visceral - posi¢ao latero-ventral direita: estdmago (ET); figado
(F); intestino médio (IM); pancreas (P). A = 6,3x.

E: Estagio 42 - cavidade visceral - vista latero-lateral direita: estdbmago (ET); figado (F);
intestino médio (IM); pancreas (P). A = 6,3x.

F: Estagio 42 - vista dorsal: esdfago (ES); estdmago (ET); duodeno (D); intestino médio

(IM); intestino posterior (IP); figado (F). A = 6,3x.
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Figura 3. Fotomicrografias da cavidade visceral do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 25 - posicdo latero-lateral direita: duodeno (D); estdomago (ET); figado (F);
pancreas (P); constriccdo estomacal que divide o estdmago do duodeno (circulo). A = 80x.
B: Estagio 41 - vista latero-ventral direita: esdfago (ES); estomago (ET); duodeno (D);
intestino médio (IM); figado (F); pancreas (P). A = 15x.

C: Estagio 42 - vista latero-ventral direita: regido gastrica formada pelo esofago e
estdmago (circulo); figado (F). A = 6,3x.

D: Estagio 43 - posicdo latero-ventral esquerda: estomago (circulo); figado (F). A = 6,3x.
E: Estagio 44 - vista latero-ventral esquerda: estobmago (circulo). A = 6,3x.

F: Estagio 45 - vista latero-ventral esquerda: estdmago (circulo). A = 6,3x.
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Figura 4. Desenhos esquemdticos dos 6rgdos do sistema digestério do girino de R.
catesbeiana.

A: Estagio 25 - cavidade visceral - posicdo ventral: forma espiralada do intestino médio
(IM); figado (F). A = 80x.

B: Estagio 41 - posi¢ao latero-lateral esquerda: intestino médio (IM); figado (F). A = 80x.
C: Estagio 41 - posicdo latero-ventral direita: intestino médio (IM); figado (F); pancreas
(P). A=6,3x.

D: Estagio 43 - posi¢ao latero-lateral esquerda: intestino médio (IM); figado (F); estdbmago
(ET). A =6,3x.

E: Estagio 45 - vista lateral direita: inicio da perda da configuragdo espiralada do intestino
médio (IM) (seta); figado (F); pancreas (P). A = 6,3x.

F: Estagio 45 - vista lateral esquerda: intestino médio (IM); intestino posterior (IP); figado

(F); estdbmago (ET); esofago (ES). A = 6,3x.
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Figura 5. Fotomicrografias da cavidade visceral do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 25 - posi¢ao ventral: forma espiralada do intestino (seta); figado (F). A = 80x.
B: Estagio 41 - posicdo latero-ventral direita: estdomago (ET); esdfago (EF); figado (F);
intestino médio (IM); intestino posterior (IP); duodeno (D) e pancreas (P). A = 80x.

C: Estagio 42 - posi¢do ventral: diminuicdo do comprimento e diametro do intestino
médio (circulo); figado (F). A = 6,3x.

D: Estagio 43 - posicdo ventral: intestino médio (circulo); figado (F); corpos gordurosos
(CG). A =6,3x.

E: Estagio 44 - posicdao ventral: intestino médio localizado na regido ventro-caudal
(circulo); figado (F); corpos gordurosos (CG). A = 6,3x.

F: Estagio 45 - vista lateral direita: inicio da perda da configuracdo espiralada do intestino

(seta); figado (F); rim (R). A = 6,3x.
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Figura 6. Fotomicrografia da cavidade visceral do girino de R. catesbeiana. Estagio 25 -

posicao latero-lateral direita: figado (F). A = 80x.

Figura 7. Fotomicrografia da regido ventral do figado do girino de R. catesbeiana. Estagio

42 - lobo direito (LD); lobo médio (LM); lobo esquerdo (LE). A = 6,3x

Figura 8. Fotomicrografia da vesicula biliar do girino de R. catesbeiana. Estagio 42 -

vesicula biliar (destaque). A = 6,3x

Figura 9. Fotomicrogafia do ducto colédoco do girino de R. catesbeiana. Estagio 42 -

ducto colédoco (seta). A = 10x
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Figura 10. Fotomicrografias da cavidade visceral do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 28 - posicdo latero-ventral direita: pancreas (destaque); figado (F);
intestino médio (IM). A = 10x.

B: Estagio 42 - posicdo latero-ventral direita: pancreas (destaque); figado (F);
estdbmago (ET). A = 6,3x.

C: Estagio 43 - posicdo ventral: a por¢cido mais ventral do figado foi rebatida para o
lado direito para a melhor visualizagdo do pancreas (destaque); estomago (ET);
figado (F). A= 6,3x.

D: Estagio 44 - posicdo ventral: a por¢do mais ventral do figado foi retirada e o
estomago foi rebatido para o lado direito para revelar o pancreas (destaque);

estomago (ET); intestino médio (IM). A =6,3x.
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Figura 11. Médias dos valores dos comprimentos total e parcial dos girinos (cm) ao longo

dos estdgios de desenvolvimento (GOSNER, 1960). ANOVA, F;o= 73,19, P< 0,001.

Figura 12. Médias dos valores de peso (g) dos girinos de R. catesbeiana ao longo dos

estdgios de desenvolvimento (GOSNER, 1960). ANOVA, Fjo= 51,44, P< 0,001
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Tabela 1: Médias do comprimento e do peso do intestino dos girinos de R. catesbeiana e

razdo entre o comprimento do intestino com o comprimento total e parcial dos girinos nos

diversos estdgios de desenvolvimento.

Estagios de
Desenvolvimento  (n) C‘omplrimeinto do Peso do intestino * (g) Comp. intestino/ Comp. intesti.no /
(Gosner, 1960) intestino ! (cm) Comp. total Comp. parcial
26 10 4,30+0,71° 0,0052 + 0,001 ' 2,60 6,385
27 12 12,50+£0,52%® 0,0446 + 0,004 ™ 3,82 9,930
28 13 12,80+243®  0,0517+0,019 " 3,80 9,559
29 10 20,40 £2,98 ™  (,0983 +0,031 " 4,63 12,034
30 15 17,93 +2,15%™  0,0849 + 0,031 " 3,66 10,324
31 15 24,17+1,44™8  0,1636 + 0,027 *=" 4,94 12,303
32 7 2623+3,35° 0,1754 £ 0,040 ' 4,84 13,189
33 15 2590+2,0%  0,1619+0,016“* 4,79 12,980
34 11 2837+0,92°"  0,1936 + 0,038 “*' 4,99 13,755
35 14 27,67+534"  0,2188+0,082 531 12,936
36 15  3833+6,63"™  0,3847+0,125° 5,70 15,114
37 15 28,17+822°  0,2965+0,123 ¢ 4,34 11,830
38 11 4150+2,88™  0,3830+0,105° 6,19 15,828
39 15 41,53+11,74™  0,4829+0,169° 5,87 15,883
40 15  44,88+481°% 0,4712+ 0,080 ° 6,41 16,168
41 15 5723+£285° 0,8867 £0,272° 6,64 18,621
42 15 2290+8,77  0,1723+0,118 ** 2,74 8,329
43 10 893+1,59" 0,0571 + 0,004 & 1,10 3,117
44 10 9,43+135" 0,0706 0,011 & 1,17 3,475
45 10 473+040*  0,0817 0,012 " 0,99 1,559

Letras iguais significam diferengas ndo significativas
1 ANOVA: F4=172,39; P < 0,001
2 ANOVA: F,4= 158,26; P < 0,001
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Tabela 2: Médias do peso e coeficiente somatico do figado e pancreas dos girinos de R.

catesbeiana nos diversos estagios de desenvolvimento.

Estagios de R 5 Indice Indice
Desenvolvimento (n) Peso do figado1 Peso do Pancreas Somatico Somatico
(Gosner, 1960) (mg) (me) (Figado) (Pancreas)

26 10 7,0+0,006" 1,10 £ 0,70 0,045 0,63
27 12 16,1 0,004 " 1,50 £ 0,60¢" 0,041 0,57
28 13 24,3+0,008" 2,30 £ 1,00 0,042 0,39
29 10 42,5+0,012¢" 330 £ 1400 0,044 0,33
30 15 50,4 0,009 & 330 £ 0,70 0,044 0,28
31 15 64,5+0,015"%" 7.40 £ 3,10%" 0,043 0,51
32 7 80,2+0,027 =" 6,00 T 3,20 °fh 0,036 0,32
33 15 93,740,027 7.00 £ 2,70 0,045 0,27
34 11 89,5+0,020 8,60 £ 2,00 0,042 0,43
35 14 98,3 +0,024 " 9.10 £ 4,00 0,043 0,39
36 15 121,840,032 13,50 £ 3,90 ™ 0,045 0,47
37 15 1453 +0,041 " 12,60 £ 3,70°¢ 0,040 0,39
38 11 140,5£0,041 11,40 £ 3,70 0,049 0,47
39 15 193,7 £0,058 < 1820 £ 510" 0,048 0,46
40 15 232,9+0,090°¢ 18,40 £ 570" 0,053 0,38
41 15  342,8+0,082° 25.80 T 5,00° 0,050 0,40
42 15  341,4+0,062° 9,00 £ 4,60 0,046 0,13
43 10 304,4 0,069 360 £ 2,10 0,047 0,05
44 10 2588 +0,061 " 3,30 £ 1,00 0,045 0,06
45 10 193,0 0,045 < 1,90 £ 040" 0,041 0,04

Letras iguais significam diferengas ndo significativas
1 ANOVA: Fy4=73,19; P < 0,001
2 ANOVA: Fj4=51,44; P < 0,001
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Histologia do intestino anterior, médio e posterior dos girinos da ra-touro (Rana

catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose

RESUMO

Mudangas histoliticas e histogénicas ocorrem no intestino dos girinos durante a
metamorfose devido 2 mudanca do hébito alimentar onivoro para carnivoro. O presente
trabalho teve como objetivo descrever o desenvolvimento do tubo gastroentérico dos
girinos da ra-touro (Rana catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose. Os
experimentos foram conduzidos no Setor de Ranicultura do CAUNESP-UNESP,
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV-UNESP. Os girinos foram
separados em estdgios de desenvolvimento segundo a tabela de Gosner, e fragmentos da
por¢do anterior e posterior do manicoto glandular e dos intestinos médio e posterior foram
coletados, fixados em solugdo de Bouin e Karnovsky e incluidos em parafina e
historresina. Durante a metamorfose, ocorreu uma reestruturacdo de todo o tubo
gastroentérico. As por¢des anterior e posterior do manicoto glandular foram constituidas,
originalmente, pelas camadas mucosa (epitélio simples colunar ciliado e glandulas simples
tubulosas), muscular e serosa. Apds a metamorfose, a porcdo que iria formar o es6fago
passou a ser constituida pela mucosa (epitélio simples colunar ciliado), submucosa,
muscular (transverso e longitudinal) e serosa. O estdbmago possuiu as mesmas camadas do
esofago, sendo a mucosa bastante desenvolvida e formada por epitélio simples colunar,
glandulas simples tubulosas e muscular da mucosa. O intestino dos girinos foi composto
pela mucosa (epitélio simples colunar em borda de escova, células caliciformes e linfécitos
intraepiteliais), fina camada de tecido conjuntivo, muscular e serosa. Depois da
metamorfose, o intestino apresentou-se formado pela mucosa, submucosa, muscular e
serosa. Esses resultados sdo consistentes com as mudancas encontradas no sistema

digestorio das espécies Xenopus laevis e Rana temporaria.



Tese - Capitulo IV Verdnica Regina Lobato de Oliveira Bahia 94

INTRODUCAO

A passagem da fase aquatica para a terrestre dos anfibios € acompanhada por vérias
mudangas morfoldgicas e fisioldgicas, as quais sdo denominadas de metamorfose. Nos
anfibios, esta pode ser sintetizada por trés grandes alteracdes: (1) regressao de estruturas e
fungdes utilizadas apenas nos girinos (cauda), (2) transformagdes de estruturas larvais em
estruturas uteis nos adultos (tubo gastroentérico e pele) e (3) desenvolvimento de estruturas
e fungdes que sdo essenciais apenas nos adultos (membros) (DUELLMAN; TRUEB, 1986;
KAWALI et al., 1994; TATA, 1999).

Durante a metamorfose, o tubo gastroentérico sofre uma drastica reducdo do
tamanho com alteracdo da configuracdo e topografia na cavidade visceral (CARVER;
FRIEDEN, 1977; PRETTY, NAITOH; WASSERSUG, 1995). O estdmago, que no girino
estd situado no lado direito, apds a metamorfose passa a se localizar no lado esquerdo,
enquanto que o intestino perde a conformacdo de dupla espiral e reduz o tamanho
(PRETTY, NAITOH; WASSERSUG, 1995; RIBEIRO-FILHO, 1997).

Mudangas histoliticas e histogénicas importantes ocorrem no tubo gastroentérico. A
mucosa € completamente substituida por um novo epitélio, ocorre a formacdo da
submucosa e a camada muscular passa a ser constituida por duas camadas, uma mais
interna circular e outra externa longitudinal (BONNEVILLE, 1963; BONNEVILLE;
WEINSTOCK, 1970; MARSHALL; DIXON, 1978; KALTENBACH; WANG; LIPSON,
1981; ISHIZUYA-OKA; SHIMOZAWA, 1987a; HOURDRY; L’HERMITE; FERRAND,
1996). Tais mudancas sdo ocasionadas por dois importantes processos celulares:
primeiramente observa-se apoptose das células do epitélio intestinal do girino, e em
seguida, o desenvolvimento do epitélio do intestino do imago através da proliferacio e
subseqiiente diferenciacdo celular (HOURDRY; DAUCA, 1977; MARSHALL; DIXON,

1978; ISHIZUY A-OKA; UEDA, 1996).
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A remodelag¢do do epitélio intestinal € controlada pelos hormonios tireoideanos.
Experimentos com imersao do tubo digestdrio, em solug¢do de tiroxina induziu a formagdo
do estdbmago, a degeneracao do epitélio intestinal do girino, assim como a neoformagdo do
epitélio intestinal do imago (DODD; DODD, 1977; BURGGREN; JUST, 1992). Em
Xenopus laevis, estudos in vivo e in vitro t€m comprovado a importancia destes hormdnios
na remodelacdo intestinal (ISHIZUYA-OKA; SHIMOZAWA, 1992; SCHREIBER; CAI;
BROWN, 2005; ISHIZUY A-OKA; SHI, 2005).

Os estudos da morfogénese do tubo digestério concentram-se nos géneros Xenopus
e Rana e analisam sempre a mesma regido do intestino, préxima a entrada do ducto
colédoco. Contudo, as outras regidoes do tubo gastroentérico também sofrem remodelagdes
durante a metamorfose e pouca atencdo tem sido dada as mesmas (ISHIZUYA-OKA;
SHIMOZAWA, 1987b; ROVIRA et al., 1995; VILLARO et al., 1998; VILLARO et al.,
2001).

Rovira et al. (1995) e Villaro et al. (2001) analisando as mudangas metamorficas
que ocorrem no estdmago de girinos de Rana temporaria, observaram mudangas no tipo
celular, nas quais as células oxinticas, produtoras de acido cloridrico, foram substituidas
pelas células oxintopépticas produtoras de dcido cloridrico e pepsina. Observaram também
alteracdo na quantidade de células enddcrinas, sendo um nimero maior nos imagos que nos
girinos.

Trabalhos que mostrem a morfogénese do tubo gastroentérico, detalhando as
alteracdes que ocorrem nos diversos segmentos, fornecerd um maior conhecimento das
transformacdes e adaptacdes pelas quais os anfibios passam quando mudam do ambiente
aqudtico para terrestre e de uma dieta herbivora para carnivora (DODD; DODD, 1977;
DUELLMAN; TRUEB, 1986; BURGGREN; JUST, 1992). Tais conhecimentos permitirdo
uma maior compreensdo da biologia dos girinos e, conseqiientemente, de seu desempenho

em cativeiro.
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O conhecimento das caracteristicas anatdmicas e histoldgicas torna-se
imprescindivel para uma melhor compreensdao dos mecanismos de digestdo e absorcdo de
nutrientes, e conseqiientemente, para formular racdes compativeis com as necessidades dos
girinos, proporcionando um maior aproveitamento dos alimentos a serem oferecidos
(SILVA et al., 1994; GALLEGO; RUS, 1987 apud SEIXAS-FILHO et al., 2001). Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo descrever histologicamente o desenvolvimento
do esdfago, estdmago, intestino médio e posterior dos girinos da ra-touro (Rana

catesbeiana), durante o desenvolvimento e metamorfose.

MATERIAL E METODOS

- Classificacdo dos girinos

Os girinos foram classificados segundo a tabela de GOSNER (1960), que classifica
o desenvolvimento em 46 estagios, € baseia-se nas alteracdes morfoldgicas externas que
ocorrem nos periodos que compreendem desde a fecundagdo, eclosdo, desenvolvimento

dos girinos e metamorfose (Anexo 1).

- Animais experimentais

Os girinos foram cedidos pelo Setor de Ranicultura do Centro de Aqiiicultura da
UNESP-CAUNESP. Semanalmente realizaram-se coletas dos animais a partir do estdgio
25 até 46 (final da metamorfose) e submetidos a um jejum de 24 horas para a limpeza do
tubo digestério. ApoOs este periodo, os girinos foram sacrificados por decapitagdo e

retirados fragmentos do intestino anterior, médio e posterior.
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- Andlise histologica

As andlises histologicas foram realizadas no Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV-UNESP).

As amostras foram incluidas em parafina e historresina. Para a inclusdo em parafina,
as amostras foram fixadas em solucdo de Bouin por 24 horas, lavadas em solucao alcodlica
de etanol a 70% e desidratadas em bateria de etanol em concentracdes crescentes (80%,
90% e 100%). Em seguida, foram diafanizadas em Xilol, infiltradas e incluidas em
parafina. Foram realizados cortes finos com Sum de espessura em micrétomo, sendo os
mesmos posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido Periédico de
Shiff (PAS).

Para a inclus@do em historresina, as amostras foram fixadas em solug¢do de
Karnovsky, mantidas em tampao Cacodilato de Sédio (pH 7,4) e incluidas em historresina
utilizando-se o "Leica Historesin Embedding Kit", segundo protocolo recomendado pelo
fabricante. Os histomoldes foram mantidos em estufa a 60°C durante 24 horas para a
polimerizacdo da historresina. Foram obtidos cortes de 3 a 5 pym de espessura em
micrétomo com lamina de vidro. Os cortes em parafina de es6fago, estbmago e intestino
foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE), e os cortes em historresina com

Hematoxilona e Eosina de Lysson (HE-Lysson) ou Giemsa.

RESULTADOS

Histologicamente, o manicoto glandular dos girinos de R. catesbeiana dos estagios
25 ao 41 caracterizou-se por apresentar trés camadas: mucosa bastante desenvolvida, fina
camada muscular e, mais externamente, serosa. A mucosa constituiu-se por um epitélio

simples colunar ciliado (Figuras 1A e 2A-B). Observou-se a lamina prépria com glandulas



Tese - Capitulo IV Verdnica Regina Lobato de Oliveira Bahia 98

tubulares simples constituidas por células cuboidais. Estas glandulas sdo responsaveis pela
producdo de muco, que no estdmago vai proteger o epitélio da acdo do acido cloridrico. A
mucosa, quando corada pela técnica do Acido Periédico de Schiff (PAS), mostrou
nitidamente a producido de muco pelas glandulas tubulares e sua presenca na superficie de
todo o epitélio (Figuras 2B-C).

No manicoto glandular do girino, abaixo da lamina prépria, percebeu-se uma
camada de tecido muscular liso, que na regido préxima ao intestino médio (porcao
posterior) apresentou-se em disposi¢cao longitudinal (Figura 2D). Enquanto no estdgio 41, a
regido préxima a faringe (por¢do anterior) a muscular apresentou-se em duas disposicoes,
uma circular e outra no sentido longitudinal (Figura 2D). Em seguida, visualizou-se a
serosa constituida por tecido conjuntivo e células epiteliais pavimentosas (Figura 2D).

Dos estagios 25 ao 41 ndo ocorreram mudancas histoldgicas neste 6rgdo. A partir
do estdgio 42 iniciaram-se as seguintes alteracdes: perda do limite entre o epitélio e a
lamina prépria, assim como da configuracdo das estruturas glandulares, além de um
aumento progressivo da camada muscular (Figura 3A). Nos estdgios 43 e 44, a mucosa foi
visualizada como uma massa celular indistinta. A submucosa surgiu entre as camadas
mucosa e muscular, sendo formada por fibras coldgenas e células do tecido conjuntivo. A
camada muscular apresentou-se bastante desenvolvida, organizada em duas dire¢des: uma
interna circular e uma externa longitudinal (Figuras 3B-C).

No estdgio 45 iniciou-se a reestruturagdo do epitélio do manicoto e a diferenciacio
em esOfago e estdmago. O esdfago, na regido observada, passou a ser formado pela
camada mucosa constituida pelas células colunares ciliadas, pela submucosa, pela
muscular apresentando duas camadas, uma circular interna e outra longitudinal externa, e
pela serosa formada por células pavimentosas e tecido conjuntivo (Figura 1B).

O estdmago passou a ser constituido por uma mucosa bastante desenvolvida,

formada por epitélio colunar simples com glandulas tubulares envoltas de tecido
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conjuntivo. Logo abaixo da mucosa, notou-se um feixe de fibras musculares caracterizando
a muscular da mucosa e, em seguida, observou-se a submucosa, a muscular longitudinal e
circular e a serosa (Figura 3D). No estdgio 46, o estdmago, apresentou 0 mesmo padrao
descrito anteriormente, porém, a mucosa apresentou-se mais espessa que nho estigio
anterior (45). Visualizaram-se também as pregas estomacais (Figuras 4A-C). Destacaram-
se as seguintes diferencgas entre o esdfago e estbmago apds a metamorfose, a auséncia das
glandulas tubulares no esdfago e a presencga das pregas no estdmago.

Os intestinos médio e posterior apresentaram as mesmas caracteristicas
histolégicas, sendo compostos pela mucosa, uma fina camada de tecido conjuntivo, pela
camada muscular e pela serosa (Figuras 5 e 6A-B). A mucosa apresentou-se composta por
epitélio simples colunar ou cilindrico formando a borda em escova, na sua superficie apical
devido as microvilosidades, células glandulares (células caliciformes) e células sangiiineas
migratorias (Figuras 6A-B). O tecido conjuntivo mostrou-se bem nitido e formado por
fibras coldagenas e diversos vasos sanguineos (Figuras 6A-B). A camada muscular
apresentou-se constituida por musculo liso em disposi¢do circular, enquanto a serosa
formada por células epiteliais pavimentosas e tecido conjuntivo pouco evidente (Figuras
6A-B).

Assim como no manicoto, as alteracdes histoldgicas dos intestinos ocorreram a partir
do estdgio 42. Neste estdgio, visualizou-se a perda da configuragcdo das células colunares e
o aumento do nimero de células intraepiteliais na mucosa. A camada muscular aumentou
de espessura passando a possuir duas orientagdes, uma circular e outra longitudinal
(Figuras 7A- B).

No estdgio 43, a mucosa apresentou intensa renovagao do epitélio que forneceu ao
mesmo um falso aspecto de epitélio estratificado. Neste estdgio, visualizou-se a presenca
de inimeros macréfagos na regido epitelial, além do aumento do tecido conjuntivo e

muscular (Figuras 8A-B). Nos estdgios 44 e 45 houve o estabelecimento do epitélio
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simples colunar e o inicio da formagao das vilosidades intestinais (Figuras 9A-B). No
estdgio 46 o intestino estava completamente formado diferenciado em camadas (mucosa,
submucosa, muscular e serosa), com as vilosidades intestinais e células caliciformes

evidentes (Figuras 10A-B).

DISCUSSAO

Os girinos possuem 6rgaos especificos e adaptados ao ambiente em que vivem e ao
habito alimentar. O manicoto glandular do girino apresenta-se anatdomica e
histologicamente diferente do estdmago do adulto. A mucosa apresenta células colunares
ciliadas, cuja principal funcdo € a de auxiliar a passagem do alimento pelo 6rgdo. Como o
manicoto do girino possui uma camada muscular muito fina, esta passagem ¢ feita pelos
cilios (ROVIRA et al., 1995). A regidao glandular é representada principalmente pelas
células mucosas, as oxinticas (responsdveis pela producdo de 4cido cloridrico) e as
enddcrinas (ROVIRA et al., 1995; VILLARO et al., 2001).

No animal pds-metamorfoseado, a mucosa apresentou-se repleta de pregas e
criptas. As células ciliadas aparecem apenas na por¢do anterior do estdmago. Nesta fase, o
estdmago apresentou musculatura bastante desenvolvida e potente, além de glandulas que
apresentam as células oxintopépticas, produtoras de dcido cloridrico e pepsinogénio, como
encontrado nas aves e peixes. Contudo, estas mesmas células estdo ausentes nos girinos
(ROVIRA et al., 1995; VILLARO et al., 2001).

Comparando os intestinos dos girinos com os de adultos, as alteragdes
metamorficas sdo bastante diferentes. Enquanto nos girinos a parede do intestino é delgada,
apresentando uma camada de células colunares repletas de microvilos e uma pequena
por¢dao de tecidos conjuntivo e muscular, no animal pds-metamorfoseado as camadas

mucosa, submucosa e muscular sdo bastante desenvolvidas. As células colunares vao se
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elevando e formando dobras longitudinais providas de microvilos, mais curtos do que os
encontrados nos girinos, além de uma muscular mais desenvolvida (BONNEVILLE 1963;
BONNEVILLE; WEINSTOCK, 1970).

As mudancas histoldgicas encontradas no epitélio do tubo digestério durante a
metamorfose dos girinos de R. catesbeiana, no presente estudo, sdo basicamente
consistentes com as mudangas encontradas no estdmago de Rana temporaria (ROVIRA et
al.,, 1995; VILLARO et al. 2001) e intestino de Xenopus laevis (BONNEVILLE, 1963;
BONNEVILLE; WEINSTOCK, 1970; MARSHALL; DIXON, 1978; ISHIZUYA-OKA;
SHIMOZAWA, 1987a; 1987b). Entretanto, os estdgios em que elas ocorrem diferem entre
si. Em X. laevis e R. temporaria, as mudangas histologicas no sistema digestorio ocorrem
no estagio 40 (GOSNER 1960), enquanto que no presente trabalho, tais alteracdes
ocorreram a partir do estdgio 42 (GOSNER 1960) com o climax metamérfico.

O climax metamorfico € caracterizado por um aumento na producdo de hormonios
tireoideanos (Triiodotironina - T3 e Tiroxina - T4) (ETKIN, 1968). Os hormonios
tireoideanos sao de extrema importancia no processo de metamorfose, pois 0s mesmos sao
os promotores da maioria das alteracdes anatdmicas, bioquimicas e fisioldgicas do
intestino (DODD; DODD, 1977; BURGGREN; JUST, 1992; TATA, 1999).

A concentracio de hormonios tireoideanos durante o desenvolvimento e
metamorfose varia entre as espécies. R. pipiens, R. clamitans e X. laevis apresentam
concentracdes séricas a partir do estdgio 30 (GOSNER 1960), enquanto em R. catesbeiana
a partir do estgio 40 (GOSNER, 1960).

Como citado anteriormente, as diferencas no tempo em que ocorrem as mudangas
metamorficas do tubo digestério entre X. laevis, R. temporaria e R. catesbeiana podem
estar relacionadas com a presenca dos hormodnios tireoideanos nos estdgios iniciais do
desenvolvimento. Tais horménios podem estar acelerando a metamorfose do tubo

digestorio das expécies X. laevis e R. temporaria. O mesmo ndo ocorre com R. catesbeiana
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em que a presenca dos hormonios tireoideanos s6 serd detectavel proximo ao periodo da
metamorfose.

Morfolégica e fisiologicamente as necessidades de herbivoros e carnivoros sdo
bastante diferentes, animais herbivoros e onivoros possuem uma dieta rica em matéria
vegetal e carboidratos, enquanto os carnivoros consomem muita proteina de origem animal
(NOBLE, 1954; BERTIN, 1958). As mudangas ocorridas no tubo digestério dos girinos de
R. catesbeiana, no presente trabalho, refletem as mudancgas no hébito alimentar de girino
onivoro para adulto carnivoro.

Girinos onivoros possuem um estdmago pouco desenvolvido e um longo intestino
para digerir e absorver os nutrientes de origem vegetal, enquanto adultos carnivoros
necessitam de um estdmago eldstico bem desenvolvido capaz de produzir enzimas, € um
intestino curto repleto de vilosidade para a digestdo e absor¢do dos nutrientes de sua dieta

(NOBLE, 1954; BURGGREN; JUST, 1992; VIERTEL; RICHTER,1999).

CONCLUSAO

Girinos e adultos de R. catesbeiana possuem o tubo digestério morfologicamente
diferentes, durante a metamorfose. Basicamente, as mudancas histoldgicas observadas
compreendem uma reestruturagdo da mucosa com processos degenerativos e regenerativos
€, a0 mesmo tempo, um crescimento dos tecidos conjuntivo e muscular por diferencia¢do
celular, levando a formagdo de um estdmago repleto de pregas e criptas e a formacgdo das
vilosidades intestinais. Além disso, tais alteracdes estdo correspondendo as modificagdes

anatOmicas ocorridas e observadas durante o desenvolvimento.
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Figura 1. Fotomicrografias da regido préoxima a faringe do manicoto glandular do girino
de R. catesbeiana.

A: Estagio 41 - mucosa com células colunares ciliadas (CC), glandulas tubulares (GT) e
camada muscular (Mu). HE - Lysson

B: Estagio 46 - formacdo das camadas do esdfago: mucosa com células epiteliais
colunares (CC), submucosa (SM), muscular (Mu) e serosa (seta); corte longitudinal. HE -

Lysson.

Figura 2. Fotomicrografias da regido préxima ao intestino médio do manicoto glandular
do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 25 - mucosa (M); glandulas tubulosas (GT). HE - Lysson.

B: Estagio 28 - detalhe da mucosa: células colunares ciliadas (CC) e glandulas tubulares
(GT). HE.

C: Estagio 28 - detalhe da mucosa: secre¢do das glandulas tubulares entre as células
colunares (seta). PAS.

D: Estagio 35 - detalhe da camada muscular formada por fibras musculares em disposi¢do
longitudinal (seta fina). Camada serosa formada por tecido conjuntivo e células

pavimentosas (seta grossa); glandulas tubulares (GT). HE.
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Figura 3. Fotomicrografias do estobmago do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 42 - perda do limite entre o epitélio e lamina prépria; desconfiguracdo das
glandulas tubulares (GT), células colunares (CC), camada muscular (Mu). PAS.

B: Estagio 43 - mucosa (M) com desarranjo das células de revestimento e glandulares;
presenca de diversas células migratérias na superficie do epitélio (ponta de seta);
desenvolvimento da camada muscular (Mu); formagdo da submucosa (SM); serosa (seta).
PAS.

C: Estagio 44 - em formacdo as quatro camadas do estdmago: mucosa (M), submucosa
(SM), muscular (Mu) e serosa (S). HE - Lysson.

D: Estagio 45 - quatro camadas distintas do estdmago: mucosa (M) com a muscular da

mucosa (seta), submucosa (SM), muscular (Mu) e serosa (S). HE - Lysson.

Figura 4. Fotomicrografias do estbmago do imago de R. catesbeiana.

Estagio 46 - A: as quatro camadas formadoras do estdmago: mucosa (M) bastante
desenvolvida com as células epiteliais colunares (CC), glandulas tubulosas (GT) e
muscular da mucosa (seta); submucosa (SM); muscular (Mu) e serosa (S). HE - Lysson. B:

detalhe da camada mucosa. (HE). C: detalhe da muscular; corte transversal. (HE).
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Figura 5. Fotomicrografia dos intestinos do girino de R. catesbeiana.

Estagio 25. HE - Lysson.

Figura 6. Fotomicrografias dos intestinos do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 30 - intestino médio e B: Estagio 37 - intestino posterior. Mucosa (M) com
células epiteliais colunares com borda em escova, células caliciformes (seta preta) e células
sangiiineas migratdrias (seta branca); submucosa constituida de tecido conjuntivo com a

presenca de diversos vasos sanguineos (TC); camada muscular (Mu) e serosa (S). PAS.

Figura 7. Fotomicrografias dos intestinos do girino de R. catesbeiana.
Estagio 42 - A: intestino médio. B: intestino posterior. Mucosa (M) com perda da
configuracdo das células colunares, aumento discreto do tecido conjuntivo (TC) e muscular

(Mu). HE - Lysson.

Figura 8. Fotomicrografias dos intestinos do girino de R. catesbeiana.
Estagio 44 - A: intestino médio. B: intestino posterior. Perda completa da configuragio
das células colunares (CC); presenca de macrofagos (seta); aumento dos tecidos conjuntivo

(TC) e muscular (M). HE - Lysson.
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Figura 9. Fotomicrografias dos intestinos do girino de R. catesbeiana.
Estagio 45 - A: intestino médio. B: intestino posterior. Inicio da formagao do epitélio
colunar. Formacdo das vilosidades intestinais (seta); células colunares (CC); submucosa

(SM); muscular (Mu). HE - Lysson.

Figura 10. Fotomicrografias dos intestinos do girino de R. catesbeiana.
Estagio 46 - A: intestino médio. B: intestino posterior. Vilosidades intestinais; camadas:

mucosa (M), submucosa (SM), muscular (Mu) e serosa (S). HE - Lysson.
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Morfologia e enzimologia do pancreas e figado dos girinos de ra-touro (Rana

catesbeiana) durante o desenvolvimento e metamorfose

RESUMO

O figado e o pancreas sdo glandulas anexas ao sistema digestério. Durante o
processo de metamorfose, tais Orgdos sofrem alteracdes citoldgicas, histolégicas e
bioquimicas decorrentes da mudanca do habito alimentar do girino onivoro para o adulto
carnivoro. Este trabalho teve como objetivo descrever histologicamente o desenvolvimento
do figado e pancreas e o perfil da atividade da amilase e tripsina pancredtica do girino da
ra-touro (Rana catesbeiana) durante o seu desenvolvimento e metamorfose. As analises
foram conduzidas no setor de Ranicultura do CAUNESP-UNESP, Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal e Departamento de Tecnologia da FCAV-UNESP. Os
girinos foram separados em estdgios de desenvolvimento segundo a tabela de Gosner.
Fragmentos do figado e pancreas foram coletados e fixados em solu¢do de Bouin e
Karnovsky, sendo que o processamento e a inclusdo das amostras em parafina e
historresina foram realizados de acordo com a metodologia do Laboratério de Histologia.
Para as andlises enzimoldgicas, os pancreas foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados em “freezer” a -70°C. Os pancreas foram homogeneizados, separadamente,
em tampao Tris — HCI (pH 7.,4) e aliquotados para posterior andlise da atividade
enzimatica de acordo com o protocolo do Laboratério de Enzimologia Aplicada. Durante a
metamorfose, o figado ndo apresentou grandes mudangas em seu parénquima. Observou-se
uma aparente diminui¢do de vactolos de lipidios no interior dos hepatdcitos. Tal fato pode
estar associado com as alteragcdes no metabolismo hepdtico ocorridas durante a
metamorfose. O pancreas, ao contrdrio do figado, apresentou intensas mudangas em seu
parénquima durante a metamorfose. As células exdcrinas mostraram um processo de morte

celular, levando a uma degeneragdo do tecido acinar. A atividade tanto da amilase como da
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tripsina apresentou um aumento a partir do estagio 35, ocorrendo um declinio da mesma no
periodo da metamorfose. As mudangcas morfolégicas e enzimdticas podem estar

relacionadas com a mudanga de hébito alimentar de onivoro para carnivoro.

INTRODUCAO

A passagem da fase aquatica para a terrestre nos anfibios € acompanhada por vérias
mudancas morfoldgicas e fisioldgicas que, em conjunto, sdo denominadas de metamorfose.
Durante a metamorfose, o sistema digestério e glandulas anexas dos girinos sofrem uma
intensa transformac¢do (VIERTEL; RICHTER, 1999). Nos girinos de Rana catesbeiana
observa-se uma reducdo no comprimento relativo ao tubo digestorio e no peso das
glandulas (NAKAGHI et al., 2006). Estas transformacdes indicam a mudanga de habito
alimentar de herbivoro para carnivoro e sdo acompanhadas por mudangas morfoldgicas e
funcionais que ocorrem no tubo digestorio, pancreas e figado. (HOURDRY; L’HERMITE;
FERRAND, 1996; VIERTEL; RICHTER, 1999).

O pancreas é uma glandula mista de func¢des exdcrinas e enddcrinas. O tecido
exocrino € composto pelas células acinares ricas em granulos de zimogénios, responsaveis
pela producdo das enzimas pancredticas. Tais enzimas degradam proteinas, carboidratos,
lipidios e &cidos nucléicos durante o processo de digestdo luminal. As enzimas
proteoliticas sdo secretadas na forma inativa. Esse mecanismo impede a autodigestdo do
pancreas (GARTNER; HIATT, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O tecido enddcrino do pancreas consiste de células isoladas e de ilhotas
arredondadas de vérios tamanhos, espalhadas através do tecido exdcrino (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

Nos girinos, pelo menos trés tipos de células endécrinas podem ser distinguidas, as

células a, B e A, diferenciando-se pela forma, tamanho e eletrodensidade de seus granulos
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secretores, € por sua imunorreatividade a diferentes anticorpos e por coloracdes especiais
(ACCORDI; BRACCI; VENTOLA, 1998).

Resultados obtidos por imunofluorescéncia e imunohistoquimica sugerem que as
células a sintetizam e acumulam um hormodnio hiperglicemiante, o glucagon; as células 3,
um hormodnio hipoglicemiante, a insulina e a células A produzem a somatostatina, um
hormoénio que possui uma ampla variedade de efeitos sobre a funcdo gastrointestinal além
de possuir uma ac¢do inibidora sobre a secrecdo de insulina e glucagon (ACCORDI;
BRACCI; VENTOLA, 1998; YOUNG; HEATH, 2001)

O pancreas sofre acentuada mudanca morfoldgica durante a metamorfose. Ocorre
diminui¢do do volume em torno de 80 a 85 % devido aos processos degenerativos que
afetam principalmente o tecido acinar. A histolise do tecido pancredtico ocorre
principalmente por autélise e apoptose sendo que as células degeneradas sdo eliminadas
pelos ductos pancredticos ou fagocitadas por macréfagos (LEONE et al., 1976; MILANO;
CHIMENTI, 1995). Regulando as alteragdes metamorficas, pode-se citar a tiroxina como o
fator apoptotico responsdvel pela degeneragdo pancredtica, a inani¢do no climax
metamoérfico ou a presenca de enzimas degradativas (KAUNG, 1983; MILANO;
CHIMENTTI, 1995; ACCORDI; CHIMENTI, 2001). Logo ap6és a metamorfose, os tecidos
acinar e enddcrino iniciam um processo de reorganizacdo no pancreas através da
histogénese do tecido acinar e da proliferacdo do tecido enddcrino (LEONE et al., 1976;
MILANO; CHIMENTI, 1995).

As transformagdes morfoldgicas do pancreas também estao associadas as mudancas
no perfil das enzimas digestivas durante o desenvolvimento e metamorfose. Estudos com
Xenopus laevis mostrou que a atividade da amilase decresce gradualmente durante o
desenvolvimento até a metamorfose, enquanto que o mesmo ndo ocorre com a lipase. Esta
possui uma atividade crescente durante o desenvolvimento, enquanto que na metamorfose

ocorre uma queda abrupta de sua sintese (LEONE et al., 1976). A diminuicdo da atividade
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tanto da amilase como da lipase no periodo da metamorfose estd relacionada diretamente
com a remodelacdo tecidual que o pancreas sofre durante este periodo (LEONE et al.,
1976). Nao ha estudos que relacionem quantitativamente a atividade da tripsina com o
desenvolvimento e metamorfose.

O figado é a maior glandula do sistema digestorio, ocupando uma grande parte da
cavidade visceral. Histologicamente € composto pelos hepatdcitos, células de Kupffer e
sinusOides, e possui multipla funcdo: excreta produtos de degradacdo, secreta bile,
armazena lipidios e glicogénio, sintetiza globulinas e albumina, esterifica 4cidos graxos
livres para trigliceridios, participa da hemocitopoese e do metabolismo de proteinas,
carboidratos e gorduras (NOBLE, 1954; DELLMANN; BROWN, 1982).

Nos girinos, nos estdgios iniciais de seu desenvolvimento, os hepatdcitos
apresentam-se arranjados em forma de corddes, ricos em vitelo e lipidios e, com o passar
do tempo, observa-se um aumento dos hepatécitos e desaparecimento do vitelo
(VIERTEL; RICHTER, 1999). Durante a metamorfose, ndo se observa mudanca
histolégica no parénquima hepéatico. Contudo, ocorrem mudangas citoldgicas nos
hepatécitos neste periodo. Tata (1971) observou alteracdes na forma do reticulo
endoplasmdtico rugoso (RER) e das mitocondrias. Dauca et al. (1983) verificaram
alteracdo na eletrondensidade dos peroxisomas e microperoxisomas.

Durante a metamorfose as modificacdes que ocorrem no figado estdo associadas
principalmente as alteragdes bioquimicas. Destas podem-se incluir aumento na produgdo
de albumina e ceruloplasmina (TATA, 1999), alteracdo da hemoglobina (THEIL, 1973),
das enzimas do ciclo da uréia (BROWN; BROWN; COHEN, 1959), aumento da sintese de
DNA e RNA (PAIK; METZENBERG; COHEN, 1961).

Tanto o pancreas como o figado sdo 6rgdos de vital importancia nos mecanismos de
nutricdo dos girinos, pois atuam diretamente na produc¢do de enzimas digestivas e no

metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Neste contexto, este trabalho teve como
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objetivo descrever histologicamente o desenvolvimento do pancreas e figado dos girinos
da ra-touro (Rana catesbeiana) e correlacionar com o perfil das enzimas tripsina e amilase

durante o desenvolvimento e metamorfose, visando fornecer subsidios para sua nutri¢ao.

MATERIAL E METODOS

- Animais experimentais

Os girinos foram cedidos pelo Setor de Ranicultura do Centro de Agqiiicultura da
UNESP - CAUNESP e provenientes de desova induzida. Os animais foram
acondicionados em tanques com capacidade para 2000 litros e a densidade de um girino
por litro de dgua (1:1). A temperatura méxima da dgua foi de 28,6 + 1,6, enquanto a
minima foi de 26,0 + 0,8. Duas vezes na semana realizaram-se as coletas dos girinos, que
foram separados em estdgios de desenvolvimento segundo a tabela de Gosner (1960)
(Anexo 1). Apds a coleta, os mesmos foram submetidos a um jejum de 24 horas em

aquarios especiais com a capacidade de 15 litros, que impedia a coprofagia.

- Andlise histologica

As andlises foram realizadas no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias (FCAV-
UNESP).

Utilizou-se girinos dos estdgios 25 ao 46, os quais foram anestesiados em dgua com

gelo a 4°C, pesados, sacrificados sendo, em seguida, retirados fragmentos do figado e
pancreas que foram incluidos em parafina e historresina.

As amostras incluidas em parafina foram fixadas em solucao de Boiun por 24 horas,
lavadas em soluc¢do de etanol a 70% e desidratadas em bateria de etanol em concentragdes

crescentes (80%, 90% e 100%). Em seguida, as mesmas foram diafanizadas em Xilol,
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infiltradas e incluidas em parafina. Foram realizados cortes finos com 5 pum de espessura
em micrétomo, € 0s mesmos posteriormente foram montados em laminas e estas coradas
com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido Periédico de Shiff (PAS).

Para a inclusdo em historresina, as amostras foram fixadas em solucao de Karnovsky,
mantidas em tampao Cacodilato de Sédio (pH 7,4) e incluidas nos histomoldes com
historresina utilizando-se o "Leica Historesin Embedding Kit", segundo protocolo
recomendado pelo fabricante.

Os histomoldes foram mantidos em estufa a 60°C durante 24 horas para a
polimerizacdo da historresina. Foram obtidos cortes de 3 a 5 pym de espessura em
micrétomo com ladmina de vidro. Os cortes em parafina de figado foram corados com
Hematoxilina e Eosina (HE) e os cortes em historresina com Hematoxilina e Eosina de
Lysson (HE-Lysson). Os cortes incluidos em historresina do pancreas foram corados com
Giemsa, para uma melhor diferenciacdo das células endécrinas (DIAZ DE RADA et al.,

1986).

Andlises enzimdticas

As andlises foram conduzidas no Laboratério de Enzimologia Aplicada do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias

(FCAV/UNESP).

- Obtengado dos extratos enzimdticos

Para a obtencdo dos extratos de pancreas foram utilizados 100 animais de cada
estdgio de desenvolvimento. Os animais foram anestesiados em dgua com gelo a 4°C,
sacrificados e, em seguida, o pancreas foi retirado e imediatamente congelado em nitrogénio
liquido e armazenado a -70 °C.

Apds o descongelamento, os tecidos pancredticos foram homogeneizados no
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homogeneizador OMNI GLH — 2511, em tampao Tris-HCI pH 7,5 contendo CaCl, 50 mM.
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi aliquotado, congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -70°C.
Posteriormente, o mesmo foi utilizado para a determinacao das atividades enzimadticas e da

quantidade de proteina presente no extrato.

— Determinagdo da atividade da amilase pancredtica

A atividade da o-amilase foi determinada a 37°C, através da dosagem de maltose
liberada a partir da hidrélise do amido (substrato) pela enzima presente no extrato
pancredtico.

As condi¢des-padrdo dos ensaios foram: tampao fosfato (20 mM, pH 6,9) contendo
NaCl 7 mM, amido soldvel a 1%, em um volume final de 1mL. A reacdo foi iniciada pela
adicdo do substrato ao meio da reacdo e interrompida pela adicdo de ImL da solugdo
contendo 1% de 4cido 3,5-dinitrosalisilico, 8% de NaOH e 30 % de tartarato duplo de
sddio e potdssio. Depois de homogeneizadas, as amostras foram colocadas em banho-maria
em ebulicdo por cinco minutos, resfriadas e diluidas em 10mL de 4gua destilada. A
absorbancia foi determinada a 530 nm.

A reta padrdo para determinag¢do da maltose incluiu os padrdes 0; 0,05; 0,1; 0,2;
0,4; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6; 2,0 mg de maltose/mL de solu¢do. Uma unidade de atividade
enzimatica (U/mg) da a — amilase pancredtica foi definida e expressa como a quantidade

de enzima que libera 1 pmol de maltose/minuto nas condicdes padrdes do teste.

— Determinagdo da atividade da tripsina pancredtica
Primeiramente, foi efetuada a ativagao do zimogénio em tampao Tris-HCI 0,5 M
contendo CaCl, (50mM, pH 8,0). Cada dosagem de 0,4 mL do extrato pancredtico foi

incubada com 0,08 unidades de enteroquinase (SIGMA®) a 37°C por 20 minutos. O meio
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de reagdo obtido foi utilizado para determinacao da atividade da tripsina.

A atividade da tripsina foi determinada a 37°C, através da quantificacdo da p-
nitroanilida liberada. A reacdo foi sempre iniciada pela adi¢cdo de 1 mL do substrato N-
benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA, SIGMA®) ao extrato ativado, contendo
tampao Tris-HCI (0,5 M, pH 8,0) e CaCl, 50mM. Em tempos pré-estabelecidos, a reacao
foi interrompida pela adi¢cdo de 0,2 mL de acido acético 30% (v/v). Apds centrifugacdo em
microcentrifuga SPIN I durante 2 minutos a 4°C, a absorbancia foi determinada a 410 nm.

Uma unidade (U/mg) de enzima foi definida como sendo 1nmol de p-nitroanilida

liberada por minuto nas condi¢des do teste.

- Dosagem de proteina
A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com o método descrito por

Hartree (1972), usando soroalbumina bovina fracdo V como padrao.

- Andlise estatistica

Para avaliar as diferencas nos perfis da atividade da amilase e tripsina entre os
estdgios de desenvolvimento, foram realizados os testes de homogeneidade de variancia
(Levene) e de normalidade dos erros (Cramer-von Mises). Para os dados cuja a premissa
da homogeneidade das variancias ndo foi verificada, foram realizadas transformacdes
apropriadas nos dados e, em seguida, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey para comparacao das médias. Utilizou-se o programa “SAS system” versdo 9.0.
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RESULTADOS

Histologia do figado e pancreas

O figado dos girinos constituiu-se de parénquima formado por hepatdcitos, que sdo
células poligonais de nicleo arredondado, com disposicdo quase sempre excéntrica,
formando corddes de células em arranjos concéntricos. Este 6rgdo possui cdpsula de tecido
conjuntivo sem lobulacdes distintas e sem espago-porta tipico. Além disso, apresentou-se
bastante vascularizado, com capilares contendo hemadcias (Figuras 1A-D).

No estdgio 25 os hepatdcitos apresentaram arranjos em fileiras com citoplasma
repleto de vacuolos de lipidios. Visualizou-se o parénquima hepético com varios espacos
ocupados por sinusdides repletos de hemadcias e células de Kupffer (melanomacréfago)
(Figura 1A).

No estdgio 40, notou-se o parénquima hepético com aparéncia mais compacta e os
hepatocitos formando um arranjo de corddes concéntricos com grande quantidade de
capilares entre os corddes (Figura 1B). A partir do estagio 42 até o 45, notou-se uma
aparente diminuicdo dos vacuolos de lipidios nos hepatdcitos, e a presenca freqiiente de
melanomacréfagos (Figuras 1C-D).

A vesicula biliar ndo sofreu nenhum processo de reestruturagdo tecidual,
permanecendo com as mesmas caracteristicas durante todo o desenvolvimento. Este 6rgio
apresentou-se revestido por epitélio simples colunar, com microvilos em sua camada
mucosa, seguido por camada de tecido fibromuscular e serosa (Figuras 2A-B).

O pancreas € a segunda glandula anexa ao sistema digestério e é formado pelos
tecidos exdcrinos, composto pelas células acinares, e enddcrino, formado pelas ilhotas de
Langerhans encontradas préximas a vasos sanguineos (células B) e pelas células a e células
A distribuidas pelo tecido exdcrino.

Dos estagios 25 ao 41 ndo foram observadas alteragdes na estrutura pancredtica. O
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tecido exdcrino teve afinidade intensa pelo corante basico Giemsa, mostrando-se formado
por células piramidais com nucleos esféricos localizados proximos a base das células. A
regido apical das células continha granulos de zimogénio (Figuras 3A-B). No tecido
enddcrino, as células a mostraram-se arredondadas, com citoplasma de cor rosa-azulado e
nucleo central, enquanto que as células B, por terem baixa afinidade pelo corante, tinham
cor azul palido e forma colunar. As células A foram identificadas pela coloragcdo purpura
do seu citoplasma (Figuras 3A-B).

A partir do estdgio 42, mudancas significativas foram observadas por toda estrutura
pancredtica. Primeiramente, observou-se um aumento dos espacos intercelulares no
parénquima exocrino (Figura 4A). Dos estdgios 43 ao 45, células com caracteristicas
apoptoticas foram observadas apresentando nucleos hipercorados, devido a condensagdo
nuclear e isolamento das células por causa da retracdo citoplasmdtica e conseqiiente
aumento dos espacos intercelulares (Figuras 4B-C). No estdgio 46, iniciou-se o periodo de
reorganizacao do pancreas com a presenca de muitas células enddcrinas, células em mitose

e poucas cé€lulas com caracteristicas apoptoticas (Figura 4D).

Perfil das enzimas digestivas

Observou-se a presenca tanto da tripsina como da amilase desde os primeiros
estdgios de desenvolvimento até a metamorfose (Tabela 1). A atividade da tripsina
apresentou uma tendéncia de aumento até o estigio 35, ocorrendo um aumento
significativo nos estdgios 36 ao 40 (p< 0,001) (Tabela 1 e Figura 5). A partir do estdgio 41
até o 44, houve uma diminui¢do da atividade atingindo o menor valor no estagio 44. No
estdgio 45 observou-se novamente um aumento da atividade da tripsina, sendo o valor
similar aqueles observados no estdgio 35 (Tabela 1 e Figura 5).

O perfil da atividade da amilase apresentou-se de forma similar ao perfil da

atividade da tripsina. Entre os estdgios 26 e 35 observou-se uma tendéncia de crescimento
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e a partir do estdgio 36 ao 40, ocorreu um aumento significativo (p< 0,001), sendo o
estagio 38 o que apresentou a maior atividade (Tabela 1 e Figura 6). A partir do estagio 41,
ocorreu uma diminui¢do acentuada e continua dos valores da amilase (Tabela 1 e Figura

6).

DISCUSSAO

As alteracdes metamorficas que ocorrem no figado dos girinos durante a
metamorfose, sdo de ordem funcional, observando-se aumento na producio de albumina e
ceruloplasmina (DUELLMAN; TRUEB, 1986), alteragdao na producdo da hemoglobina
(THEIL, 1973), das enzimas do ciclo da uréia (BROWN, BROWN; COHEN, 1959) e
aumento da sintese de DNA e RNA (PAIK; METZENBERG; COHEN, 1960). As
mudancas morfoldgicas sdo principalmente alteracdes que ocorrem na ultraestrutura das
c€lulas. Tata (1971) observou mudancas na forma do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) e das mitocondrias. Daucga et al. (1983) observaram diferencas na eletrondensidade
dos peroxisomas.

No presente estudo, a diminuicio dos vacuolos de lipidios observada nos
hepatdcitos, dos girinos de Rana catesbeiana, durante a metamorfose, pode estar
relacionada com a utilizagdo dos lipidios armazenados no figado, como fonte energética
para a manuten¢do do metabolismo (SHERIDAN; KAQO, 1998). Durante a metamorfose os
girinos ndo se alimentam e regulam seu metabolismo através da utilizacdo dos estoques de
glicogénio e lipidio armazenados no figado e corpos gordurosos (SHERIDAN; KAO,
1998).

O pancreas sofre reestruturacdo tecidual durante a metamorfose. As células exdcrinas
entram em processo de morte celular, levando a uma degeneragao do tecido acinar que sera
completamente renovado (MILANO; CHIMENTI, 1995; ORTIZ DE ZARETE et al.,

1991). Entretanto, ha controvérsia sobre o que ocorre com o tecido enddcrino entre as
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espécies de anuros. Para Xenopus laevis e Rana temporaria nao foram observadas
degeneracdes do tecido enddcrino durante a metamorfose (LEONE et al., 1976; ORTIZ DE
ZARETE et al., 1991). Contudo, em Bufo bufo, o tecido enddcrino sofreu as mesmas
alteracdes que o exdécrino (MILANO; CHIMENTI, 1995).

Em estudo ultraestrutural de transmissao realizados em girinos de R. catesbeiana,
observou-se que tanto o tecido exdcrino como o enddcrino sofreu degeneracdo
(NAKAGHI; BUTTLER; OLIVEIRA-BAHIA, 2007). Contudo, na andlise de microscopia
de luz do presente trabalho, visualizou-se nitidamente apenas a reestruturacdo do tecido
exocrino. Técnicas mais apuradas, como a quantificacdo das células enddcrinas e andlise
em microscopia eletronica de transmissdo, tém possibilitado constatar que o tecido
enddcrino também sofre processo de reestruturacdo tecidual (NAKAGHI et al., 2006;
NAKAGHI; BUTTLER; OLIVEIRA-BAHIA, 2007).

Estudos enzimdticos mostram que existe uma estreita relacdo entre as alteracdes
morfoldgicas do pancreas e o perfil das enzimas de amilase e lipase. Leone et al. (1976)
analisando o perfil da atividade enzimatica da amilase e lipase dos girinos de Xenopus
laevis, observaram que estas enzimas possuiam um pico de atividade entre os estagios 29 e
38, o qual correspondia ao maior nivel de organizagdo ultraestrutural das células acinares.
Além disso, estes autores verificaram ainda que, durante a metamorfose, com a
desestruturacdo do tecido exdcrino, ocorreu a diminui¢do da atividade destas enzimas.

No presente estudo, os resultados obtidos mostram que a atividade tanto da amilase
quanto da tripsina também apresentaram um aumento crescente durante o desenvolvimento
dos girinos, ocorrendo um elevado aumento nos estdgios de 36 ao 40, e a partir do estagio
41 ocorreu o declinio desta atividade. As caracteristicas do perfil destas enzimas podem
estar associadas com a maturidade das células do tecido exdcrino. Segundo Leone et al.
(1976) somente a partir do estidgio 29 é que ocorre o completo amadurecimento das

estruturas responsdveis pela sintese e secre¢do das enzimas.
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Além disso, os estagios 36 ao 40 correspondem a fase da pré-metamorfose, periodo
em que ocorre 0 maior crescimento corporeo dos girinos (ETKIN, 1968) levando a um
maior consumo de nutrientes e, conseqiientemente, um aporte maior de enzimas se faz
necessario.

A atividade das enzimas pancredticas acompanha os processos de desestruturagdo e
reestruturacdo que ocorrem no pancreas. Em X. laevis, tanto a lipase como a amilase,
apresentaram uma diminui¢do da atividade durante a metamorfose € um aumento apds a
mesma (LEONE et al., 1976). Entretanto, a atividade da amilase no adulto € menor que da
lipase e da tripsina, e isso se deve a mudanca do habito alimentar. (McGEACHIN;
PORTER WELBOURNE, 1971; SCAPIN; LAMBERT-GARDINI, 1979; TEO; CHEN;
TAN, 1993). A atividade da amilase e da tripsina dos girinos da R. catesbeiana, observada
neste estudo, também diminuiram no periodo da metamorfose, mas apenas a atividade da
tripsina aumentou ap6s a metamorfose, fato que pode estar relacionado com a mudanca do
habito alimentar onivoro para carnivoro.

As mudancas no hdbito alimentar refletem alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas nos
orgdos do sistema digestério para adaptacdo a nova dieta. O conhecimento de tais
alteragcdes morfosioldgicas é de fundamental importancia para o entendimento dos
mecanismos inerentes a digestdo de nutrientes em cada fase de desenvolvimento dos

girinos, e assim, fornecer embasamento a nutri¢ao e manejo destes animais em cativeiro.

CONCLUSAO

Foi possivel concluir, nas condi¢des desta andlise, que em girinos de ra-touro as
mudancas morfoldgicas observadas no figado sdo conseqiiéncias das alteracdes ocorridas
no seu metabolismo e as altera¢des bioquimicas do pancreas sdo reflexos do seu

desenvolvimento morfolégico durante todo o periodo larval e metamorfose.
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Figura 1. Fotomicrografias do figado do girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 25 - hepatdcitos em fileiras com citoplasma repleto de vaciolos de gordura e
entre os hepatdcitos visualizam-se os sinusdides repletos de hemdcias. Giemsa.

B: Estagio 40 - hepatdcitos dispostos em corddes de células concéntricos. HE - Lysson.

C: Estagio 42 - hepatocitos com menor quantidade de vactolos de gordura. HE - Lysson.
D: Estagio 45 - hepatécitos dispostos em corddoes de células concéntricos;

melanomacréfagos (seta). HE - Lysson.

Figura 2. Fotomicrografias da vesicula biliar do girino de R. catesbeiana.
A: Estagio 42 ¢ B: Estagio 45 - epitélio simples colunar com microvilos na mucosa (seta),

camada fibromuscular (FM) e serosa (S). HE.
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Figura 3. Fotomicrografias do pancreas de girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 25 - tecido exdcrino (TE) e ilhota de Langerhans (IL); célula B (seta); célula A
(ponta de seta). Giemsa. A = 40x.

B: Estagio 41 - tecido exdcrino (TE) e ilhota de Langerhans (IL); célula A (ponta de seta);

célula o (seta). Giemsa. A = 40x.
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Figura 4. Fotomicrografias do pancreas de girino de R. catesbeiana.

A: Estagio 42 - tecido exdcrino (TE); nota-se o aumento do espago entre as células
exodcrinas. Giemsa. A = 40x.

B: Estagio 43 - inicio do desarranjo do tecido exdcrino (TE) e ilhota de Langerhans (IL);
hiper-coloragdo dos nucleos das células acinares; vaso sangiiineo (V). Giemsa. A = 40x.

C: Estagio 44 - desarranjo do tecido exdcrino (TE). Giemsa. A = 40x.

D: Estagio 46 - reestruturacdo do tecido exécerino (TE). Giemsa. A = 40x.
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Figura 5. Perfil da atividade especifica da tripsina pancredtica dos girinos de Rana
catesbeiana nos estagios de desenvolvimento (GOSNER, 1960). ANOVA: F=4767,02 P<

0,0001. Letras iguais significam diferencas nao significativas.

Figura 6. Perfil da atividade especifica da amilase pancredtica dos girinos de Rana
catesbeiana nos estagios de desenvolvimento (GOSNER, 1960). ANOVA: F= 25,86 P<

0,0001. Letras iguais significam diferencas nao significativas.
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Tabela 1: Atividade da tripsina e da amilase de extrato de pancreas de girinos de ra-touro
(R. catesbeiana), nos diversos estagios de desenvolvimento. Os resultados representam as

médias de trés determinacdes e seus respectivos desvios padrao.

Estagios de
Desenvolvimento Tripsina Amilase
(Gosner, 1960) U/mg (nmoles/min/mg) U/mg (pmoles/min/mg)
26 31,69 +0,44 ™ 3,17 £ 0,24
27 34,00 + 1,08 ™ 1,95 £ 045¢
28 61,66 +0,31 " 3,80 T 0,79
29 109,04 +1,21°¢ 7,9 £1,01
30 56,58 + 1,50 * 4,50 £ 1,36°¢
31 92,78 +0,80 7,59 £ 1,10
32 58,86 + 1,561 595 £ 0,34
33 129,51 +0,96 ¢ 13,08 £ 32"
34 57,12 + 0,96 * 10,20 £ 1,64
35 66,49 + 0,35 " 7,40 £ 1,41
36 136,88 £2,15° 18,95 * 6,79 ®
37 126,71 £2,30 ¢ 18,56 T 4,62
38 261,85 +3,89° 28,19 £ 121°
39 137,68 +2,56 10,68 £ 0,62 ¢
40 205,47 +1,94° 24,84 £ 778°
41 49,56 + 0,98 ' 9,97 £ 0,49
42 53,58 +2,15* 2,79 £ 1,06
43 1321 +041" 0,46 £ 0,20"
44 2,61+0,10° 0,19 £0,04"
45 67,62 + 0,66 & 038 £ 0,18"

Letras iguais significam diferencas nao significativas
1 ANOVA: Fy=4817,74; P < 0,001
2 ANOVA: Fy= 67,44; P < 0,001
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho estudou o desenvolvimento ontogenético do sistema digestério dos
girinos da ra-touro, por meio de andlises morfolégicas: anatomia, microscopia de luz e
microscopia eletronica de varredura. Também foram realizadas andlises dos perfis das
enzimas pancredticas amilase e tripsina durante o desenvolvimento e metamorfose. Nao
foram encontrados trabalhos tratando destes temas, o que ressalta a importancia deste
estudo como pioneiro no assunto, servindo como base para pesquisas futuras conciliando
estudos bdésicos e aplicados, e assim fornecer informacgdes para drea de nutricdo e manejo

alimentar, minimizando problemas da ranicultura atual.



ANEXO
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ANEXO I
Tabela de Gosner (1960), retirada do livro “Tadpoles: The Biology of Anuran
Larvae”, editores Roy W. McDiarmid e Ronald. Altig, Editora “University of Chicago

Press”, paginas 10-11, ano 1999.

Gill Circulation, Tail Elongation Cornea Transparent, Mouth Opens Tail Fins Transparent, Fin Circulation

Operculum, Oral Disc, and Pigmentation

23

Mouthparts Obvious

Labia and Teeth Differentiate External Gills Atrophy
Spiracle Forms on Left

Operculum Covers Gill Bases Operculum Closes on Right

Continua...
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Continuagao

Hind Limb Bud Development

26 L<™D 27 Lz"wD 28 L=D 23 L=1%D 30 L=2D

3

Indentation 4-5 Indentation 3—4 Indentation 2-3 Indentation 1-2

37 39

Metatarsal Tubercle Subarticular Patches

39

Foot Tubercles Vent Tube Present

43

Forelimbs Emerge Mouth Between Nostril and Eye Mouth Beneath Eye
Mouth Anterior to Nostril ’ Tail Atrophies Tail Greatly Reduced

46

|Mouth Posterior to Eye Tail Stub Tail Resorbed Metamorphosis Complete




	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTAS
	TABELAS
	FIGURAS

	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	OBJETIVOS
	1. CONSIDERAÇÕES GERAIS
	2. DESENVOLVIMENTO ONTOGENÉTICO DO APARATO ORAL E DA CAVIDADE OROFARÍNGEA DOS GIRINOS DA RÃ-TOURO
	3. SINTOPIA E ANÁLISE MORFOMÉTRICA DO SISTEMA DIGESTÓRIO DOS GIRINOS DE RÃ-TOURO DURANTE O PROCESSO DE METAMORFOSE
	4. HISTOLOGIA DO INSTESTINO ANTERIOR, MÉDIO E POSTERIOR DOS GIRINOS DA RÃ-TOURO DURANTE O DESENVOLVIMENTO E METAMORFOSE
	5. MORFOLOGIA E ENZIMOLOGIA DO PÂNCREAS E FÍGADO DOS GIRINOS DE RÃ-TOURO DURANTE O DESENVOLVIMENTO E METAMORFOSE
	CONSIDERAÇÕES FINAIS
	ANEXO

