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RESUMO

Temperatura influéncia a homeostase dos anurosacda o declinio populacional dos
anfibios. Na familia Leptodactylidae machos Rleysalaemus natteree Leptodactylus
fuscus possuem testiculos que comportam toda linhagem igativa e apresentam
melandcitos enf. nattererie auséncia erh. fuscusOs melandcitos apresentam melanina
no citoplasma sendo estas plasticas as alteragdeerdais. Em 6rgdos hematopoiéticos
como figado também existem células pigmentaresosdadominadas melanomacréfagos
contendo melanina, hemosiderina e lipofuscina.oJaamgue dos anuros os eritrocitos séo
nucleados e alteracdes sugerem efeitos genotodctamperatura € um dos fatores que
afeta a sobrevivéncia dos anuros e torna-os maieBueis a alteracbes morfologicas.
Assim, avaliamos efeitos hepatotoxicos, genotoxeadteracbes no volume das células
germinativas e dos melandcitos testiculares em @sagcies de anuros submetidas a
35,1°C. Para isso foram realizados experimento&2horas, um, dois, trés, cinco, 10 e 15
dias de exposi¢do sendo posteriormente sacrificaigéos incluidos, cortados, corados,
fotografados e analisados, incluindo extensdesusaegs. Em geraP. nattereri sofre
mais alteracdes nos pigmentos hepaticod gfiescugpossivelmente devido a reproducédo e
exposicado ambiental em curtos periodos. Ja efgénstoxicos foram semelhantes entre as
espécies sugerindo que temperatura causa danosNwo de anuros. Entretanto, nos
testiculos os efeitos foram inversos sendo queéhdas espermatogénicas Hefuscus
foram mais afetadas qu® nattereritalvez pela auséncia de melandcitos que aumentou
gradativamente ao longo do tempo @&m nattererie possivelmente detém um papel
protetor dos tecidos. Assim, a influéncia da hgrenia nos anuros € comprovado neste

estudo afirmando que a intensidade do impactoe¥mdetado pela biologia interespecifica.

Palavras-chaveHipertermia, melandcito, melanomacréofago, célulggeanatogenéticas,

Leptodactylidae.



ABSTRACT

Temperature alters homeostasis of frogs, and camse&sm amphibians' decline.
Physalaemus nattereri and Leptodactylus fuscusrapeesentatives of Leptodactylidae
Family, and their testes presents germ cells limmagn P. nattereri, melanocytes are
observed in testes, but in L. fuscus these celisnat found. Melanocytes posses melanina
in their cytoplasm. This pigmented cell are plasticd responsive to environmental
stressor. Anurans also have melanomacrophages mir@sdematopoietic organs such as
liver, and posses in their cytoplasm melanin, hag@desin and lipofuscin. Erythrocyte
frogs are nucleated and changes suggest genotdact® High temperatures affect the
survival of frogs, making them more susceptiblentwphological changes. In this context,
we evaluate hepatotoxic effects, genotoxic and gmiin the volume of testicular germ
cells and melanocytes in two frog species subge8btl ° C. For this, we exposed animals
for 12hours, one, two, three, five, 10 and 15 daysigh temperature. After experimental
times, we analyzed liver, testes and erithocytesnd®ereri has more changes in liver
pigments than L. fuscus. We believe that this atitems is due P. nattereri’s reproduction
are short. Genotoxic effects were similar among dpecies suggesting that temperature
damages the DNA of anurans. However, the effediseinestes were the inverse, with the
spermatogenic cells of L. fuscus being more affetttan that from P. natterreri. This may
possibly be due to the absence of melanocytes fiastus, once that in P. nattereri they
gradually increased over time and possibly had atgutive role in the tissue. Thus, the
influence of hyperthermia in anurans is demonsttatethis study stating that the intensity

of the impact is determined by interspecific biglog

Key-words:Hyperthermia, melanocytes, melanomacrophages, gelisy Leptodactylidae.
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Resuma Temperatura influéncia a homeostase dos anumssanodo o declinio dos
anfibios. Na familia Leptodactylidae machos Rleysalaemus natteree Leptodactylus
fuscus possuem testiculos que comportam toda linhagem igativa e apresentam
melandcito enP. nattererie auséncia erh. fuscusOs melandcitos apresentam melanina
no citoplasma sendo plasticas as alteracfes aralsieAiém de melandcitos, os anuros
possuem também melanomacréfagos, presentes emsdngamatopoiéticos como figado
com melanina, hemosiderina e lipofuscina. J& n@uardos anuros os eritrocitos séo
nucleados e alteracdes sugerem efeitos genotéxdctamperatura € um dos fatores que
afeta a sobrevivéncia dos anuros e torna-os maie8ueis a alteracbes morfologicas.
Assim, avaliaremos efeitos hepatotdxicos, genotdxi alteracdes no volume das células
germinativas e dos melandcitos testiculares em @sagcies de anuros submetidas a
35,1°C. Para isso foram realizados experimento$2Zhoras, um, dois, trés, cinco, 10 e 15
dias de exposicdo sendo posteriormente sacrificag&os incluidos, cortados, corados,
fotografados e analisados, incluindo extensdesusaegs. Em geraP. nattereri sofre
mais alteracdes nos pigmentos hepaticod gfiescugpossivelmente devido a reproducéo e
exposicado ambiental em curtos periodos. Ja efgénstdxicos foram semelhantes entre as
espécies sugerindo que temperatura causa danosNAo d@ anuros. Entretanto, nos
testiculos os efeitos foram inversos sendo quesklasas espermatogenéticas ldefuscus
foram mais afetadas qu® nattereritalvez pela auséncia de melandcitos que aumentou
gradativamente ao longo do tempo &m nattererie possivelmente detém um papel
protetor dos tecidos. Assim, a influéncia da hgrenia nos anuros € comprovado neste
estudo afirmando que a intensidade do impactoa¥mdetado pela biologia interespecifica.
Palavras-chave:Hipertermia, melandécito, melanomacrofago, céluksseanatogenéticas,

Leptodactylidae.



Abstract: Temperature alters homeostasis of frogs, and eases amphibians' decline.
Physalaemus nattere@nd Leptodactylus fuscuare representatives of Leptodactylidae
Family, and their testes presents germ cells linade P. nattererj melanocytes are
observed in testes, but in fuscusthese cells are not found. Melanocytes possesnmeala
in their cytoplasm. This pigmented cell are plaatid responsive to environmental stressor.
Anurans also have melanomacrophages present intbygonetic organs such as liver, and
posses in their cytoplasm melanin, haemosiderin lgpafuscin. Erythrocyte frogs are
nucleated and changes suggest genotoxic effea$. tdmperatures affect the survival of
frogs, making them more susceptible to morpholdgitenges. In this context, we will
evaluate hepatotoxic effects, genotoxic and changése volume of testicular germ cells
and melanocytes in two frog species subject to 351 For this, we exposed animals for
12hours, one, two, theree, five, 10 and 15 dayBigh temperature. After experimental
times, we analyzed liver, testes and erithocyResnattererihas more changes in liver
pigments that. fuscusWe believe that this alterations is daenattereris reproduction
are short. Genotoxic effects were similar among gpecies suggesting that temperature
damages the DNA of anurans. However, the effect® westes being the inverse lof
fuscusspermatogenic cells were more affected tRamattereri maybe the absence of
melanocytes that gradually increased over timePinnattereri and possibly hold a
protective role tissue. Thus, the influence of hifpgrmia in anurans is demonstrated in

this study stating that the impact intensity issdetined by interspecific biology.

Key-words:  Hyperthermia, = melanocytes, = melanomacrrophages, germells,

Leptodactylidae.



1. Introducéo:

A temperatura influencia aspectos fisiolégicos engortamentais em animais,
principalmente nos ectotérmicos. Variacdes na teatpe sdo observadas ao longo do dia,
promovendo comportamentos termorregulatorios (Rad.e£2004; Mondal e Rai, 2001).
Em répteis, variacdes da temperatura afetam oigresto, metabolismo, reproducéo entre
outras funcdes (Lourdais et al., 2004; Angillettaale 2002; Weil e Aldridge, 1979). Em
peixes, 0 aumento de temperatura da agua influergativamente tanto a sobrevivéncia
dos animais quanto a populacdo de células germ@sa{masculina e feminina) (Majhi e
Choudhary, 2014).

Nos anuros, a fisiologia, desenvolvimento e congmoento sdo estritamente
dependentes da temperatura ambiental, e suas fuacékgicas sdo comprometidas caso a
temperatura corporea aumente (Hillman et al., 208@m disso, a distribuicdo geografica
dos anuros também é afetada pelo aumento da medeanperatura (Toranza e Maneyro,
2013).

O tamanho corporal de espécies de anuros avaladdadiferentes populacbes com
latitudes distintas apresentando fatores climatia@siaveis demonstraram que a
temperatura é um dos causadores da variacao cbfpoeaatti e Silva, 2015). Blaustein et
al. (2010) apontou gque atualmente hd um intensiinitegeral na biodiversidade global, e
entre as especies ameacadas estdo diversas p@suagdpéecies de anfibios. Mudancas
climaticas interferem em diversos processos bioliggientre eles a sobrevivéncia,
crescimento, reproducdo e capacidade de dispers®o amfibios. Outros fatores
relacionados a mudancas climaticas sdo alteracéedimamica patdgeno-hospedeiro,
influenciando na forma que as doencas se manifestém de interagir com outros fatores

estressantes, como radiacdo UV-B e contaminantegitéracdes entre todos esses fatores



sdo complexos, entretanto, alguns declinios pojamais de anfibios e extingbes sao

causados por eles (Blaustein et al., 2010).

1.1. O grupo animal:

A classe Amphibia (Gray, 1825) inclui animais eétoticos com tegumento Umido
e sem escamas. Sao considerados como grupo picieeuertebrados a viver no ambiente
terrestre, ha cerca de 350 a 400 milhdes de ane@presentam-se divididos em trés
subclasses: Labyrinthodontia, Lepospondyli e Ligs@a (Linzey, 2001; Pough et al.,
2003). As subclasses Labyrinthodontia e Lepospoifididm as pioneiras sobre a face da
Terra, mas foram extintas. Os Amphibia ainda emtste ou Lissamphibia, surgiram no
periodo Jurassico da era Mesozoica, ha cerca dmills®es de anos (Linzey, 2001).

Atualmente sdo conhecidas trés ordens de anfiklesdata, representada pelas
salamandras; Gymnophiona, pelas cobras-cegas eaArepresentada pelos anuros. A
ordem Anura, também conhecida como Salientia, ceemate anfibios sem cauda e que
possuem os membros posteriores modificados paa#ta (©rr, 1986). Ocorrem em todos
0s continentes, com excecdo da Antéartica, com popgéo de 77% das suas familias com
centro de distribuicdo tropical (Pough et @003). Possuem diferentes habitos, ocupam
ambientes diversificados e ndo habitam somentedesgcujo clima € extremamente
adverso as suas adaptacdes morfofisiologicas (Daele Trueb, 1999).

Os anuros apresentam caracteristicas especifica® permeabilidade cutanea a
agua e eletrélitos, ciclo de vida dependente doiemtd aquatico e do terrestre, fatores
esses que os tornam vulneraveis as alteracfesraaibi@Ouellman e Trueb, 1999; Rabb,
1990). Tais caracteristicas tornam os anuros himaddres dos efeitos do aquecimento

global provocado pela atividade humana. Além dissaulnerabilidade observada em



anfibios tem sido utilizada para explicar o deolipopulacional de anfibios ao redor do
mundo (Blaustein e Wake, 1995; Vitt et al., 199@&Wbldt, 1989). Atualmente, os anuros
séo reconhecidos como um dos grupos de animaisameacados de extingdo em todo o
mundo, e vém sofrendo um declinio de grandes pgdpsrdesde a década de 1980 (Stuart
et al. 2004). Desde a avaliacdo global dos anfileims 2004 o numero de espécies
ameacadas apresentou um intenso aumento sendoapéo2004 (Dawson et al., 2015).

Leptodactylidae € uma das familias mais ameacadagre as causa do declinio
esta a reducdo dos habitats e as mudancas clim@Boaart et al. 2004; Li et al. 2013).
Entre os fatores responsaveis pela mudanca clianéstio umidade e temperatura, sendo
eles extremamente importantes para a sobreviv@&uogaanuros (Li et al. 2013). Assim,
avaliar a tolerancia a extremos climéticos de anparece uma questdo fundamental para
sua conservacao (Navas et al., 2007).

A espécie Physalaemus nattereri(Steindachner, 1863) pertence a familia
Leptodactylidade e apresenta como caracteristicdoldgica coloracdo dorsal marrom
com rajados transversais pretos e um par de mareswsas. Essas manchas escuras,
denominadas manchas ocelares estdo localizadasriposente no dorso, na regido
inguinal, e sdo utilizadas em comportamentos defessontra predadores (Frost, 2010;
Brasileiro et al., 2005) (Figura 1a).

Esses animais apresentam porte médio, com ceréaede comprimento rostro-
cloacal e habitam areas abertas com ocorrénciaegidor central e sudeste do Brasil,
Paraguai e Bolivia (Frost, 2010; Brasileiro et 2005) (Figuralb). Os machos vocalizam
durante a estacdo chuvosa em bordas de pocas terappe sdo responsaveis por formar o
ninho de espuma batendo com as pernas traseirascn@cao gelatinosa expelida pela

fémea (Brasileiro et al., 2005; Rossa-Feres e 20@]) (Figura 1c).



Os testiculos de anuros séo pares, arredondadampgactos (Goin e Goin, 1962)
Devido a transparéncia da tunica albuginea (cipdeldecido conjuntivo que reveste
externamente os testiculos), pode-se observar guesticulos dé>. nattereri possuem
células pigmentares distribuidas tanto na areasint@l quanto na superficie externa do
orgao (Santos, 2010), conferindo ao testiculo uohaacéo preta completa ou mesclada de
preto (Oliveira e Zieri, 2005; Oliveira e Francohissi, 2012a; Oliveira et al., 2002 e 2003)

(Figura 1d).

Figura 1: Caracterizacdo da espéddysalaemus nattererEspécime vivo (A),

distribuicdo geogréfica http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=572671B), ninho de

espuma associada a margem -

https://www.herpetofauna.com.br/AnfibiosReproductidml - (C), testiculos (D).




A espécielLeptodactylus fuscugSchneider, 1799) também pertence a familia
Leptodactylidae e apresenta como caracteristicafoldgica dorso acinzentado, com
manchas castanhas, focinho subeliptico visto dea;ciobtuso de perfil; machos com
aberturas laterais do saco vocal; saco vocal exgandteralmente; timpano bem visivel
(Oliveira e Janior, 2000) (Figura 2a). Tem aspeotmusto, mas corpo, cabeca e membros
alongados, caracteristicas das espécies saltafioefs1980). Esses animais apresentam
porte médio, com cerca de 5 cm de comprimentoa-astacal e ocupam habitats abertos e
é uma boa colonizadora das bordas do rio e osatabicentemente modificados nas
regioes de florestas (Wynn e Heyer, 2001; Figuda 2b

E caracteristica do modo de reproducioLdéuscuscolocacdo de um ninho de
espuma em uma camara subterranea (Heyer, 1978cavacao é realizada pelo macho e
envolve movimentacéo de pressao do focinho consal® para constru¢cdo e modelagem
do ninho subterraneo (Sazima, 1975; Martins, 188fjra 2c).

Os testiculos desta espécie também séo parespragestbs, compactos, além de
apresentarem coloracdo geralmente amarelada (GoBoie, 1962). A auséncia de
pigmentacdo (categoria 0) sobre os testiculos é camacteristica notavel em alguns
individuos da familia Leptodactylidae corheptodactylus bokermanni, L. furnarius, L.
fuscus, L. labyrinthicus, L. mystaceus, L. mystaginL. latrans, L. podicipinus, L.

chaquensis e L. notoaktitésranco-Belussi et al2009) (Figura 2d).



Figura 2: Caracterizacdo da espédieptodactylus fuscusEspécime vivo (A),

distribuicdo geogréfica http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=57129B), ninho de

espuma em camera subterranea -

https://www.herpetofauna.com.br/AnfibiosReproductiiml - (C), testiculos (D).

1.2. Coloracdo em animais ectotérmicos

Em invertebrados e vertebrados ectotérmicos € comlbservar a presenca de
células pigmentadas, denominadas cromatoforos, ajoezenam pigmentos em seu
citoplasma. Este citoplasma tem propriedade deizazaprojecdes, promovendo aos
cromatoforos aspecto dendritico. A origem des@slas pigmentadas é no tubo neural
durante o desenvolvimento do embrido, migrando paiderme e derme ao longo do

desenvolvimento (Wallin, 2002).



Entre os cromatoforos existem varios tipos de pigos, sendo que em vertebrados
sdo encontrados cinco tipos. Os eritroforos qusyms pteridina, pigmentos de coloracdo
avermelhada. Ja os xant6foros possuem além dalipgericarotendides possuindo assim
coloracdo amarelada. Os leucoforos e os iridofamesentam granulos de purinas que
conferem coloracdo branca, sendo que, nos iridefestas purinas estdo dispostas em
cristais refletores, conferindo coloracdo metélicasendo encontradas assim como 0s
eritréforos e xantéforos, em peixes, anfibioseaig. Diferente dos outros cromatoforos,
os melandéforos possuem granulos de melanina codtercoloragcdes marrons e preta,
sendo amplamente encontrados em peixes, anfibigsas (Bagnara e Matsumoto, 2006;
Wallin, 2002).

Os diferentes padrdes de coloracdo podem atGbuércteristicas ecolégicas para 0s
animais, como a camuflagem, que € a semelhancandenimal com uma parte do meio
ambiente, sendo menos vulneravel a predacédo (Ednaed4; Endler, 1987). Em anuros
pos-metamorficos, camuflagem pode ser 6ptico, auaingpor exemplo, a producdo de
floral e odores de amoniaco), ou acustico (poderecgor exemplo, quando rds param de
vocalizar na presenca de um predador; Tuttle etl8B1). A adaptacdo ao substrato é
caracteristica dos melanoéforos e iridéforos senflrma mais simples, por dispersdo da
melanina em substratos escuros (Bagnara e Matsu@2@®6). Entre outras funcdes dos
cromatoforos entre os vertebrados estd a regulegédca, protecdo contra a radiacao
solar, coloracdo nupcial e coloracdo de adverté(B#gnara e Matsumoto, 2006). O
aposematismo € uma coloracdo de adverténcia ger@melacionada com a presenca de
toxinas na pele dos individuos (Edmunds, 1974; C2065). A coloracdo aposematica €

geralmente vermelha, laranja, amarela ou azul enfwmo escuro (geralmente preto),



como emAtelopus zetekjue apresenta coloracdo amarela com listras pletedquist e
Hetherington, 1996).

Em condicbes laboratoriais alteracdes de coresramos podem ser encontradas
como no caso deyla regilla, os individuos mudam de castanho para verde,qiwarsa,
ao longo de periodos de semanas ou meses (Mac8B§; Haugen, 1992). ErAcris
crepitans os individuos foram observados mudando do vemleciaza ou vice-versa
durante um periodo de seis meses (Pyburn, 1961).

Também existem diferencas fenotipicas entre anidamisiesma espécie, como em
girinos deMelanophryniscus rubiventri®nde intensidades diferentes de melanizagao estao
relacionadas a diferentes taxas de temperatureacniidxima, sendo que girinos com mais
melanina na porcdo dorsal possuem temperaturasasrindximas maiores que girinos da
mesma espécie com a parte dorsal com menos melé@amabria et al., 2014). J& em
girinos dePseudis ornateo aumento da temperatura causou mudancgas nas ricéagié
fenotipicas entre as cores cobre, cinza e marrorlosgue marrom apresenta frequéncia

maior com o aumento da temperatura (Harkey e Sznlit988).

1.3. Pigmentacdao visceral

Além de pigmentos dérmicos e epidérmicos os ardgjbassim como peixes e
répteis, apresentam pigmentacéo visceral com sétdatendo melanina no citoplasma e
localizadas em varios orgaos e tecidos como fidaalgy, rins, peritbnio, pulmao, coragéo,
vasos sanguineos, timo, gbnadas e meninges (Gadtoale, 2002; Franco-Belussi et al.,
2011; Moresco e Oliveira, 2009; Zieri et al., 20@agnara e Matsumoto, 2006). A

melanina possui funcdes protetoras contra patdpgiamento na temperatura e radiacao
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ultravioleta (UV), estas ultimas sendo correlactasa positivamente ao meio ambiente,
como consequéncias do aquecimento global (RoWiy 2

As células da pigmentacédo visceral sdo semelhaoteselandcitos (Zuasti et al.,
1998; Agius e Agbede, 1984), ou seja, oriundasridéacneural ectotérmica (Sichel et al.,
1997), produzindo e armazenando melanina (AgiuskeRs, 2003). A nomenclatura entre
melanoforos e melandcitos € discutida entre auteesglo que Bagnara e Matsumoto
(2006) designa a utilizacdo de ambas nomenclapaes denominar células pigmentares
em animais ectotérmicos. Em recente revisao o tenslandcito foi designado para células
oriundas da crista neural (Schartl et al., 2018h)ds assim, utilizaremos a terminologia
melandcitos para células pigmentares com estamyigemo no caso dos melandcitos
testiculares.

Além de melandcitos, outro tipo celular pigmentarcantrado em &rgéos
hematopoéticos sdo os melanomacrofagos (Agius, )19&sta célula apresenta
caracteristica fagocitaria, assim como macréfagosde oriundos de células tronco
hematopoéticas (Agius, 1980; Sichel et al., 199%3$tas células possuem funcgéo
relacionada com a fagocitose de material celulazadabolismo, assim sendo responsaveis
pela detoxificacdo dos tecidos a qual eles pertenca reciclando produtos tanto de
origem enddgena quanto exogena, além de serem deceddos biomarcadores
morfologicos de alteracbes ambientais, visto que &ea de ocupacdo € modulada por
varios fatores, entre eles a variacdo da temperdkllis et al., 1976; Herrdez e Zapata,
1986; Santos et al., 2014).

Os melanomacrofagos estdo aumentados durante méneen animais de clima

temperado, onde a temperatura, o fotoperiodo e tagiEs nutricionais promovem
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alteracbes no metabolismo do animal levando ao awnu& pigmentacdo hepatica (Barni,
et al., 2002; Corsaro, et al., 2000).

Estas células possuem, entre outros componenteselanina, hemosiderina e
lipofuscina. A melanina é sintetizada a partir deaucadeia bioquimica iniciada pela
hidroxilagdo da L-fenilalanina e L-tirosina geraraleumelanina e a feomelanina (Hearing,
2006; Prota, 1992). Apresentando importantes fus)c@e melanina pode absorver e
neutralizar radicais livres, cations e outros agermtotencialmente téxicos, derivados da
degradacao de material celular fagocitado (Zuastl.£1989). Outra fungdo importante da
melanina em animais ectotérmicos é a acdo badariguie assume esta funcdo em baixas
temperaturas uma vez que a enzima hidrogeno-parsxiél afetada com variagdes térmicas
(Wolke et al., 1985).

JA4 a hemosiderina é uma substancia granular cantéidioxido de ferro
juntamente com proteinas derivadas do catabolismioedhoglobina dos eritrécitos, sendo
assim, produto metabdlico intermediario da recetaglos componentes na eritropoiese
(Krans, 1989). A hemosiderina é produzida em tecglie estdo com saturacédo de ions de
ferro, sendo estes ions armazenados em granulos célalas fagocitarias
(melanomacrofagos).Os ions de ferro sédo produtatibolismo de eritrocitos que quando
armazenados em vacuolos digestivos apresenta catoranarrom-amarelada devido
presenca de hidréxido de ferro e pigmentos bilidestes pigmentos sdo digeridos em até
quatro dias, apesar de alguns granulos parcialngigagidos ainda permanecerem nos
tecidos (Granick, 1949).

A lipofuscina € um pigmento intra-lisossomal resoie da polimerizacdo oxidativa
de &cidos graxos poliinsaturados (Pickford, 1958mian e Brunk, 2004). Este pigmento,

também denominado como pigmento da idade, € umguigingue ndo é degradado nem
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exocitado (Terman e Brunk, 2004). A apoptose easectecidual pode ocorrer quando a
taxa de lipofuscina € aumentada, desestabilizassimaas membranas lisossomais (Kurz,
2008; Terman e Brunk, 2004).

Em Pelophylax lessona& observado aumento na quantidade de melaningambofi
conjuntamente a modificacbes metabdlicas e es#istutas células hepaticas durante o
inverno, demonstrando responsividade das célulagngpitares durante os ajustes
fisiologicos do animal (Barni et al., 1999).

Assim como citado anteriormente, funcbes das c®lplgmentares internas dos
vertebrados ectotérmicos sao relacionadas com aprafecdo contra radicais livres
(Mcgraw, 2005), processos de detoxificacdo de mbése(Fenoglio et al.,, 2005) e acao
bactericida devido a presenca da melanina (FramtasBi et al., 2013). ErR. nattereri
sdo observadas alteracbes da pigmentacdo hepdticaltas temperaturas, sugerindo
funcbes de protecdo (Santos et al., 2014). Ainda telacdo ao figado, o aumento da
pigmentacdo pode estar relacionado com a hemosejgmcesso pelo qual as hemacias e
demais elementos figurados do sangue envelhec@oglsninados da circulacdo (Cicero
et al., 1977; Kalashnikova, 1992). Em salamandiaativacdo da melanogénese hepatica
também pode estar relacionada com a hipoxemia dfenainet al., 2000). Em peixes, 0

aumento de pigmentos melanicos tem sido relacionanopatologias (Roberts, 1975).

1.4 - O aparelho reprodutor masculino e espermatoggée

De todas as caracteristicas dos anfibios, a vagedas modos reprodutivos é
notavel, sendo ela muito maior que a de qualquio @uupo de vertebrados, com excecao
dos peixes (Duellman e Trueb, 1999; Pough et BD3R A familia Leptodactylidae é o

grupo que possue maior diversidade de modos refiwoduapresentando 17 formas
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distintas como ninhos de espuma flutuantes assoaaggetacdo marginal ém nattereri
e ninhos de espuma depositados em camaras subtsr@omo visto enk. fuscus
(Haddad e Prado, 2005).

Para as trés ordens de anfibios, o aparelho regarodiconstituido por um par de
gbnadas conectadas por meio de ductos genitais@pps ductulos eferentes e o ducto de
Wolff nos machos e os ovidutos ou ducto de Mitlas fémeas (Witschi, 1933; Wake,
1980; Pancak-Roessler et al., 1991; Duellman eb[r1L@99; Farias et al., 2002; Oliveira et
al., 2003). Nos anuros, os testiculos sdo estsutpaaes, arredondados, compactos e de
coloracao geralmente amarelada (Goin e Goin, 1382o estes normalmente mais lisos,
firmes e menores que os ovarios da mesma espésigre,0s dois membros do par, ndo é
rara a ocorréncia de assimetria de tamanho e jpogiifEebrand, 1995).

Devido a transparéncia da tunica albuginea (capdelaecido conjuntivo que
reveste externamente os testiculos), pode-se @vsgue os testiculos sdo constituidos por
unidades aproximadamente esféricas que alojamiiaséa linhagem germinativa, sendo
denominados l6culos seminiferos (Oliveira, 1996&).ilNerior dos I6culos seminiferos esta
o epitélio seminifero, com células germinativasageipando com células de sustentacéo,
ou células de Sertoli, e assim constituindo cigggermatogenéticos ou espermatocistos
(Santos e Oliveira, 2008). Cada cisto agrupa celota mesmo estagio de diferenciacéo
celular, estabelecendo uma sincronia de desenveihton uma caracteristica comum dos
anfibios (Wake, 1968; Lofts, 1974; Franchi et 8882; Ucci, 1982; Cavicchia e Moviglia,
1983; Rastogi et al1988; Bao et al., 1991; Oliveira, 1996), mas queb&m ocorre em
outros animais como 0s peixes.

Estudo recente descreveu morfologicamente os tiphdares correspondentes as

fases da espermatogénese (Franco-Belussi et d4).28s espermatogdnias sdo células
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primordiais que repousam na lamina basal, assaciedm as células de Sertoli. Apos

diferenciacéo celular, as espermatogodnias tornamae arredondadas e dao forma aos
espermatocitos |, células grandes e simetricamamézlondadas. Com a divisdo celular,
células menores sdo originadas, os espermatoditass Iquais apresentam metade do
didmetro de suas antecessoras. Essa reducdo dehtachas espermatocitos Il se deve a
compactacdo do material genético e perda de part@taplasma (Franco-Belussi et al.,

2014).

Apoés segunda divisdo meidtica, cada espermatdcibadina uma espermatide |,
sendo elas levemente alongadas, diferenciandcsse des espermatocitos, porém maiores
em volume citoplasmatico que as espermatides B, sfio células cilindricas e bastante
alongadas. Nesse estagio de desenvolvimento, alagéleixam de constituir cistos e
passam a organizar-se em feixes. Apds a diferdimjaatravés do processo de
espermiogénese, as espermatides |l comecam a @areskevada compactacdo nuclear e
diminuicdo do volume citoplasméatico, constituind@gor@ o Ultimo estagio de
desenvolvimento das células germinativas masculoagspermatozoides, 0s quais estdo
associados em feixes ou livres e dispersos no I{fanco-Belussi et al., 2014).

Mudancas ambientais relativamente pequenas podestasgialmente modificar o
desempenho reprodutivo desses animais, interfemadespermatogénese e estabelecendo
ciclos continuos ou descontinuos (Huang et al.,/)198pesar de um enorme corpo de
literatura sobre a biologia térmica de anuros, aiaddificil avaliar como as mudancas

climaticas afetam reproducado (Navas et al., 2007).
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1.5. Aspectos do sangue e alteracdes hematoldgicas.

O sangue é um tecido conjuntivo especializado cstoppor uma parte liquida
(plasma) e outra com componentes celulares (Tut888; Hill et al., 2006). Entre os tipos
celulares que podem ser diferenciados sédo os atitsd leucocitos (granulocitos e
agranulocitos), neutrofilos (heterdfilos, eosimig) e basofilos (linfécitos, mondcitos e
azurofilos) (Varela e Sellares, 1937b; 1938; Sird@@¥,7b; Wojtaszek e Adamowicz, 2003;
Forbes et al., 2006; Zhelev, 2007; Gul et al., 2011

Além de eritrécitos nas extensdes sanguineas taréb@yseravdo células contendo
pigmentos (Clark et al, 1936; Mitsui, 1965; Wassamm 1965b; Pessier, 2007), que sdo
células precursoras de macrofagos, que auxiliatnamsporte de melanina para o figado e
para o baco (Varela e Sellares, 1937a, b; 1938n&koet al., 1997;. Cianciarullo et al.,
2000a; Varela e Mancini, 1938; Cianciarullo et2000a; De Abreu Manso et al., 2009).

Os eritrécitos em anfibios séo células ovais, fanasm citoplasma uniforme e uma
saliéncia central devido ao nucleo. Este tipo eelél o mais abundante com funcéo de
transportar oxigénio e dioxido de carbono por nagidigagcdes com a hemoglobina (Singh,
1977a; Atatlr et al., 1999). Devido presenca dentuateo central nos eritrécitos, é possivel
a utilizacdo destas células para deteccdo de @esanucleares. A formacdo de
micronucleos, por¢bes de cromatina oriundas deeseséromossdmicas, € o0 teste
amplamente utilizado para encontrar respostas @ @e&ertos xenobioticos (Al-Sabti e
Metcalfe, 1995; Zuniga et al., 1996).

Micronucleos foram denominados primeiramente compusculos de Howell-
Jolly, encontrados em células em diviséo, e quenet ser usados para avaliar danos ao
DNA. (Schmid,1975; Heddle, 1973). Danos no DNA @odser diretamente observados

sobre o cromossomo ou sobre o fuso mitético, edmuéarma o envoltério nuclear, se nao
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forem incorporados pelo nucleo principal, formamnasronucleos (Villela et al., 2003).
Para deteccdo de eventos clastogénicos (quebramossomo) e aneugénicos (inducao
de aneuploidia ou segregacdo anormal do cromossorteste do micronucleo é o ensaio
in vivo mais utilizado (Tweats et al., 2007). Eventos g@eicos agem na-tubulina
(proteina que compdem os microtubulos) e inibennocgsso necessario para a formacgéo
do fuso mitdtico, levando a ndo segregacao e/osiyEperda de cromossomos inteiros. Ja
eventos clastogénicos ocasionam quebras cromoss®rgerando fragmentos acéntricos
(Ceppi et al.,, 2010). Uso do teste de micronlclepg detecta danos ao DNA é
amplamente utilizada como biomarcador genético, wea que, a presenca de
micronucleos soO € visto em células afetadas qusaa® por um ciclo celular completo
(Bonassi et al., 2007; Meneguetti, 2011). Os migoteps podem ser encontrados em todos
0s tipos celulares e serve para monitorar ambientdizando animais como forma de
avaliagdo, como anuros, roedores e plantas (Silab, €011).

Mudancas ambientais sdo capazes de produzir rasposturais, como mudancas
ciclicas nas estagbes e exposicdo a diferentesemiel) desencadeando uma série de
enfermidades sanguineas refletindo impacto nadadaseres vivos (Cabagna Zenklusen et
al., 2014). Exposicédo de organismos a elevadasetatyras podem resultar em alteracoes
na integridade do nucléolo, confirmando desta mmanes efeitos genotoxicos do choque
térmico (Anitha et al., 2000).

Atualmente, hd um grande interesse na investighe#@tatologica em anfibios da
ordem Anura (Davis et al., 2008; Shutler Marco@i€911; Baraquet et al., 2013; Arikan,
2014; Cicek-Zenklusen et al.; 2014). Mudancas ravametros hematologicos sdo andlises
utilizadas para monitoramento ambiental, jA& queepodferecer informacdes sobre o

estado fisioldgico dos animais, uma vez que o atonda frequéncia de microndcleos
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compromete a homeostase dos animais interfirindestabilidade de suas populactes
(Cabagna et al., 2005; Sils, 2008; Lajmanovichlet2808, 2012; Mineeva 2010, 2011;
Zhelev, 2012a).

Assim, analises hematologicas dos anuros sdo ummebsdos mais simples e
menos invasivos para deteccdo de alteracdes figta® e patoldégicas em populacdes
selvagens, relacionadas com fatores ambientaisdAat et al., 2007; Barni et al., 2007;

Davis et al., 2008).

1.6. Efeitos da temperatura em anuros

A pigmentacdo visceral responde rapidamente a q@esa de temperatura,
correspondendo em um possivel papel termoprotesiasl células (Santos et al., 2014). Ja
€ conhecido o impacto de baixas temperaturas nabolmo hepatico de anfibios,
durante a hibernacdo (Barni et al., 1999). Estuddosvios encontraram efeitos de
temperaturas elevadas em melanomacrofagos (Sarabs 2014), desta forma, alteragdes
no tecido hepético podem ocorrer devido a fatot@étiaos, afetando ditnessdestes
animais.

Além disso, as func¢des da pigmentacdo visceral eixep e anuros sdo pouco
conhecidas (Skold et al.,, 2013). Ambas as célulagngntares viscerais (iSso €,
melandcitos e melanomacrofagos) aparentemente grosstuncdes citoprotetoras
relacionadas a radicais livres (Mcgraw, 2005) ecgseos de detoxificacdo de poluentes
(Fenoglio et al., 2005). Além de funcdes relaci@sado sistema imune (Franco-Belussi et
al.,, 2013) e a patologias (Roberts, 1975). A el@vada temperatura acarreta de diversas
maneiras a sobrevivéncia dos anuros, desde torr@nduais suscetiveis a doencgas, por

meio de efeitos sobre o sistema imune, como afiegmmorfolégicas como a resposta da
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pigmentacdo visceral (Blaustein et al., 2010; Sastal., 2014). Assim, o entendimento da
influéncia hipertérmica sobre caracteres testieslae hepaticos é importante para a
compreensdo dos limites espécie-especificos e peraer impactos das mudancas
climaticas sobre a biodiversidade (Pearson e DavwXifi8; Araujo e Guisan, 2006).

Roulin (2014) afirma que a melanina apresenta itaptes funcbes
comportamentais e fisioldgicas, uma vez que edistdncia apresenta plasticidade frente a
alteracBes ambientais. Dentre essas funcdes eltdp da termorregulagédo, também a
protecdo contra radiacdo ultravioleta e agentesgpatcos (Roulin, 2014). Além disso, a
melanina pode ser um dos principais componentes\@dus na adaptacao ao aquecimento
global (Roulin, 2014). Apesar dos testiculos desaigs espécies de anuros apresentarem
melandcitos, as células germinativas sdo potenerstirafetadas por fatores externos como
a umidade e temperatura, uma vez que a atividgmledetiva dos anuros € regulada a
partir de fatores abioticos (Hoogmoed e Gorzul&@9iRichinger, 1987, Franco-Belussi et
al., 2009).

Varidveis ambientais determinam a época favoravedrtb e a duragdo em que 0s
anuros mantém-se ativos, determinando sua distébuestacional (Duellman e Trueb,
1999; Huang et al., 1997). O custo da manutenc8adfibios pode aumentar diretamente
como uma consequéncia das mudancas de temper@aay (2005, Wikelski e Cooke
2006), sendo que a adaptacdo nestes ambientes adgues controles necessarios do ciclo
reprodutivo para produzir descendéncia em um penimdano em que a maioria da prole
tenha maiores chances de sobrevivéncia (Callall 4978).

A exposicado de organismos a elevadas temperatucashéecida por resultar em
alterac6es na integridade do nucléolo além deradigbaogressao do ciclo celular durante a

mitose. EmCarassius auratusdo conhecidos os efeitos do choque térmico ondédtas
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temperaturas provocam anormalidades nuclearesfagbes cromossdmicas, atrasos no
ciclo celular e danos ao DNA, afirmando desta nmranes efeitos genotoxicos do choque
térmico (Anitha et al., 2000).

Uma das maneiras usualmente utilizadas para detectadentificar efeitos
genotoxicos de aberracfes cromossémicas em célodasrganismos sdo 0s microndcleos
(MN). Os MN atuam como marcadores bioldgicos deodagenéticos e podem ser
utilizados como indicadores de mutagenicidade eocom instrumento de monitoramento,
considerando-se que retornam aos niveis basaislg@anrganismo permanece um periodo
sem contato com o estresse indutor (Flores e Yacha@009). Apesar de muitos estudos
sobre a biologia térmica de anuros em estudos gicok) comportamentais e fisiolégicos,
ainda é dificil avaliar como as mudancgas climatefasam animais ectotérmicos (Navas et

al., 2007).

2. Objetivos

2.1. Gerais:

- O objetivo do trabalho € avaliar os efeitos smt®s da alta temperatura éthysalaemus
nattererie Leptodactylus fuscus fim de descrever alteracdes hepéticas e tkstsualém
de efeitos genotdxicos em anuros expostos a ataperaturas. Em adigcdo, responder

perguntas referentes a comparacao entre as duasessp

2.2. Especificos:

- Avaliar o volume das células pigmentares hepatedesticulares frente ao aumento de

temperatura, buscando comparar as respostas reesperies;
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- Avaliar os efeitos da alta temperatura no metabm hepatico, medido por meio da
guantificagcdo de substéncias catabdlicas presemiedigado; como hemosiderina e
lipofuscina;

- Avaliar os efeitos genotdxicos da exposicéo asakmperaturas por meio de analises de
micronucleo pelo sangue e desta maneira comparasg@cies, buscando elucidar qual
delas é a mais sensivel a varicdo de temperatura;

- Realizar anéalises morfométricas como, volumedites espermatogenéticos em todas as
fases da espermatogénese, além dos volumes lecidanetersticiaissob a influéncia
hipertérmica, correlacionando com a exposicdoas aémperaturas em diferentes tempos

experimentais.

3. Material e Métodos

Para os experimentos foram utilizados no totalddithais sendo 55 exemplares de
cada espécie (n=5), capturados na epoca reprodigiZ®13 e 2014 no Municipio de Séo
José do Rio Preto (20°49°12.65"S e 49°22°46.85"\8@e Paulo, Brasil. Os animais foram
aclimatados por 7 dias antes do inicio dos expetiose Destes 110 animais, 80
exemplares (40 de cada espécie) foram sacrificddes30 restantes (15 exemplares de
cada espécie) foram retiradas amostras sanguinea® ppeste de micronlicleo em tempos
especificos.

Todos os animais foram coletados sob licenca n385%4Autorizada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NaturRisnovaveis (IBAMA) e
eutanasiados de acordo com as recomendac¢fes dgicCBRasileiro de Experimentagéo

Animal (COBEA) por meio do Comité de Etica para Wsomal (CEUA) n°097/2014.
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3.1. Experimento de aumento de temperatura

Os animais foram distribuidos em 8 grupos experiaigiin=5): Controle, 12 horas,
um, dois, trés, cinco, 10 e 15 dias, sendo os asitnatados dispostos em terrarios
submetidos a Hipertermia (35,1°C) em camara inocmaado tipo B.O.D. (Modelo 121
FC). Além disto, o fotoperiodo foi ajustado respaito o comprimento do dia de 12 horas
claro / 12 horas escuro, umidade adequada e alhesnitom Drosophilead libitum Cabe
esclarecer que a temperatura estipulada foi rafe@mrlevacdo da temperatura em 30% -
medidos em graus Celsius - em relacdo a temperdtueanbiente (27°C) onde estavam
aclimatados, resultando, portanto, uma temperateib,1°C.

Os animais foram sacrificados apds cada tempo exgetal sendo o grupo
controle mantido nas mesmas condi¢cdes dos animpés®s a altas temperaturas, porém
sem alteracdo da temperatura ambiental e senddficeatos apos 10 dias de

experimentacao, sendo este tempo intermediario.

3.2. Processamento do material

Foram coletados dados biométricos como o masseofgpral total do animal, e
massa (g) dos testiculos e figado para compang esitanimais tratados durante 0 mesmo
periodo, em periodos diferentes e com o grupo aentAlém disso, foram realizadas
analises macroscopicas e de fotodocumentacdo autiliz microscopio estereoscopico
(Leica MZ16) em programa de captura de imagens gémilanager-IM50) para as
descricbes da arquitetura morfolégica geral ddsctdes e figado.

Para andlises histoldgicas foi realizada fixacé® fdagmentos do testiculo e figado

em Karnovsky (tampédo fostato Sdrensén 0,1M, tamfi@tato pH 7,2 contendo
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paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2,5%) por 2&a$gposteriormente destinados a rotina
histologica convencional para a microscopia de @artes (2m) foram montados em

laminas e corados com hematoxilina/eosina (Baner@amble, 2002).

3.3. Analises histoquimicas

Para a deteccéo das substancias lipofuscina e fdEmoa foram utilizados cortes
histolégicos de figado comyiin de espessura, em historresina.

Para deteccao da lipofuscina, os cortes foram asadpor 15 mim em solucao de
Schmorl, composta de 75mL de cloreto férrico a 19nL de ferricianeto de potassio e
15mL de &gua destilada, posteriormente imersosselcdo aquosa de vermelho neutro a
1% seguida de solu¢do aquosa de eosina 1% .

Ja para deteccdo da hemosiderina, os cortes foramaddos pelo mesmo tempo,
em solucdo &cida de ferrocianidio, obtido com &dligdo de 2g de ferrocianeto de
potassio em 100mL de solucdo de &cido cloridri@gy&mol/L. Posteriormente imersas em
solucdo aquosa de vermelho neutro a 1% seguidalulgiie aquosa de eosina a 1% . Apos

esses procedimentos foram montadas em laminas pentes.

3.4. Analises morfologicas e quantitativas

As imagens foram capturadas com camara (Leica DBEC&&®plada ao sistema de
captura (Image Manager-IM50) e analisadas em pnogrémage Pré-plus versédo 6.0.
Foram analisadas 25 fotos por animal totalizand® f@os por andlise e grupo
experimental, sendo avaliada a area pigmentadéggddd de ambas as espécies e também
dos testiculos d@. nattereri A quantificacdo da area de ocorréncia de cadadgular

pertencente a espermatogénese, além das areasrdscal intersticiais, foram feitas pela
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ferramenta poligono do software utilizado onde gspel circular os cistos e loculos sendo

gue todas as fotomicrografias estavam aumento xle 20

3.5. Andlise do micronucleo

A andlise da frequéncia de microndcleo seguiu ¢ofwoo de Lajmanovich et al.,
(2014) sendo consideradas anormalidades celularef©iegnaceas, como micronucleos,
anucleadas, binucleadas, nucleos lobulados, comafo de rim e células apoptoéticas.
Porém, neste estudo foi considerado apenas a freiquée micronucleos.

O teste de micronucleo foi realizado ap6s a queatiio da melanina no figado das
duas espécies em todos 0s tempos experimentatokides dois tempos em que houve
pico no volume de melanina, sendo os tempos esioalluie dois e 10 dias.

Apds os tempos experimentais, extensdes sanguoraas fixadas em metanol a 4°
C durante 20 min e posteriormente coradas com &ol@emsa 7,5% por 15 minutos.
Foram avaliadas 1000 células por animal em micmeddeica DM4000 B), com objetiva

de 100x. Os resultados foram expressos em frequéeainicrontcleos por 1000 células.

3.6. Andlise estatistica

Para andlises estatisticas foram testadas difereregeire o0s parametros
morfométricos dos testiculos, figado e sangue &Valiresposta) entre as diferentes
espécies e em uma mesma espécie entre os tempgregais (Variavel preditora) foi
realizado o teste Two-WayANOVA, com testeposteriori de Tukey. Previamente a

analise, testamos o pressuposto de normalidadmedemeidade.
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Caso os dados nédo fossem normais ou apresentastenogeneidade de variancia,
0s mesmos foram transformados utilizando raiz qdadiou log. Todos os testes foram

conduzidos no software R verséo 3.2.2 (R Develop@ere Team. 2015).

4. Resultados

Os resultados foram agrupados em dois capitulatoserprimeiro a apresentacao
dos efeitos nos pigmentos hepéticos e efeitos gricos frente a hipertermia. Ja no
segundo capitulo foram relatados os efeitos daeit@eratura em melandcitos testiculares

e células germinativas masculinas.
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Capitulo 1

Hepatotoxicidade e genotoxicidade em anfibios

submetidos a alta temperatura (Anura: Leptodachgid

Gabriela Baroni Leit& Lilian Franco-Belusgi Classius de Oliveira
1. Programa de Pos-graduacgédo em Biologia Anim@8ILCE - UNESP / Sédo José
do Rio Preto - SP
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Manuscrito a ser submetido ao peridédico The Expeental Biology.
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Resuma A temperatura influencia aspectos fisiologicosmerfologicos em animais
ectotérmicos. No figado de anuros, existem céldlawminadas melanomacréfagos que
contém melanina, hemosiderina e lipofuscina e mdpm as variagbes de temperatura.
Alta temperatura também possui efeito genotoxiesamgdo micronlcleos em eritrgcitos,
sendo utilizados como biomarcadores de danos gesétilecorrentes de alteracdes
ambientais. Assim, o0 objetivo deste trabalho foaliav os efeitos sistémicos da alta
temperatura enfPhysalaemus natteree Leptodactylus fuscususcando indicios sobre
efeitos hepatotoxicos e genotoxicos. Foram utibzafl0 animais em 8 grupos amostrais
expostos a temperatura de 35,1°C em camara B.Quipo£30 animais foram expostos a
alta temperatura em dois e 10 dias para extrairsaa® sanguineas. Os animais
sacrificados tiveram fragmentos do figado retiraglescaminhados para rotina histolégica.
Os anuro<. nattererie L. fuscussdo afetados pela hipertermia, sendo lueattererié
mais afetado quk. fuscuga que, as respostas sdo mais intensaB.amattereri.De forma
geral, o volume dos pigmentos nos melanomacréfagosmaiores nos grupos expostos a
alta temperatura, sendo comprovado assim o efefpatbtoxico da temperatura, uma vez
gue melanina neutraliza os radicais livres, hensogid € o0 pigmento oriundo da
degradacdo do ferro das hemaceas e lipofuscinaagl@gela degradacdo dos &cidos
poliinsaturados. A frequéncia de microndcleos tamk&maior em 10 dias de exposi¢céo
em relacdo ao grupo controle, sendo que a tax@.aemattererifoi maior que enk. fuscus
Alta temperatura causa hepatotoxicidade e genaotlaxle em anuros em intensidade

diferentes, variando de acordo com a biologia @spacifica.

Palavras-chave:Hipertermia, Melanomacrofago, Anuros, Leptodadid.
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Introducéo

A familia Leptodactylidae € uma das familias de ramumais ameacadas de
extingdo, sendo uma das causas as mudancas cismgBiart et al., 2004, Li et al., 2013).
Alteracdes na umidade e temperatura sdo indicadtaenudanca climatica, sendo elas
extremamente importantes para a sobrevivénciaroes (Li et al., 2013).

O figado é um dos principais 6rgdos do metabolidmanuros. Além de realizar o
anabolismo e catabolismo de diversas substancias,tammbém é responsavel pela
detoxificacdo (Hildebrand e Goslow, 2006). No figadxistem células pigmentadas
denominadas melanomacréfagos, consideradas biodoaesade interferentes ambientais,
uma vez que mudancas causam efeitos tanto na melgnanto na hemosiderina e na
lipofuscina presentes nesta célula (Santos 2Gil4; Franco-Belussi et al., 2012).

Existe uma associacdo positiva do aumento da melacom a hepatotoxidade
demonstrado em anuroRgna catesbianaGrassi et al., 2007), salamandrassgotriton
italicus, Bernabo et al., 2014) e peixBsintius altus(Sirimongkolvorakul et al., 2011).
Além disso, variagcbes na temperatura influenciandrea tanto de melanina quanto
hemosiderina e lipofuscina eihysalaemus nattere(Bantos et al., 2014). Dessa maneira,
0 aumento da temperatura esta associado a alteragfpaticas como aumento na taxa
metabdlica, o que comprometefimessdos animais (Bruslé e Anadon, 1996, Li et al.,
2013).

Integridade nucleolar também pode ser afetadagbedestérmico, causando efeitos
negativos na estrutura e funcdo do centrossomaw(Bret al., 1996). Outros efeitos
observados sdo a incapacidade das células enrinicidtose e atraso na progressao do
ciclo celular (Welch, 1990). Assim, a exposicacodganismos a elevadas temperaturas é

conhecida por resultar em alteracdes na integridadeucléolo, afirmando desta maneira
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efeitos genotoxicos do choque térmico (Anitha et 2000). Os dados obtidas vivo
mostraram aumento de danos no DNA em aumento deetatnra em mexilhdes (Buschini
et al., 2003). Desta forma, a temperatura interiesietaxa mitética influenciando a
formacéo de microndcleos (Barsiene et al., 201RBieSek et al., 2006).

Assim, acreditamos que exposicdo a alta temperatwae alteracdes hepéaticas,
especificamente nos pigmentos dos melanomacrofalgos de efeitos genotdxicos em

Physalaemus natteregiLeptodactylus fuscus.

Material e métodos

Foram utilizados 110 espécimes sendo 55 exempdaresda espéci® ( nattereri
e L. fuscu$, capturados em época reprodutiva de 2013 e 20 Mumicipio de Sdo José do
Rio Preto (20°49°12.65"S e 49°22°46.85"W) — Saoddrasil. Do total dos espécimes,
80 exemplares (40 de cada espécie) foram sacwufscpdra analises hepaticas e outros 30
exemplares, sendo 15 de cada espécie, para angbsesdxicas. Os animais foram
aclimatados em terrarios plasticos contendo terégua por 7 dias e apds este periodo
submetidos a alta temperatura.

Todos os animais foram coletados sob licenca n3:85%4Autorizada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NaturRenovaveis (IBAMA) e
eutanasiados de acordo com as recomendac¢Oes dgicCBlasileiro de Experimentacao

Animal (COBEA) por meio do Comité de Etica para Wsomal (CEUA) n°097/2014.

Experimento de aumento de temperatura
Os animais foram distribuidos em 8 grupos experiaiiin=5): Controle, 12 horas,

um, dois, trés, cinco, 10 e 15 dias, sendo dispastocaixas plasticas (28x21x15cm), com
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agua e sem terra para que 0s animais ndo se ss@Mae os tratados foram submetidos &
Hipertermia (35,1°C; 30% da temperatura ambientead@amatacdo 27°C) em estufa

incubadora B.O.D. (Modelo 121 FC) com fotoperiopistado para 12:12 (claro/escuro).

Processamento do material

Apds cada tempo experimental os animais foram esiesios e eutanasiados em
solucéo de Benzocaina (5mg/L). Os animais foraradmesse fragmentos de figados foram
retirados e fixados em Karnovsky (tampéo fostateisEn 0,1M, tampéao fostato pH 7,2
contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2,5%) 2% horas, posteriormente, as
amostras foram lavadas com agua, desidratadas &es s& alcool e incorporado em
historesina (Leica Historesin incorporagéo kit)rt€s (2um) foram montados em laminas e
corados com hematoxilina/eosina (Bancroft e Gamp0€)2) incubadas em solucao de
Schmorl e solucdo acida de ferrocianidio. Paratacgédo de pigmentos de lipofuscina, as
laminas foram incubadas sec¢des em solucdo Sclomarhte 15 min, composto por 75 ml
de cloreto férrico a 1%, 10 ml de ferricianeto agagsio, e 15 ml de agua destilada. A
seguir imersos sec¢des em solucdo aquosa de 1&grdellio neutro, seguido de um 1% de
solugcdo aquosa eosina. Para a deteccdo de hemiossids laminas foram incubadas em
uma solucdo de ferrocianeto de é&cido, obtido pssaliigdo de 2 g de ferrocianeto de
potassio em 100 mL de &cido cloridrico 0,75 mal A& sec¢bes foram imersas em solucéo

de vermelho neutro aquoso a 1%, seguido por eaginasa a 1%.

Andlises morfoldgicas e quantitativas
As imagens foram capturadas em microscopio Optiaicd DM4000B) com

camara (Leica DFC280) acoplada ao sistema de eapionage Manager-IM50) e
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analisadas em programa Image Pro-plus versédo ér@mFanalisadas 25 fotos por animal,
avaliando a éarea das substéncias pigmentares ddofigmelanina, hemosiderina e
lipofuscina) de ambas as espécies e posteriorni@msformada para volume relativo por
meio da multiplicacdo da éarea relativa (area pigatanpela area total da fotomicrografia)
pela massa total do figado, baseado na determirqpgdid mg de tecido € o volume de

aproximadamente 1mms3, segundo Vilamaior et alQ§20

Andlise do microndcleo

A andlise da frequéncia de microndcleo seguiu ¢tofyoo de Lajmanovich et al.,
(2014) sendo considerada apenas a frequéncia deniateos.

Para a analise do micronucleo foram escolhidos ®@oigpos experimentais, estes
tempos foram determinados apds a quantificacdoedade melanina em todos os tempos
experimentais para ambas espécies, sendo quei@®i®ido pico de melanina eim fuscus
e 10 dias o pico de melanina émnattereri.Assim, estes tempos foram escolhidos para
realizacao do teste de micronucleo em outros 3daisi(15 exemplares de cada espécie).
Assim, foram distribuidos em grupos Controle, d»i$0 dias com extracdo de amostras
sanguineas retiradas da veia femural localizadpante posterior do membro inferior
sendo posteriormente depositadas as gotas de samgl@eninas, realizadas as extensoes e
fixadas em metanol a 4° C por 20 min e coradassmutdo Giemsa 7.5% por 15min. Para
a avaliacdo foram verificadas 1000 ceélulas em ma@dpio (Leica DM4000 B), com

objetiva de 100x (Amphlett e Delow, 1984).
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Andlise estatistica

Para andlises estatisticas foram testadas difereregeire o0s parametros
morfométricos hepaticos e a frequéncia de micr@wiqVariavel resposta) entre as
diferentes espécies e numa mesma espécie entrengmpd experimentais (Variaveis
preditoras) foi realizada o teste Two-WayANOVA, cdeste a posteriori de Tukey.
Previamente a analise, testamos o pressupostordalitade e homogeneidade. Caso os
dados ndo fossem normais ou apresentem heterogdeeaie variancia, os mesmos foram
transformados utilizando raiz quadrada ou log. Bods testes foram conduzidos no

software R versao 3.2.0 (R Development Core Te@ibR

Resultados
Pigmentos entre as espécies

O volume dos pigmentos hepéaticos, melanina, heraosal e lipofuscina entre os
animais do grupo controle sédo diferentes Bmnattererie L. fuscus(F=4,99 P<0,05;
Figura 1). O volume relativo de melanina do figadoP. nattererié cerca de trés vezes
menor que enL. fuscus(F=4,99; P<0,001) (Figura 1A,B,E). Ja& o volume relativo de
hemosiderina € cerca de trés vezes maiorPenmattererique emL. fuscus(F=4,99;
P<0,05; Figura 1A,C,F). Ja lipofuscina ndo houve rdifiga significativa, apresentando

volumes relativos semelhantes entre as espécids9Q®£=0,78) (Figura 1A,D,G).
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Figura 1: Diferencas dos pigmentos melanomacrofagicos naddigam Physalaemus
nattereri e Leptodactylus fuscusA - Gréafico demonstrando diferencas estatistamatse

volume pigmentar de melanina e hemosiderina ergrespécies (*). Representacdo do
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volume de melanina (cabeca de seta), hemosidastarisco branco) e lipofuscina (seta)
em L. fuscus(B, C, D, respectivamente) e e nattereri (E, F, G, respectivamente).
Coloracgtes: Hematoxilina e Eosina (B, E), solugéidaade ferrocianidio (C, F) e solucdo

de Schmorl (D, G). Aumento: 20x (B-G).

Pigmentos entre os tempos experimentais

O peso do figado entre os tempos experimentaivardmu nas duas espécies, com
excecao dé°. nattererique aumentou o peso em 12 horas e diminuiu emd)(Bigura
2A).

Os trés pigmentos dos melanomacréfagos hepatidosrasm alteracdes em seus
volumes relativos durante exposicao a alta temperdFigura 2). Os tempos que causaram
maiores alteracbes foram um e dois dias com afiesado volume tanto em relacdoa
melanina quanto hemosiderina e lipofuscina (Fi@yra

As respostas no volume de melanina entre as espémiam distintas em que
P.nattereri apresentou dinamica de diminuicdo do volume de mredaem um dia e
posterior aumento em cinco e 10 dias (F#260,05) (Figura 2B). J&4 en. fuscushouve
apenas um pico em dois dias (F#280,05) (Figura 2B).

Para volumes de hemosiderina foi observado dim@iougm dois e trés dias para
ambas espécies (Figura 2C). Além dissoPemattereritambém diminuiu o volume em 12
horas, porém em 15 dias houve aumento do voluragvel(Figura 2C). Enk. fuscusdo
apresentou aumento apenas diminuicdo a partir ddiaraté trés dias (F=118,B<0,05)
(Figura 2C).

O comportamento da lipofuscina foi bastante pecudiatre as espécies com

respostas distintas em tempos curtos (até trés a@efeitos semelhantes em tempos longos
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(de cinco a 15 dias) (Figura 2D). Enquanto Rmattererifoi observado diminuigdo do
volume de lipofuscina desde 12 horas até trés diasfuscusapresentou aumento
volumétrico em 12 horas, dois e trés dias (Figida Entretanto, em 10 e 15 dias, ambas
espécies apresentaram intenso aumento do volumpalescina, sendo qué. fuscus

relatou aumento também em cinco dias (F=39s0,05) (Figura 2D).
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demonstrando diferencas do peso do figado (A)umelde melanina (B), hemosiderina
(C) e lipofuscina (D) entre as espédresattereri e L. fuscus e 0s tempos experimentais
(Cont, 1d, 2d, 3d, 5d, 10d, 15d). Asteriscos apurdderencas estatisticas de cada espécie

com o grupo controle respectivie<0,05).

Respostas genotoxicas

Os eritrocitos de anfibios possuem formato eliptetmon um grande nucleo
arredondado ao centro (Figura 3A, B). Micronlcls@s detectados quando ha presenca de
fragmentos de DNA menores em relagdo ao nuclec@&néxcos na célula (Figura 3B). A
frequéncia de micronucloes (MN) aumentou tantdPemattererie L. fuscusem 10 dias de
estresse térmico evidenciando efeito genotdxic® @6;P<0,05) (Figura 3C).

A hipertermia aumentou em nove vezes a frequéneiamitronicleos enP.
nattereri e quatro vezes erh. fuscusem 10 dias sob temperatura de 35,1°C (F=9,46;
P<0,5) (Figura 3C). Em 48 horas n&do houve diferemgagelacdo ao grupo controle para
ambas espécies, apresentando mesma frequéncid. eilmscuse um aumento nao

significativo emP. nattereri(F=0,55;P=0,47) (Figura 3C).
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Figura 3: Fotomicrografias dos eritrécitos deeptodactylus fuscufA) e Physalaemus

nattereri (B). Nucleo evidente e posicionado ao centro dail@é(cabeca de seta).
Representacdo de micronucleo na periferia celdeta(branca). Grafico demonstrando
respostas da alta temperatura na frequéncia deomiideos a cada 1000 células.
Diferencas estatisticas destacado por asterideo6,05. Coloracdo: Giemsa (A, B).

Aumento: 100x (A, B)

Discusséo

Altas temperaturas afetam os anuros sendo que sibéidade térmica entre as
espécies determina a intensidade do impacto dastve!.

A melanina apresenta caracteristica protetora awentralizacdo de radicais livres,
ja a hemosiderina € um subproduto da degradacadetadcias e a lipofuscina € um

pigmento oriundo da oxidacédo de acidos graxos gatimados (Pickford, 1953; Agius e
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Agbede, 1984; Kranz, 1989). Além disso, a melapwssui plasticidade frente a alteracdes
ambientais como protecdo contra radiacéo ultrarda@ém de auxiliar na termorregulacao
sendo este um dos principais compostos envolvidoadaptacdo ao aguecimento global
(Roulin, 2014).

Espécies de anuros apresentam proporgdes disti@tpggmentos como melanina,
hemosiderina e lipofuscina nos melanomacrofagosttogs. Ja foi relatado diferencas na
guantidade de melanomacréfagos entre diferente&ciespde tubardes, afirmando que a
guantidade de melanomacréfago € interespecificau@wska et al.,, 2009). Além disso,
também foram observadas variacdes de melaninafusigioa e hemosiderina nestes
animais, demonstrando que melanomacrofagos emediter espécies atuam de forma
similar (Borucinska et al., 2009). Diferencas namsidade de melanina na pigmentacao na
superficie visceral interespecifica ja foi descrjpor Franco-Belussi et al. (2011),
entretanto, o figado, por ser um 6rgdo escurocdmz que ndo seja possivel realizar esta
categorizacdo. A diferenca do volume de melaninéigaxlo entre espécies foi vista pela
primeira vez neste estudo, demonstrando que espéeieanuros distintas apresentam
volumes dos pigmentos hepéticos diferentes, messtas sendo da mesma familia,
comprovando a interespecificidade destes pigmentos.

Em relacdo ao estresse térmico, de forma gerauh@nto do volume relativo de
melanina, hemosiderina e lipofuscina tanto Bmnattereri quantoL. fuscussugerindo
efeito hepatotdoxico da temperatura sobre os an@stsidos mais recentes demonstraram
aumento do nimero de melanomacréfagos em 32°CQppies da india. A mesma espécie
exposta em temperatura baixa (20°C) é observadatdtepicidade, ou seja, efeitos

deletérios nos hepatdcitos como vacuolizacdo, @weénobservada em alta temperatura,
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afirmando assim que o aumento dos melanomacrofagetiam na protecdo do tecido
hepético e consequentemente manutencdo das fumedasolicas (Raina et al., 2015).

Em anuros, alteracdes nas porcentagens dos pigsregpaticos estdo intimamente
relacionadas a variacdo na temperatura, resultamdomudancas na fisiologia desses
animais (Santos et al., 2014). Animais ectotérmigeentes em baixa latitude podem ser
mais vulneraveis ao aquecimento do que as esp@dakzadas em regides temperadas
porgue seus limites térmicos maximos sdo atualmemhés perto das temperaturas
ambientais em que sdo encontrados (Deutsch eD@8; Huey et al, 2009; 2012). Nossos
dados, além de confirmarem este efeito demonstr@raqesposta a hipertermia é distinta
entre espécies de anuros, sendo Buenattererie L. fuscusapresentam respostas em
tempos diferentes a mesma temperatura, sendo quejodo geralP. nattererié mais
afetado qué. fuscus

Todos os pigmentos apresentaram padrdes semelhartesP. nattereri
apresentando diminuicdo em curtos periodos e aomanttempos prolongados. Hm
fuscus ao contrario dé>. nattererj ndo foi observado alteracbes no volume de medanin
apresentando estabilidade em todos os tempos,ocercetdois dias. Estudos recentes
demonstraram que algumas espécies tropicais pod&omn ser tdo vulneraveis ao
aguecimento quanto outras espeécies, uma vez dgeraas espécies apresentam tanto alta
plasticidade térmica quanto alta maxima térmican{®i et al., 2015). Além disso, a
sensibilidade a variagbes térmicaddaattererija foi estudada por Santos et al. (2014) em
gue relata que esta espéapresenta grande dificuldade de retornar aos padroe
pigmentares normais ap0s exposicao em até 48 h@la temperatura. Esta diferenca nas
respostas pode estar associada ao periodo deeestidgssas espécies sendo §ue

nattereri por ser uma espécie de reproducdo explosiva pastsuidades metabdlicas
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adaptadas as pequenas variagcbes ambientais pgpreduzirem em periodos menores do
gue L. fuscusque apresenta reproducdo continua, assim sendac¢des na temperatura
podem ser mais hepatotoxicas em algumas espéaesmwutras. A tolerancia térmica
entre tipos de reproducdo distintos varia entreegigecies como por exempRana
temporarig espécie que apresenta reproducdo explosiva @Ra$f8v6), apresenta baixa
tolerancia a temperatura critica maxima (34.26 248%), assim com®. nattereriem
nossos estudos. Além dissBelophylax pereziespécie considerada com estratégia
reprodutiva continua, (Delgado et al., 1989) apriege alta toleranica a critica maxima
térmica (36.14 — 39.37°C) (Duarte, 2011).

A melanina apresenta comportamento distinto entnegesmo tempo experimental
nas duas espécies com o pico melanicoLerfuscusenquanto neste periodo ndo houve
alteracdo no volume de melanina Emnattereriapresentando diminuicdo em apenas um
dia. A diminuicdo em curtos periodos deve ser faglgdo de termorregulagdo que absorve
radiacdo, transformando em calor (Cesarini, 19%%) aumento posteriormente pode ser
pelo fato que estudos em culturas de células pitares apresentam atividades
melanogénicas com reldgio molecular de 72 horagsaptando aumento do volume apos
este periodo (Guida et al.,, 1998). Associacdo doeato da melanina também esta
associada com hepatotoxidade tanto em anuros gsalatmandras e peixes (Grassi et al.,
2007; Bernabo et al., 2014; Sirimongkolvorakullet2011).

Substancias como a hemosiderina e a lipofuscina os@jinadas a partir do
catabolismo celular sendo afetado pela mudanca&maetratura, apresentando possiveis
efeitos hepatotoxicos. A hemosiderina diminui sealames em ambas espécies em tempos
de 12 horas erR. nattererj um dia pard.. fuscusaté dois e trés dias nas duas espécies.

Altas temperaturas afetam o catabolismo de erit§cdanificados diminuindo seu
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metabolismo celular (Kranz, 1989). Nossos dadossaptaram respostas semelhantes que
Santos et al. (2014) paRa nattereriexpostos a hipertermia, em que houve diminui¢cdo da
hemosiderina em 12 horas e dois dias, entretardssonestudo demonstra que esta
diminuicdo € pontual, uma vez que em 15 dias a tgflsate de hemosiderina esta
aumentada. Isso pode ser explicado uma vez querpos iniciais ndo sdo observados
danos severos nas hemacias, sendo que ndo haeragadt na frequéncia de micronucleo e
consequentemente menor volume de hemosiderina, wenaque o figado ajuda na
degradacao das heméaceas. O oposto também é asesuaseja, aumento na frequéncia
de micronucleo e aumento do volume de hemosiderimaempos prolongados como em
10 e 15 dias.

J& a lipofuscina apresentou diminuicdo de seusmadude 12 horas até trés dias e
aumento de 5 a 15 dias &M nattereri A diminuicdo da lipofuscina em curtos periodos
pode estar associada a presenca da acetil-L-carnitas mitocdndrias de anuros, cuja
substancia em mamiferos causa a diminuicdo nas texBpofuscina (Amenta et al., 1989;
Hanada et al., 2013). Entretanto, em tempos lodgosxposicao hipertérmica, o aumento
de lipofuscina pode estar intimamente relacionadpaade taxa de desestabilizacdo de
membranas celulares, consequentemente, causaotoeatiade entre os anuros (Terman
e Brunk, 2004; Kurz, 2008). Em peixes, 0 aument® migeis de pigmentacdo em baixas
temperaturas é devido a ectotermia, j& que € riEtesdtos niveis de gorduras insaturada
para manter a fluidez das membranas, sendo prapansaroxidacdo e assim aumento dos
pigmentos (Agius, 1980).

A temperatura causa danos no DNA devido a intert@aéda taxa mitética o que
pode gerar quebras do material genético sendoifidadb como micronudcleos (Buschini

et al., 2003; Barsiene et al., 2012; Schiedek et28i06). Os efeitos genotdxicos da alta
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temperatura foram vistos pelo aumento de microongcies eritrocitos das duas espécies
analisadas em 10 dias de exposicéo hipertérmicgdixes, foram observados os mesmos
efeitos prejudiciais quando estes foram expos®4 @ 36°C por 3 horas evidenciando que
choques térmicos sdo genotoxicos para animaistecticps (Anitha et al., 2000).

Portanto, exposicdo dos anfibios a hipertermia acduepatotoxicidade vista por
meio dos pigmentos melanomacrofagicos do figadenetgxicidade devido ao aumento da
frequéncia de micronucleos senBo nattererimais afetado qué. fuscus Assim sendo,
nossos resultados demonstram que 0s anuros sdveseR® stress térmico. Além disso, a
intensidade dos efeitos da temperatura entre aéciespé particular e dependente da
biologia de cada espécie, entretanto, independdatentensidade ambas alteracdes,

hepéticas e genotdxicas, podem comprometer a hteseadesses animais.
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Resumo: Algumas caracteristicas dos anuros os tornam ieépente vulneraveis a
variagbes ambientais, como alteracdes nos padedesrperatura. Tal vulnerabilidade tem
sido utilizada para explicar o declinio populaciaha anfibios ao redor do mundo e como
indicador das mudancas climaticas. Este traball®demo objetivo analisar e comparar os
efeitos da hipertermia sobre as células germinatigen Physalaemus nattereri e
Leptodactylus fuscugExemplares machos foram coletados e submetidtia éemperatura
(35,1°C) por 12 horas, um, dois trés, cinco, 1® elias. Os animais foram eutanasiados e
os testiculos removidos e destinados a rotinalbgita. A quantificacdo da melanina e das
células germinativas foram realizadas, além daasalecular e intersticial. A espédrie
nattereri apresenta melandcitos nos testiculos conferindo eotmmagcéo escura ndo sendo
observados erh. fuscuscom coloracdo branco leitosa. Esses melandcitoB.emattereri
foram intensamente afetados pela temperatura candgraumento do volume em trés, 10
e 15 dias. Constatou-se efeitos também na linhaggminativa, porém, diferentemente
entre as espécies. Nos grupos contrBle nattereri apresentou grande volume de
espermatozoide L. fuscus,espermatocito. Isso pode ser devido ao tipo deodegéo
sendo queP. nattererié explosivo enquantb. fuscus,continuo. Em geral. fuscusfoi
mais afetada quie. nattereriuma vez que, houve diminui¢cdes dos volumes da raaios
espermatocistos ein fuscus. JaP. nattereriapresentou aumento de alguns tipos celulares
em diversos tempos experimentais. O efeito maisdw enP. nattereripode ser devido a
presenca de melandcitos que possuem papel terratiprd®ortanto, alta temperatura causa
efeitos nos melandcitos testiculares e nas céggasinativas sendo que. nattererifoi
menos afetado quie fuscus sendo que a condicdo de hipertemia provocouagfies no
volume espermatogénico de ambas espécies.

Palavras-chave:Hipertermia, melanina, testiculos, espermatogénese
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Introducéo

Os anuros apresentam alta diversidade de modoedigmos, sendo a familia
Leptodactylidae a mais diversa com 17 modos repinozii diferentes (Haddad e Prado,
2005, Duellman e Trueb, 1999; Pough et al., 20R8)espécie®hysalaemus nattered
Leptodactylus fuscugepositam seus ovos em um ninho de espuma, seedB.quattereri
possui desova em ninho de espuma flutuante enquaftecuscoloca o ninho de espuma
em camaras subterraneas (Brasileiro et al., 2005s&Feres e Jim, 2001, Sazima, 1975;
Martins, 1988).

Outra diferenca marcante entre essas espéciesrésenpa de células contendo
melanina, denominadas melandcitos, nos testicds dattererienquantd.. fuscusnéo
apresenta este tipo celular, sendo os testiculesldeacéo branca leitosa (Franco-Belussi
et al.,, 2009). A melanina possui funcbes proteta@astra aumento na temperatura e
radiacdo ultravioleta (UV), estas ultimas sendoratacionadas positivamente no meio
ambiente, como consequéncias do aquecimento dRbalin, 2014).

Os testiculos sdo constituidos por l6culos semodfeonde estdo as células
germinativas que se agrupam com células de susientau células de Sertoli, e assim
constituem cistos espermatogenéticos ou esperrsgtscicontendo células no mesmo
estagio de diferenciagéo celular (Santos e Oliy@i088, Wake, 1968; Lofts, 1974; Franchi
et al., 1982; Ucci, 1982; Cavicchia e Moviglia, B98astogi et al.1988; Bao et al., 1991;
Oliveira, 1996)

Com permeabilidade cutanea e ciclo de vida depeéadknambiente aquatico e do
terrestre, os anuros sao vulneraveis as alteragidsentais sendo reconhecidos como
bioindicador de qualidade ambiental (Blaustein e&k&/d995; Vitt et al.1990; Weygoldt,

1989, Duellman e Trueb, 1999; Rabb, 1990). O cdstananutencdo dos anfibios pode
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aumentar diretamente como uma consequéncia dasngagiale temperatura podendo
modificar o desempenho reprodutivo desses aninmatistferindo na espermatogénese,
sendo que a adaptacdo nestes ambientes reques algatroles necessarios do ciclo
reprodutivo para produzir descendéncia em um penimdano em que a maioria da prole
tenha maiores chances de sobrevivéncia (Carey 200¢&iIski e Cooke 2006; Callard et
al., 1978; Huang et al., 1997).

Sabendo que altas temperaturas causam diverstsseden populacdes de anuros,
acreditamos que os melandcitos testicularePemattererisejam afetados positivamente
aumentando seu volume, sugerindo papel protetaragng as células germinativas sejam
afetadas negativamente em ambas espécies, sendo fggeuspossa ser mais impactado
por ndo apresentarem pigmentacdo testicular quasdanimais estdo expostos a alta

temperatura.

Material e Métodos
Coletas dos exemplares
Foram utilizados 80 exemplares machos (40 exengplate cada espécie)
capturados em época reprodutiva de 2013 e 2014umocldio de Sao José do Rio Preto
(20°49°12.65"S e 49°22°46.85"W) — Sao Paulo, Br&d animais foram aclimatados em
terrarios contendo terra e 4gua por 7 dias e sggéeriodo submetidos a alta temperatura.
Todos os animais foram coletados sob licenca n3:85%4Autorizada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos NaturRisnovaveis (IBAMA) e
eutanasiados de acordo com as recomendac¢fes dgicCBlasileiro de Experimentagéo

Animal (COBEA) por meio do Comité de Etica para Wsomal (CEUA) n°097/2014.
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Experimento de aumento de temperatura

Os animais foram distribuidos em 8 grupos experiaigiin=5): Controle, 12 horas,
um, dois, trés, cinco, 10 e 15 dias, sendo dispastoterrarios com agua e sem terra, sendo
os tratados submetidos & Hipertermia (35,1°C; 20& teimperatura ambiente na
aclimatacdo 27°C) em estufa incubadora B.O.D. (Mnde21 FC) com fotoperiodo
ajustado para 12:12 (claro/escuro). O grupo coafiaml mantido em temperatura ambiente

e sacrificados apds 10 dias do inicio dos expetiosen

Processamento do material

Apdés cada tempo experimental os animais foram esiesios e eutanasiados em
solucéo de Benzocaina (5mg/L). Os animais foraraduesse fragmentos de figados foram
retirados e fixados em Karnovsky (tampéo fostateisEn 0,1M, tampéao fostato pH 7,2
contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2,5%) 2% horas, posteriormente, as
amostras foram lavadas com &gua, desidratadas ees s& alcool e incorporado em
historesina (Leica Historesin incorporacéo kit)rt€s (2um) foram montados em laminas e

corados com hematoxilina/eosina (Bancroft e Gan#ile2)

Andlises morfoldgicas e quantitativas

As imagens foram capturadas em microscopio OptleEicd DM4000B) com
camara (Leica DFC280) acoplada ao sistema de eaglunage Manager-IM50) e
analisadas em programa Image Pro-plus versao ér@mFanalisadas 25 fotos por animal,
avaliando a area pigmentada dos testiculos Remnattereri e &rea locular e dos
espermatocistos em cada fase de desenvolvimensm#as as espécies e posteriormente

transformada para volume relativo por meio da mplidticdo da area relativa pelo peso
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total do o6rgdo, baseado na determinacdo que 1 mgededo € o volume de

aproximadamente 1mms3, segundo Vilamaior et alQ§20

Analise estatistica

Para andlises estatisticas foram testadas difererggeire 0s parametros
morfométricos dos testiculos (Variavel respostéeems diferentes espécies e numa mesma
espécie entre os tempos experimentais (Variaveditpras) foi realizada o teste Two-
WayANOVA, com teste a posteriori de Tukey. Previateea andlise, testamos o
pressuposto de normalidade e homogeneidade. Casladaos ndo fossem normais ou
apresentem heterogeneidade de variancia, os mdenaos transformados utilizando raiz
guadrada ou log. Todos os testes foram conduzidosaftware R versdo 3.2.0 (R

Development Core Team. 2015).

Resultados
Melandcitos testiculares em P. nattereri

Os testiculos dé°. nattereri sdo alongados, pares com coloragdo mesclada de
branco e preto (Figura 1A). Os melandcitos, célatagendo melanina, estdo dispostos no
intersticio testicular envolvendo os loculos sefenos e na capsula testicular o que lhe
confere coloracéo escura (Figuras 1B-C).

A exposicdo a alta temperatura aumentou o volumaelanina nos testiculos em
trés, 10 e 15 dias, sendo que 15 dias apresentomeaerca de quatro vezes maior que 0

grupo controle (Figura 1D).
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Figura 1: Foto estereoscépica dos testiculos Rleysalaemus natterer{A).

(1341
0,01
o z

D Contlzh 1d 2d

—
——

Belandeite {mm')
o (=]
2 ¥
g ——
*
L5
2
Pesio testicular (g]

Fotomicrografia do testiculo d@. nattereri evidenciando os melandcitos no tecido
intersticial e os l6culos seminiferos em aument®@e (B) e detalhe da diposicdo dos
melanécitos em aumento de 100x (C). Gréafico demandd diferencas do volume de
melanina expostos a alta temperatura (Grupos: G@entt2 hora, um, dois, trés, cinco, 10 e
15 dias) (C). Diferencas estatisticas em relacaccatrole marcados em asteriscos.

P<0,05. Coloracao: Hematoxilina/Eosina.

Células germinativas em P natteregiL. fuscus

Tanto P. nattereriquantoL. fuscusapresentam todos os tipos espermatogenéticos
(Figura 2A-H), as espermatogodnias com formato idag(Figura 2A,E), espermatdcitos |
maiores que espermatocitos Il (Figura 2B,F). Asgsgtides | e Il apresentam formas

mais alongadas (Figura 2 C,G) e espermatozoidearasalongadogFigura 2D,H) O
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volume relativo de cada tipo celular varia erfrenattererie L. fuscus sendo queP.
nattereri possuem volume dos espermatécitos menored_gfiescus enquanto o volume

dos espermatozoides é maior enfuscusdo queP. nattereri(Figura 21).

3
2,5 *
i
E 2
@
%E 15 W P.nattereri
-E,'; W L.fuscus
I~
0,5 |
0 .
I Gonia Cito Tide Zoide

Figura 2: Fotomicrografia dos espermatocistosRienattereri(A-D) e L. fuscugE-
H) evidenciando espermatogbnias (A,E), espermatdé¢BosF), espermatides (C, G) e

espermatozoides em feixe (D,H). Gréafico demonstratiférencas do volume de cada tipo
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celular no grupo controle (I). Diferencas estatésti marcadas em asterisc®s.0,05.

Coloracdo: Hematoxilina/Eosina. Aumento: 100x.

Influéncia da temperatura nos tipos espermatogérsco

Os volumes locular e intersticial apresentaram agtsis semelhantes quando
expostos a alta temperatura (Figura 3A-B). De fogaeal os I6culos e intersticios Be
nattereritiveram aumento em tempos curtos, como em um dianieuicdo do volume em
tempos mais prolongados, como em cinco a 15 digsrd3A,B). Ja enh. fuscushouve
diminuicdo dos volumes locular e intersticial endd® os tempos experimentais, com

excecdo de cinco dias para volume dos Ioculos (&i8A,B).

12
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o
—
A\
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WP nattereri
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Intersticial {mm?)

m
(]

N T T

Cont12h 10d

Figura 3: Grafico demonstrando diferencas Emnattererie L. fuscusno volume locular e
intersticial exposto a hipertermia (35,1°C). (A-B)iferencas estatisticas marcados em

asteriscosP<0,05
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Nos tipos celulares da espermatogénese foi obsereagostas semelhantes em alta
temperatura com diminuicdo dos volumes da maia& espermatocistos eim fuscuse
aumento dos volumes & nattereri(Figura 4A-D).

As espermatogOnias e nattereriapresentaram aumento apenas a partir de trés
dias enquanto os espermatoécitos sdo afetados ipeldenmia com aumento volumétrico
desde 12 horas até 15 dias (Figura 4A-B). Ja ass tigelulares mais tardios como
espermatides e espermatozoides ndo foram afetalasepposicdo a alta temperatura
(Figura 4C-D).

Para L. fuscusos efeitos foram mais drasticos com diminuicdo dokimes
espermatogénicos em espermatogonias, espermatécieapermatozoide em apenas 12
horas de exposicao hipertérmica (Figura 4A,B eNDs espermatozoides a diminuicdo foi
observada em todos os tempos experimentais enqnanéspermatocitos em cinco dias
ndo houve alteracdo e nas espermatogodnias ndaniefeitos em um, dois, cinco e 15 dias
(Figura 4A, B e D). As espermatides ndo foram dieta@em nenhuma espécie e em nenhum

tempo experimental (Figura 4C).
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exposto a hipertermia (35,1°C) nos grupos Contddlehoras, um, dois, trés, cinco, 10 e 15

dias. Diferencas estatisticas marcados em asterf3<0,05

Discusséo

Altas temperaturas interferem na homeostase dawgntausando respostas tanto
imediatas (de 12 horas até dois dias) quanto aol@ngzo (trés até 15 dias) nos 6rgaos
reprodutores dPhysalaemus nattereeiLeptodactylus fuscus.

Apesar de serem da mesma familia Leptodactyli®aenattererie L. fuscus
apresentam uma notavel diferenca nos testiculogagto P. nattereri apresenta de
moderada a intensa pigmentacao devida a presempaldrdcitos, erh. fuscusméo existe
este tipo celular. A presenca de melandcitos reifctdos € visto em diversas espécies do
géneroPhysalaemus;omo por exempld. marmoratus, P.centralis P. cuvieri (Franco-
Belussi et al. 2009). Da mesma forma, a ausénciigimentacdo enieptodactylus
também €& observado em outros representantes tomuystacinus, L. podicipinus L.
bokermannipor exemplo (Franco-Belussi et al. 2009).

A pigmentacdo cutdnea em anuros é responsiva asdsvdatores entre eles
horménios como o estimulante de melanoforedIEH) (Camargo et al., 1999) além de
fatores ambientais como baixas temperaturas (Roebad., 2010). Ja a pigmentacdo
visceral também apresenta plasticidade similard®seque a pigmentacdo testicular
apresenta alteracdo quando expostoaddSH (Franco-Belussi et al., 2013). Nossos
resultados demonstram que altas temperaturas caugaenso aumento do volume de
melanina nos testiculos e nattereri.A melanina possui funcdes protetoras como acao

bactericida (Wolke et al., 1985) além de protegetesidos contra aumento na temperatura
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e radiacao ultravioleta (UV) por absorver e neitaalradicais livres (Roulin, 2014, Zuasti
et al., 1989).

A analise comparativa entre as espécies demongti®RB. nattereripossue grande
volume testicular de espermatozoides em feixe, @amquque enik. fuscuso tipo celular
predominante sdo os espermatoécitos primarios. @its@nca € possivelmente atribuida a
estratégia reprodutiva, sendB. nattereri considerado reprodutor explosivo, sendo
necessario um volume grande de espermatozoideoptaasucesso reprodutivo em pouco
tempo enquantb. fuscusum reprodutor continuo com renovagéao do ciclo comiilamente
apresenta grande volume de células iniciais, no eapermatocito (Wells 1977; Bastos
1995; Prado e Haddad, 2005).

Os resultados mostraram o impacto do aumento daet@tura na espermatogénese
de P. nattererie L. fuscus uma vez que foram observadas alteracdes em tp@se 0s
tipos celulares nas duas espécies analisadas femdetratamentos de hipertermia.
Observamos ainda que mesmo em curtos periodospdsiedo (12 horas), alguns volumes
espermatocisticos também sofreram alteracfes. petetura, como sugestéo para controle
do ciclo testicular, tem recebido muita atencdosedados disponiveis, de fato, tém
estabelecido que a temperatura influencia o cedtidular em anuros (Rastogi, 1976).

Apesar del. fuscusestar ativo ao longo do ano, atravessando diversaacoes
ambientais eles foram mais afetados uenattereriapresentando efeitos negativos do
volume germinativo quando exposto a alta tempeaatu, no entanto, importante notar
gue a temperatura tem diferentes efeitos em difeseaspécies, sendo a sensibilidade
térmica relativamente diferente em cada espécistéBia 1976), assim como visto no
estudo.L. fuscusser mais afetada que. nattereripode estar relacionada a auséncia de

melandcitos testiculares, assim, ndo apresentamdtecfo da melanina afetando
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diretamente as células espermatogenéticas. Aléso,disgrande variedade de padrdes na
atividade testicular entre diferentes espécies aéie necessariamente obedecer a um
mecanismo comum dependente da temperatura (Rak83@).

O entendimento da influéncia hipertérmica sobresgeenatogénese € importante
para a compreensdo dos limites de prever impaagssniudancas climéaticas sobre a
biodiversidade sendo evidente que a maioria dasciEspestara em perigo de exposicao as
elevadas temperaturas em seus ambientes (Duattk, R8arson e Dawson, 2003; Araujo e
Guisan, 2006). Assim, observamos que a exposicii@sj@&cie®. nattererie L. fuscusa
condicédo de hipertemia provocou altera¢des tanteohone de melanina nos testiculos de
P. nattererj com aumento progressivo temporalmegteggnto no volume espermatogénico
de ambas espécies sendo que a células germindétaguscusforam mais afetadas que
P. nattererj possivelmente pela auséncia de melandcitod .efuscusque confere papel
protetor sendo que talvez os efeitos da alta testyrer foram abrandados dPmattereri

por apresentarem este tipo celular.
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Concluséo geral:

Neste trabalho, € possivel observar diferentesngilades do efeito da
temperatura entr. nattererie L. fuscusEm P. nattererj espécie que esta ativo em curtos
periodos do ano, foi mais afetada nos pigmentostioes, melanina, hemosiderina e
lipofuscina, aumentando o volume destes pigmentos figado em tempos mais
prolongados, demonstrando um possivel efeito h#pato da temperatura para esta
espécie. Entretantd,. fuscus espécie que ndo apresenta testiculo pigmentaga, c
melanina possui papel protetor, foi observada reaiefeitos nas células germinativas com
grande variacbes no volume da maioria das célidpsrmatogenéticas entre os tempos
experimentais. A melanina presente nos testiculbod.d nattereri teve um aumento
gradativo de volume sendo muito aumentada em lopgdedos, como em 15 dias. Porém,
o efeito genotdxico da temperatura em ambas espécigrande e pode comprometer a
homeostase destes animais devido ao grande aumanfrequéncia de micronucleos,
evidenciando que, a temperatura causa danos aodoNAnuros. Portanto, 0os anuros sao
sensiveis a alta temperatura, sendo esta seradalichterespecifica e, de modo geRal,
nattereri e L. fuscusforam igualmente afetados pela temperatura, sendocgda espécie

apresentou maior vulnerabilidade em diferentesa&ga
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