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Resumo

O sistema pigmentar extracutaneo é composto por células pigmentares sendo a mais
conhecida denominada melanécito, sdo células grandes e irregulares e no seu contetdo
citoplasmatico é que estdo os pigmentos (melanina) armazenados em granulos denominados
melanossomos, sendo a propria célula que sintetiza esses pigmentosos. Os melandcitos séo
encontradas em diversos 6rgdos como rins, baco, testiculos, figado, por¢bes do intestino,
encéfalo, ouvido, periténio e ainda em volta de vasos sanguineos e nervos. Com esta pesquisa
foi descrita a pigmentacdo visceral padrdo de trés espécies de anuros: Physalaemus cuvieri,
Dendropsophus nanus e Rhinella schneideri e observado se existe alguma alteracdo no
sistema pigmentar extracutaneo das espécies submetidas a varia¢fes no fotoperiodo (longo-20
horas claro e curto-4 horas claro) e temperatura (alta-35°C e baixa-10°C). Esses parametros
foram avaliados separadamente utilizando-se para cada um deles 9 animais de cada espécie
capturados na regido de S&o José do Rio Preto — SP. Dos 9 animais capturados 3 foram em
seguida analisados (grupo controle). Os outros 6 animais foram colocados em uma estufa tipo
B.O.D., separados em terrarios individuais onde, ap6s 3 dias, 3 deles foram sacrificados e
analisados, os outros 3 animais foram sacrificados ap6s 8 dias do inicio do experimento para
suas andlises. Nas analises 0s animais tinham os 6rgdos expostos para identificar os 6rgaos
gue possuiam pigmentacao, bem como seu padréo de intensidade que seguiu uma escala de 4
categorias sendo que a categoria nimero O referente a érgdos sem nenhum pigmento e a
namero 3 drgdos intensamente pigmentados, com 2 estagios intermediarios progressivamente
mais pigmentados. Os 6rgédos analisados foram: coracdo, pericardio e vasos da base, figado,
baco, peritdnio, estbmago, intestino e mesentério, reto, testiculos, rins e veias renais, pulmdes,
coluna e plexo nervoso. Muitos 6rgdos apresentaram padrdo de pigmentacdo nas espécies

observadas, principalmente na caracteristica de presenca ou auséncia de pigmentos em



determinado 6rgdo. O que nos leva acreditar se tratar de uma caracteristica taxondmica,
porém, ainda assim, existem variagdes intra-especificas de intensidade dessa pigmentaco.
Isso poderia acontecer devido esse sistema estar em constante mudangas, no caso de ter uma
funcdo fisioldgica ou ser apenas uma caracteristica com variagdes inter-individuais, porém,
que apresente um padrdo, de certa forma, regular dentro da espécie. Ao final desde trabalho
podemos concluir que o sistema pigmentar extracutaneo ndo sofre alteragcdes evidentes, em
niveis anatdmicos, para nas situacfes em que as variaveis de fotoperiodo e temperatura foram

avaliadas.



Introducao geral

Os anfibios ocorrem em quase todos os continentes do mundo, ndo habitando
somente regides cujo clima € extremamente adverso as suas adaptacOes
morfofisioldgicas. Essa capacidade se deve principalmente ao ciclo de vida que
envolve, na maioria das espécies, fase larval aquatica e fase adulta terrestre. Além disso,
apresentam diversos modos reprodutivos, especialmente os anuros, o que facilitou ao
grupo a ocupacdo de ambientes variados (Duellman & Trueb, 1994). A fauna de
anfibios possui aproximadamente 6.000 espécies, destas 5.362 sdo anuros, e a América
da Sul € a regido que mais abriga espécies, compreendidas em 16 familias (Frost, 2007).
Segundo Zug et al. (2001), apesar da elevada diversidade de espécies existentes nos
ecossistemas brasileiros, os estudos de componentes gerais de comunidades sé&o
consideravelmente limitados.

Os anfibios séo altamente suscetiveis as alteragdes ambientais, em funcdo da
permeabilidade de sua pele e por ocuparem uma grande variedade de ambientes, o que
Ihes confere o status de &timos indicadores da qualidade ambiental (Napoli &
Caramaschi, 2000). Os habitats acabam funcionando como fatores limitantes a
reproducdo, onde as espécies que apresentam modos reprodutivos dependentes de agua
reinem-se em habitats aquaticos adequados a ovipostura e ao desenvolvimento larval,
formando-se agregacGes com alto potencial para interacBes intra e interespecificas
(Crump, 1974). Diferencgas temporais nas estacOes reprodutivas podem constituir fator
importante no isolamento reprodutivo de espécies que utilizam um mesmo habitat
(Crump, 1974; Toft, 1985; Bertoluci, 1998).

De acordo com Zug et al. (2001), a sistematica do grupo encontra-se da

seguinte forma: Classe Amphibia, Subclasse Lissamphibia, compreendendo trés ordens:
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Caudata ou Urodela (salamandras e tritdes), anfibios com dois a quatro membros e
cauda longa (553 espécies); Gymnophiona ou Apoda (cobras-cegas, cecilias), anfibios
sem membros com formato vermiforme e muitos anéis corporais (173 espécies); e
Anura ou Salientia (sapos, ras e pererecas), anfibios sem cauda e com os membros
posteriores modificados para o salto (5.283 espécies).

Trés espécies muito abundantes na regido de Sao José do Rio Preto, SP, sdo
Physalaemus cuvieri (Fitzinger, 1826 - Leiuperidae), Dendropsophus nanus (Boulenger,
1889 - Hylidae) e Rhinella schneideri (Werner, 1894 - Bufonidae). A primeira espécie é
conhecida popularmente como ra cachorro, devido ao canto que possui. Ocorre no
Brasil nas regides sul, sudeste e nordeste, na Argentina, Paraguai, Bolivia e
possivelmente em planicies ao sul da Venezuela. Seu comprimento total é de 24 a 32
mm. A coloragdo dorsal é variavel, usualmente com tonalidades fracas de castanho ou
cinza com manchas ou linhas escuras. Habitam areas abertas, sendo que o acasalamento
ocorre em acgudes e banhados, ou em corpos d’agua temporarios, como pequenas pogas.
Os ovos sdo depositados em ninhos de espuma (Frost, 2007; Kwet & Di-Bernardo,
1999).

A segunda espécie apresenta larga distribuicdo pela América do Sul, com
grande ocorréncia durante o ano todo em algumas regifes, o que facilita o seu estudo.
Possui porte pequeno atingindo no maximo 20 mm. Sua colora¢do dorsal varia do
castanho, castanho-alaranjado ou bege, algumas vezes esbranquicado com pequenos
pontos de coloracdo castanho escuro e ventre claro. E considerada uma espécie de
ampla plasticidade na ocupacdo de microhabitats, reproduzindo-se em corpos d’agua
sem correnteza. Os machos utilizam como sitios de vocalizacdo, para atrairem fémeas,
ramos de vegetacdo que emergem dessas pogas (Kwet & Di-Bernardo, 1999; Frost,

2007).
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A terceira espécie é popularmente conhecida como sapo-cururu. Atualmente
pode ser encontrada do Uruguai a Bolivia central, passando pelo Paraguai e Argentina e
no Brasil principalmente nos estados da Bahia, Pernambuco, Mato Grosso, Goias e
Regio Sul. E um animal de porte relativamente grande com comprimento total de 180 a
210 mm. A coloragédo varia do castanho-claro a escuro ou esverdeado. Possui pele
aspera com regido dorsal bastante rugosa devido a presenca de glandulas cutaneas. Os
machos costumam vocalizar nas margens de lagos, lagoas e acudes, em areas abertas,
apenas durante a noite. Possuem comportamento reprodutivo explosivo e para atrair as
fémeas, podem além de vocalizar, procurar ativamente por parceiras sexuais. O amplexo
é axilar e a desova € depositada na forma de corddes gelatinosos, em ambientes lénticos,
nos quais os girinos se desenvolvem (Frost, 2007; Cardoso, 2003).

Uma caracteristica importante encontrada nos anuros é seu padrao de coloragdo
cutanea o que facilita muitas vezes sua camuflagem, sendo que essas cores podem variar
de uma regido para outra. Além disso, células pigmentares contendo melanina sdo
encontradas em diversos 0rgdos internos desses animais, porém, esta caracteristica ndo é
Unica do grupo dos anuros, estando presente em todos os animais ectotérmicos que
possuem essa pigmentacdo visceral, constituindo o sistema pigmentar extracutaneo,
agrupamento que abrange células pigmentares, sendo estas melanogénicas ou ndo
(Christiansen et al., 1996; Sichel et al., 1997; Zuasti et al., 1998; Akulenko, 1998;
Johnson et al., 1999; Oliveira et al., 2002, 2003; Oliveira & Zieri, 2005; Zieri et al.,
2007).

Os melandcitos sdo células grandes e irregulares; no seu conteddo
citoplasmatico é que estdo os pigmentos (melanina) armazenados em granulos
denominados melanossomos. Quando apresenta atividade fagocitaria é denominada

“célula pigmentada tipo macréfago” (Micale & Perdichizzi, 1990) ou “macrofagos
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pigmentados” (Manera et al., 2000) e no figado recebem o nome de células de Kupffer.
A funcdo deste sistema melanogénico ndo esta definida (Rund et al., 1998; Zieri et al.,
2007). Orgdos como rins, bago, testiculos, figado, porcbes do intestino, encéfalo,
ouvido, peritdnio e ainda em volta de vasos sanguineos e nervos possuem pigmentos
com diferentes ocorréncias, quantidades e tipos dependendo da espécie ou quem sabe
das varidveis ambientais a que estes animais estdo expostos (Prelovsek & Bulog, 2003;
Zieri et al., 2007; Santos & Oliveira, 2007).

Segundo Oliveira & Zieri (2005) em seu estudo com Eupemphix nattereri foi
constatado uma intima relacdo dos melandcitos com o sistema vascular de diversos
Orgdos. Essas células sdo constituintes do préprio tecido conjuntivo do 6rgdo ou de
tecidos associados ao mesmo, como tunicas adventicias ou membranas serosas. Em
muitos locais as células pigmentadas apresentam aspecto dendritico com muitos
prolongamentos citoplasmaticos repletos de pigmentos. Quando h& deslocamento dos
pigmentos para o centro da célula estas se apresentam com aspecto puntiforme e centro
mais escuro. Essa caracteristica morfologica é semelhante a apresentada pelos
melandcitos da catis, porém ndo existem estudos que evidenciem semelhancgas
funcionais.

Em seus habitats naturais o desempenho animal esta condicionado as mudancas
do ambiente, sendo que as principais variaveis abitticas que influenciam sdo:
temperatura do ar, umidade relativa, radiacdo solar, vento, pluviosidade, luminosidade e
a altitude. Todas essas varidveis mudam durante as estacbes do ano, porém, ndo se
alteram da mesma forma em diferentes regifes, assim, os animais reagem de diversas
maneiras a distintas condi¢cbes que lhes sdo impostas pelo ambiente (Esmay, 1969;
Vigoderis, 2002; Macieira & Proni, 2004). Essas respostas podem ser observadas em

varios niveis estruturais do organismo como em células, tecidos ou 6érgdos, isso
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dependeré do agente, grau de exposicdo e susceptibilidade do organismo (Williams &
latropoulos, 2002).

O sistema pigmentar, embora determinado geneticamente, pode ser alterado em
funcdo de uma série de estimulos ambientais ou alteracdes enddgenas. Denominamos
mudanca de cor morfoldgica aquela onde a coloracdo altera-se lentamente resultante
principalmente do aumento ou diminuicdo de células pigmentares ou de pigmentos no
seu interior e estd normalmente associadas com mudancas ontogenéticas, sexuais,
alimentares ou sazonais. A mudanca de cor fisioldgica ocorre em animais que possuem
a capacidade de alterar rapidamente a sua coloracéo devido a migracdo bidirecional dos
pigmentos dentro das células pigmentares. Os estimulos ambientais que provocam essas
mudangas estdo associados principalmente a mudancas na intensidade luminosa, na cor
do ambiente ou alteragéo no contexto social (Bagnara & Hadley 1973; Sugimoto, 2002).

Algumas pesquisas mostram mudancas estruturais e funcionais drésticas nessas
células ao longo do ciclo de hibernag&o, periodo caracterizado por baixa temperatura e
pouca oferta de alimento. Em experimento com 3 espécies de anfibios: Rana esculenta,
Triturus a. apuanus e Triturus carnifex foi observado que o conteido de pigmento no
parénquima do figado era expressivamente maior no periodo de hibernacdo do que no
periodo de atividade (Barni et al., 1999, 2002).

Poucos estudos foram realizados para se ter uma resposta sobre a fungéo ou
funcbes do sistema pigmentar extracutaneo em animais. A maioria dos estudos estdo
voltados para as células pigmentadas do bago e principalmente do figado, as células de
Kupffer que apresentam atividade fagocitaria (Corsaro et al., 2000; Sichel et al., 2002).
Essas células possuem enzimas capazes de realizar atividades de peroxidase e lipase
(Gallone et al., 2002).

Testes feitos com culturas de células de Kupffer expostas aos efeitos de NDP-
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MSH foram feitos para entender melhor os processos que estimulam a producdo de
melanina por elas, e avaliar o nivel de expressdo do gene produtor (Guida et al., 2004).
Outro fator que esta ligado as mudancas sofridas por essas células é o nivel de poluicéo
ambiental, pois é no figado que processos de biotransformacGes de agentes nocivos ao
organismo ocorrem (Fenoglio et al., 2005). Esse estudo nos permite pensar que
avaliacfes do padrdo das células de Kupffer de anuros, por exemplo, poderiam servir

como bioindicadores de qualidade ambiental.
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CAPITULO 1
A comparative study of the extracutaneous pigmentary system in three anuran

amphibian species evaluated during the breeding season
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Abstract

The present investigation examined the extracutaneous pigmentation pattern of three species
of anuran amphibians, Dendropsophus nanus, Physalaemus cuvieri, and Rhinella schneideri,
during the course of their breeding seasons. Pigmentation intensity in the different organs was
graded on a 4-category scale, in which category O refers to organs without pigment and
category 3 refers to intensely pigmented organs, with 2 intermediate stages of progressively
stronger pigmentation. Rhinella schneideri showed testicular pigmentation, with intra-specific
variation (categories 0 and 1). In P. cuvieri there was variation in the presence of
pigmentation in the lungs: all the animals showed pigmentation (category 1) at the beginning
of the breeding season, and as the season progressed the absence of pigments became the
most common pattern. In the liver of the first animals collected, the pigment intensity was
high (category 2) with many iridophores present, but in the last specimens collected no
iridophores were found. The variation in D. nanus occurred in the kidneys, where animals
collected at the beginning of the season did not show pigmentation. Renal veins displayed few
melanocytes (category 1); animals collected at the end of the season showed more
pigmentation in the kidney (category 2), whereas in the renal veins the intensity remained the
same. The changes observed in the extracutaneous pigment system in some organs, during the
reproductive period, may be due to physiological alterations or may represent a species-

specific characteristic.
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Resumo

Essa pesquisa buscou estabelecer o padrao de pigmentagdao extracutanea de trés espécies de
anfibios anuros, Dendropsophus nanus, Physalaemus cuvieri e Rhinella schneideri, ao longo
do seu periodo reprodutivo. Para tal foi estabelecido um protocolo de qualificagdo da
intensidade de pigmentagdo apresentada nos diferentes orgdos seguindo uma escala de 4
categorias sendo a categoria 0 referente a 6rgaos sem nenhum pigmento e a categoria 3 6rgaos
intensamente pigmentados, com 2 estagios intermediarios progressivamente mais
pigmentados. Rhinella schneideri apresentou pigmentacdo testicular com variagdo intra-
especifica (categoria 0 e categorial). Em P. cuvieri houve variagdo na presenga de
pigmentacdo nos pulmdes onde todos os animais no inicio do periodo reprodutivo
apresentaram pigmentagdo (categoria 1), com o passar do periodo o padrio mais comum
passou a ser auséncia de pigmentos. No figado dos primeiros animais coletados a intensidade
de pigmentacdo observada foi grande (categoria 2) com muitos iridoforos presentes, porém,
nos ultimos animais coletados ndo foi registrado esse tipo celular. A variacdo em D. nanus
ocorreu nos rins, onde animais coletados no inicio do periodo ndo apresentaram pigmentagao
e nas veias renais poucos melanécitos (categoria 1), ja nos animais coletados no final desse
periodo pode-se observar maior presenca de pigmentacdo no rim (categoria 2), porém, nas
veias renais a intensidade permaneceu a mesma. As mudancas observadas no sistema
pigmentar extracutdneo em alguns orgdos, ao longo do periodo reprodutivo, podem ser
decorrentes de alteragdes fisioldgicas ou apenas representarem uma caracteristica espécie-

especifica.
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Introduction

Chromatophores are cells that contain pigment granules, and occur principally in the
dermis and epidermis of animals. These cells can be classified by their pigment content. The
melanocyte-like cells produce and store melanin inside spherical or ovoid structures called
melanosomes (Agius and Roberts, 2003). These cells are large and irregular in shape, with a
great amount of intensely pigmented cytoplasm, and may be seen under sterecoscope
microscopy (Zieri et al., 2007). When melanocytes show macrophagic activity they may be
termed a “pigmented macrophage-type cell” (Micale and Perdichizzi, 1990),
“melanomacrophage” or “pigmented macrophage” (Manera et al., 2000). Other cells that
contain pigments are iridophores, which contain purines and crystals of pteridine and are
iridescent; and xanthophores and erythrophores, which contain pteridines and carotenoids and
are yellow or orange (Klaus, 2006).

In ectothermal animals, these pigmented cells are found not only in the dermis and
epidermis, but also in different internal organs, constituting the extracutaneous pigment
system. The function of this melanogenic system and the factors that alter its occurrence are
not defined (Christiansen et al., 1996; Sichel et al., 1997; Akulenko, 1998; Rund et al., 1998;
Zuasti et al., 1998; Johnson et al., 1999; Oliveira et al., 2002, 2003; Oliveira and Zieri, 2005;
Zieri et al., 2007). Organs such as the kidneys, spleen, testicles, liver, portions of the intestine,
brain, ears, peritoneum, and even areas around the blood vessels and nerves possess pigments
with different occurrences, quantities, and types, depending on the species (Benedito et al.,
1997; Prelovsek and Bulog, 2003; Santos and Oliveira, 2007; Zieri et al., 2007).

Oliveira and Zieri (2005), in their study on Eupemphix nattereri (cited as
Physalaemus nattereri), observed a close relationship between melanocytes and the vascular

system of different organs. These cells are constituents of the connective tissue of the organ
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itself or of tissues associated with it, such as the tunica adventitia or serous membranes. In
many locations, pigmented cells are dendritic, with many cytoplasmic projections filled with
pigments. When the pigments granules move to the center of the cell, the cells appear
punctate with a darker center (Wang et al., 1997; Rodionov et al., 1998; Rogers and Gelfand,
1998; Oliveira and Zieri, 2005). This morphological characteristic is similar to that shown by
the melanocytes of the skin, but there are no studies showing functional similarities between
these two types of structure (Meyer zum Gottesberge, 1988).

The synthesis of the melanin occurs from the amino acid tyrosine, catalyzed for the
enzyme tyrosinase, by means of a complex chain of oxidative reactions that converts the L-
tyrosina into L-dopa and, after that, Melanin. In a previous study with Kupffer cell cultures of
Rana esculenta L., it was demonstrated transcriptional activity in the tyrosinase gene of these
cells (Guida et al., 2004). Moreover, when the time of culture of the cells was increased from
0 to 72 hr, an appreciable increase occurred in the amplification products of the tyrosinase
gene, as well as in the level of dopa oxidase activity and in the quantity of melanin in the
cells. Kupfter cell cultures exposed to the effects of NDP-MSH were performed to better
understand the processes that stimulate their melanin production, and to evaluate the level of
producer gene expression (Guida et al., 2004). In melanocytes of the skin, increasing in the
aMHS concentration resulted in the increasing of the intracellular level of cAMP. The
production of cAMP was also induced using IBMX or forskolin to activate the expression of
the tyrosinase gene. The results of this study showed that while the hormonal treatment
always activated the Kupffer cells tyrosinase system, treatment with IBMX or forskolin never
did it. These results suggest that tyrosinase induction by hormonal treatment in KCs is not
mediated by the cAMP. Another factor linked to changes experienced by these cells is the
environmental pollution, since it is the liver the organ that biotransform harmful agents

(Fenoglio et al., 2005). This study suggested that the pattern of Kupffer cells in anurans may
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serve as bioindicators of environmental quality.

The pigment system, although genetically determined, can be altered as a function of
environmental stimuli or endogenous alterations. The main abiotic variables that influence
them are air temperature, relative humidity, solar radiation, wind, rainfall, and photoperiod.
All these factors change seasonally along the year, and the animals may respond to these
changes in different ways (Macieira and Proni, 2004). These responses are observed at
various structural levels of the organism, including the cells, tissues, or organs; and depend on
the agent, degree of exposure, and susceptibility of the organism (Williams and Iatropoulos,
2002). A change in morphological coloration is defined as a slow color change resulting from
the increase or decrease? in number of pigment cells or in the amount of pigment within the
cells. Such a change is usually associated with ontogenetic, sexual, feeding or seasonal
changes. Physiological color change occurs in animals that possess the capacity to rapidly
alter their coloration by the bidirectional migration of pigment granules within the pigment
cells. Environmental stimuli that evoke these changes are mainly associated with light
intensity, background color or social context (Bagnara and Hadley, 1973; Sugimoto, 2002).

Few studies have investigated the functions of the extracutaneous pigment system in
animals. The majority of studies have focused on the pigmented cells of the spleen and,
particularly, of the liver, which are known as Kupffer cells and show phagocytic activity.
They can be classified as "small" and "large" Kupffer cells, according to their melanin content
(Corsaro et al., 2000; Sichel et al., 2002). These cells possess peroxidase and lipase enzymes
(Gallone et al.,, 2002). Some studies have described drastic structural and functional
alterations in the Kupffer cells during the hibernation cycle, a period characterized by low
temperature and reduced food supply. In an experiment on three amphibian species, Rana
esculenta, Triturus a. apuanus and Triturus carnifex, the pigment content in the liver

parenchyma was much higher in the hibernation period than in the active period (Barni et al.,
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1999, 2002).
The present study assessed the changes in the extracutaneous pigment system in

anuran amphibians during their reproductive period.
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Material and methods

The study was carried out with three anuran species from the region of Sao José do
Rio Preto, Sao Paulo, Brazil (20°45°47.5”S, 49°19°38.8”W): Rhinella schneideri,
Physalaemus cuvieri, and Dendropsophus nanus. The species were selected because of their
high population densities and because they occupy different ecological niches within the same
habitat. Male specimens were collected during the breeding season (in the rainy months).

Four field trips during the reproductive season resulted in the capture of three male
specimens of each species (02010.0003336/05-53 — IBAMA). They were anesthetized and
killed by submersion in 20% ethanol as soon as they arrived in the laboratory, according to
the Guide to the Care and Use of Laboratory Animals — UNESP (Protocol 001/06 — CEEA).
The animals were opened by laparotomy and had their organs exposed for observation with a
stereomicroscope (Leica MZ16) coupled to an image-capturing system. The organs that
possessed pigmentation were noted, and if pigmentation was present, the pattern of intensity
and distribution. This followed a scale of four categories, in which category number 0 referred
to organs without any pigment, while category number 3 corresponded to intensely pigmented
organs, with two intermediate stages of progressively increasing pigmentation. The
methodology for descriptive anatomical analysis was detailed in a study by Franco-Belussi et
al. (2009).

Because of species-specific seasonal differences, the specimens were collected in
different months, which corresponded to their breeding seasons. These were divided into two
periods: post-estivation, when the males were easily found vocalizing or grasping females in
amplexus; and pre-estivation, when the few animals found were not vocalizing or mating with

females, but were only feeding. The specimens of Rhinella schneideri were collected between
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12 October and 19 November 2007; Physalaemus cuvieri between 6 December 2007 and 31

January 2008; and Dendropsophus nanus between 7 January and 5 March 2008.
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Results

Some patterns of the extracutaneous pigment system could be traced in these species,

as follows (Figure 1 and Figure 2):

- Rhinella schneideri

In R. schneideri, the hearts of all individuals followed the same pigmentation pattern
during the entire period, possessing a pericardium with little pigmentation (category 1) and
vessels of the cardiac muscle and base without pigmentation (category 0) (Fig. 1A). Likewise,
neither the lungs (Fig. 1D), stomach (Fig. 2A), intestine (Fig. 2D), rectum (Fig. 2G), or
mesentery showed any pigmentation. In the majority of individuals (90%), the nervous plexus
and vertebral column (Fig. 1J) had little pigmentation (category 1). The kidney (Fig. 2J) was
also devoid of pigmentation in most individuals, although one specimen had a kidney with
many chromatophores containing orange pigment. The testicles varied more with the presence
(category 1) or absence of pigmentation (category 0). In those with pigmentation, spots at
certain sites were observed, and these spots varied during the reproductive period. At the
beginning, the pigments in the gonads were discrete and/or punctuate, whereas at the end of
the period larger pigmented areas were seen (Fig. 2M). The pigment was present not only on
the external membrane but also in the interior, distributed homogeneously in the stroma
throughout the organ. In the liver of this species, pigmentation intensity varied from absence
(category 0) (Fig. 1G) to strong presence (category 2). Animals collected soon after the
beginning of the reproductive period showed a total absence of pigmentation (33%) or very
little pigmentation (66%), whereas animals collected at the end of the period showed more
intense pigmentation: category 2 (50%), category 1 (33%) or category 0 (17%). The parietal

peritoneum showed the same ratio of pigmentation present in the liver: at the outset of the
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reproductive period, 100% of individuals showed little pigmentation (category 1) (Fig. IM),
and at the end of this period, 83% showed a large amount of pigment (category 2) and 17%

showed little pigmentation (category 1).

- Physalaemus cuvieri

Physalaemus cuvieri showed wide variation in pigmentation during the reproductive
period. The heart in 60% of individuals had the pericardium with little pigmentation (category
1), highly pigmented basal vessels (category 2), and cardiac muscle without pigmentation
(category 0) (Fig. 1C). Iridophore-type cells were present in the pericardium, with an intensity
similar to that of the melanocytes. It was not possible to establish a relationship between the
pattern shown by the majority of animals and the variables during the reproductive period.
Lung pigmentation also varied: all animals from the first collection at the beginning of the
reproductive period showed pigmentation (category 1), while in those collected later in the
season this pigmentation became rare, and the most common pattern came to be the absence
of pigment (category 0), in 66% of all individuals from the last collection (Fig. 1F). The
stomach of some individuals (41%) showed pigmentation in small areas (category 1), while
the others showed none (category 0) (Fig. 2C). It was impossible to establish a link between
the patterns shown and the reproductive period, although the intestine showed patterns of
either no pigmentation (category 0) or a discrete presence in the mesentery (Fig. 2F) and
rectum (category 1) (Fig. 2I). The majority of animals showed conspicuous pigmentation in
the liver (category 2) (Fig. 1I). However, during the breeding season, the presence of
iridophores changed. They were abundant in the first animals collected, and as the season
continued their occurrence diminished, until this cell type was no longer found in the last
group. The nervous plexus (Fig. 1L) and peritoneum (Fig. 10) were strongly pigmented

(category 2). Similar intense pigmentation was present in renal vessels, but in the kidneys
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there was less pigmentation (category 1) (Fig. 2L). The testicles were intensely pigmented

(category 3) during the entire reproductive period (Fig. 20).

- Dendropsophus nanus

In D. nanus, the heart showed a consistent pattern: the pericardium was unpigmented
(category 0), and the basal vessels had little pigmentation, as did the heart (category 1) (Fig.
1B). Iridophore-like cells were present in the pericardium and also in the parietal peritoneum
(Fig. IN). The lung and the vertebral column in the majority of specimens (75%) showed
little pigmentation (category 1) (Fig. 1E). The nervous plexus (Fig. 1K), stomach (Fig. 2B),
intestine and mesentery (Fig. 2E), and rectum (Fig. 2H) of all individuals showed no
pigmentation (category 0) during the course of the reproductive period. In the kidneys of
specimens collected at the outset of the breeding season, pigments were absent (category 0),
and the renal veins showed more intense pigmentation (category 1) (Fig. 2K). Animals
collected at the end of the period showed greater pigmentation in the kidney (category 2),
while renal-vein pigment intensity remained the same. The testicles showed no pigmentation

in any specimens (Fig. 2N).
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Discussion

In the present study, none of the structures that underwent alteration in pigmentation
during the reproductive period could be associated with or compared among species, since the
occurrence was in a different species. In fishes, as reported in prior studies, the presence of
extracutaneous pigment is highly variable, even among phylogenetically related species
(Zuasti, 1990). If the pigmentation has some function, it probably may differ in degree for
each species. A species-specific pattern of extracutaneous pigmentation has been employed as
a taxonomic and phylogenetic characteristic in anurans, and testicular pigmentation is an
important phenotypic character of the family Dendrobatidae (Grant et al., 2004, 2006) and in
some species of the family Leiuperidae and Leptodactylidae (Franco-Belussi et al., 2009).

Although studies with amphibians have identified the presence of macrophage-type
pigmented cells, that resemble melanocytes in possessing melanin granules in their
cytoplasm, in the liver (Kupffer cells) and spleen, there are no studies showing a functional
relationship between pigment cells existing in these organs versus the other pigmented cells
that compose the extracutaneous pigment system (Micale and Perdichizzi, 1990; Manera et
al., 2000). Fenoglio et al. (2005) demonstrated an increase in the number and melanin content
of Kupffer cells in more polluted environments. Similarly, a study by Loumbourdis and
Vogiatzis (2002) established a direct relationship between the increase of melanomacrophages
and exposure to cadmium in Rana ridibunda. Studies have attributed to melanin the properties
of redox potential and the capacity to transfer electrons and accumulate toxic substances and
metal ions, among others (Wésterstrom, 1984; Agius and Roberts, 2003). In mammals, these
pigments are also related to the maintenance of homeostasis of both intracellular calcium

(melanocyte) and extracellular calcium (epidermis). The low extracellular concentrations of
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this cation lead an increasing of pigment in the melanocytes (Meyer zum Gottesberge, 1988;
Benedito et al., 1997).

The different pigmentation pattern observed intra-specifically lead us to propose that
the extracutaneous pigment system experiences, in some organs, alterations during the course
of the reproductive cycle, modeled by biotic or abiotic factors that should be investigated in
subsequent studies, in order to determine if this system owns a function. If no function were

observed, these variations may represent a characteristic of ectotherms animals.
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Figure captions
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Figure 1 - Occurrence of pigmentation in the heart, lung, liver, nervous plexus and
peritoneum of Rhinella schneideri, Dendropsophus nanus and Physalaemus cuvieri.
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Figure 2 - Occurrence of pigmentation in the stomach, intestine, rectum, kidney and testicles
of Rhinella schneideri, Dendropsophus nanus and Physalaemus cuvieri.
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Resumo

O sistema pigmentar extracutaneo estd presente em diversos orgaos internos de animais
ectotérmicos sendo formado por células pigmentadas, os cromatoforos. Nao ha respostas
para as possiveis funcdes desse sistema, bem como ndo sdo conhecidas as relacdes com os
fatores que alterariam sua ocorréncia. Esta pesquisa verificou se o sistema pigmentar
extracutaneo de trés espécies de anuros neotropicais (Rhinella schneideri, Physalaemus
cuvieri e Dendropsophus nanus) manifesta alteragdes devido a variagdes de fotoperiodo.
As variaveis foram de fotoperiodo curto (4 horas claro, 20 horas escuro) e fotoperiodo
longo (20 horas claro, 4 horas escuro). Os animais submetidos ao tratamento foram
divididos em dois grupos: o primeiro permaneceu trés dias sob o tratamento, o segundo
grupo permaneceu durante seis dias. Para fazer a avaliacdo das possiveis modificacdes no
sistema pigmentar extracutdneo foram comparados os animais do grupo controle com os
animais tratados utilizando um protocolo de qualificagdo em nivel anatdomico, baseado na
intensidade de pigmentagcdo seguindo uma escala de 4 categorias sendo a categoria 0
referente a orgdos sem nenhum pigmento e a categoria 3 Orgdos intensamente
pigmentados, com 2 estagios intermediarios progressivamente mais pigmentados. Apos os
tratamentos foi possivel determinar um padrio de pigmentacdo espécie-especifico para
alguns orgdos. Esse padrdo se repetiu muitas vezes inclusive nos animais tratados,
provando assim, que nos parametros avaliados a pigmentagao visceral ndo sofre alteracdes.
Outra caracteristica observada foi a presenca de diferentes padroes de pigmentagdo para
determinados 6rgaos dentro da mesma espécie, variagdo intra-especifica. Essa variagdo nos
levou a questionar se esse sistema pigmentar ¢ uma caracteristica taxondémica que
apresenta um padrdo dentro das espécies com diferencas inter-individuais ou se ela sofre

alteracdes, por inumeros fatores, ao longo do ciclo de vida do animal.
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Introducéo

Animais ectotérmicos apresentam cé¢lulas pigmentadas, os cromatdforos, nao
somente na derme e epiderme, mas também em diversos 6rgdos internos constituindo o
sistema pigmentar extracutaneo. Este sistema pode ser encontrado nos rins, baco,
testiculos, figado, por¢des do intestino, encéfalo, ouvido, peritonio e ainda em volta de
vasos sanguineos e nervos (Benedito et al., 1997; Prelovsek ¢ Bulog, 2003; Santos e
Oliveira, 2007; Zieri et al., 2007; Franco-Belussi et al., 2009).

O sistema pigmentar extracutaneo foi pouco estudado, assim nao ha respostas para
suas possiveis fungdes, bem como ndo sdo conhecidas as relagdes com os fatores que
alterariam sua ocorréncia. Por outro aspecto esse sistema pode ser uma caracteristica
taxondmica conservada (Christiansen et al., 1996; Sichel et al., 1997; Akulenko, 1998;
Rund et al., 1998; Zuasti et al., 1998; Johnson et al., 1999; Oliveira et al., 2002; Oliveira e
Zieri, 2005; Zieri et al., 2007).

Em anfibios, assim como nos outros animais, muitos dos eventos que acontecem
durante suas vidas, acarretando mudancgas bioquimicas, fisiologicas e morfologicas, sdao
controlados por variaveis abioticas (temperatura, fotoperiodo, umidade relativa) e variaveis
bidticas (competicdo intra e inter-especifica, predacdo) as quais podem interagir de
maneiras complexas e influenciar, por exemplo, o crescimento ¢ o desenvolvimento do
girino (Duellman e Trueb, 1994) e at¢ mesmo sua morfologia e coloragdo (McCollum e
Leimberger, 1997).

Supde-se que o sistema pigmentar também poderia ser alterado em fungdo de
estimulos ambientais ou alteragdes endogenas. Existem duas mudancas de cor que podem
ocorrer nos animais em resposta a estimulos: mudanga morfologica ¢ aquela que ocorre de

forma gradativa e seu resultado permanece por mais tempo, ¢ a mudanga fisiologica ¢
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aquela que altera rapidamente a coloracdo do animal devido a migracao bidirecional dos
pigmentos dentro dos cromatoforos. Os estimulos ambientais que provocam essas
mudancgas estdo associados principalmente a mudangas na intensidade luminosa, cor do
ambiente ou alteracao no contexto social (Bagnara e Hadley 1973; Sugimoto, 2002).

As mudangas de cor morfologica ocorrem devido a processos celulares de
apoptose e/ou proliferacdo, discutidos em trabalhos com peixes expostos a fundo branco ou
preto durante um longo periodo (Odiorne, 1933; Sugimoto, 2002). As células pigmentares
na pele animal apresentam fungdes distintas, tais como regulagdo do calor, prote¢do contra
raios prejudiciais e excre¢do de determinados produtos metabdlicos. Entretanto, a
coloragdo para protecdo e comunicagdo parece ser a funcdo mais importante dos
cromatoforos na pele de teledteos (Sugimoto et al., 2005).

J& as discussdes sobre o sistema pigmentar extracutaneo sao escassas uma vez que
se restringem a descri¢des da sua distribuicdo em alguns 6rgaos. Em estudos com algumas
espécies de anuros foi constatada uma intima relagdo dos melandcitos com as gonadas
masculinas e sua vascularizagdo (Aoki et al., 1969; Gollmann et al., 1993; Zuasti et al.,
1998; Oliveira et al., 2002; Oliveira ¢ Zieri, 2005; Franco-Belussi et al., 2009). Essas
células sdo constituintes do proprio tecido conjuntivo do 6rgdo ou de tecidos associados ao
mesmo, como tunicas adventicias ou membranas serosas. Em muitos locais as células
pigmentadas apresentam aspecto dendritico com muitos prolongamentos citoplasmaticos
repletos de pigmentos. Quando hé deslocamento dos pigmentos para o centro da célula esta
apresenta-se com aspecto puntiforme e centro mais escuro (Wang et al., 1997; Rodionov et
al., 1998; Rogers e Gelfand, 1998; Oliveira e Zieri, 2005). Essas caracteristicas
morfoldgicas sdo semelhantes as apresentadas pelos melandcitos da cutis, porém nao
existem estudos que evidenciem semelhangas funcionais nem se este sistema esta

condicionado aos mesmos mecanismos que desencadeiam as mudangas de cor morfologica
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da cutis (Meyer zum Gottesberge, 1988).

Os melanomacrofagos também fazem parte do sistema pigmentar extracutaneo e
estao localizados no figado e bago sendo chamados de células de Kupffer. Apresentam
caracteristica fagocitaria com enzimas capazes de realizar atividades de peroxidase e lipase
(Corsaro et al., 2000; Gallone et al., 2002; Sichel et al., 2002). Podem apresentar
diferentes quantidades de conteudo melanico como caracterizado no experimento com os
anfibios: Rana esculenta, Triturus a. apuanus e Triturus carnifex nos quais foi constatado
um aumento no conteido de pigmentos nos macréfagos do parénquima hepatico durante o
periodo de estivagem, época caracterizada por baixa atividade metabdlica e pouca oferta de
alimento (Barni et al., 1999, 2002).

Baseando-se no limitado conhecimento relativo aos aspectos morfofisiologicos da
pigmentacao ¢ que este trabalho foi desenvolvido com o propdsito de verificar se o sistema
pigmentar extracutaneo de trés espécies de anuros neotropicais manifesta alteracdes devido

a variagdes de fotoperiodo.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado com trés espécies de anuros da regido de Sao José do
Rio Preto — SP (20° 47 07,05 S 49° 21” 42,09” O): Physalaemus cuvieri, Dendropsophus
nanus e Rhinella schneideri. A escolha das espécies foi baseada em espécies numerosas e
que ocupem nichos diferentes dentro do mesmo habitat (18573-1 — Licenga permanente do
IBAMA/MMA para coleta de material zooldgico). Os exemplares foram coletados no
periodo de reproducao (meses chuvosos).

Foram coletados nove exemplares de cada espécie que passavam quatro dias de
aclimatacdo em terrarios individuais, os quais tinham uma por¢ao com terra e outra com
agua. Durante todo o periodo de experimento os animais nao foram alimentados buscando
evitar uma possivel alteragdao da pigmentacdo em decorréncia da alteracdo da dieta. Apds o
periodo de aclimatagdo, trés destes exemplares foram anestesiados e levados a obito, por
submersao em alcool etanol 20%, seguindo o Guia para o Cuidado e o Uso dos Animais de
Laboratério — Unesp (Protocolo 001/06 — CEEA). Os animais tiveram expostos os 0rgaos
para a analise em estereomicroscopio (Leica — MZ16) acoplado a um sistema de captura de
imagens. Essa observacdo teve como objetivo identificar os 6rgdos que possuiam
pigmentacdo, bem como seu padrio de intensidade e distribui¢do, que seguiu uma escala
de 4 categorias sendo que a categoria 0 refere-se a 6rgdos sem nenhum pigmento e a
categoria 3 oOrgdos intensamente pigmentados, com dois estagios intermedidrios
progressivamente mais pigmentados. A metodologia para analise anatdmica descritiva esta
detalhada no estudo de Franco-Belussi et al. (2009). Os 6rgdos observados foram: coragao,
vasos da base e pericardio, pulmao, bago, figado, estobmago, intestino ¢ mesentério, reto,

peritdnio, testiculos, rins e veias renais, coluna e plexo nervoso.
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Os outros seis exemplares de cada espécie foram submetidos a variavel
experimental de fotoperiodo curto em uma estufa B.O.D. Nesse periodo passaram trés dias
sob fotoperiodo de 4 horas claro e 20 horas escuro. Apds esse periodo trés animais de cada
espécie foram sacrificados e analisados em lupa. Decorridos mais trés dias os demais
animais foram encaminhados a mesma analise.

Para o segundo experimento foram realizados os mesmo procedimentos, porém os
animais coletados ficaram na B.O.D. sob fotoperiodo longo de 20 horas claro ¢ 4 horas
escuro. Apos trés dias foram analisados trés animais de cada espécie sendo que os demais
foram analisados apo6s seis dias de tratamento.

Para termos uma maior amostragem do padrao de pigmentacdo visceral existente
nas espécies os dados encontrados no grupo controle do experimento de fotoperiodo curto
foram unidos aos dados do grupo controle de fotoperiodo longo, totalizando seis animais
controle de cada espécie nos dois experimentos. Isto ndo representa um problema uma vez

que os espécimes foram coletados no mesmo periodo e local.
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Resultados

Fotoperiodo Curto
-Physalaemus cuvieri

Em P. cuvieri 85% dos espécimes do grupo controle ndo apresentavam
pigmentacio no coragdo (categoria 0) o restante apresentou pouca pigmentacao (categoria
1); nos vasos da base 85% apresentavam pigmentacdo moderada (categoria 2) e o restante
pouca pigmentacdo (categoria 1), no pericardio dessa espécie 50% dos animais
apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) e outros 50% apresentaram pigmentacao
moderada (categoria 2). Ap6s o tratamento de trés dias 70% dos individuos apresentaram
pouca pigmentagao no coragdo (categoria 1) e esse resultado manteve-se apds o tratamento
de seis dias em 100% dos animais. No pericardio houve a presen¢a de pigmentagdo intensa
(categoria 2) apos trés dias de tratamento em 30% dos espécimes. Os outros animais nao
apresentaram pigmentagdo (categoria 0), essa auséncia de pigmentagdo foi observada
também em 100% dos individuos que permaneceram seis dias sob fotoperiodo curto. Nos
vasos da base 70% dos espécimes apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) os
demais apresentaram pigmentagao intensa (categoria 2) esses resultados foram observados
tanto no tratamento de trés dias como no tratamento de seis dias (Figura 1A). Em 85% dos
animais do grupo controle os pulmdes ndo possuiam pigmentagdo (categoria 0) os outros
animais apresentavam pouca pigmentagao (categoria 1), ja no tratamento de trés dias 70%
dos individuos apresentaram pouca pigmentagdo (categoria 1) e essa esteve presente
também em 100% dos individuos do tratamento de seis dias (Figura 1A). No intestino dos
animais do grupo controle o padrio mais expressivo foi a auséncia de pigmentagao
(categoria 0) em 85% dos espécimes, apos o tratamento de trés dias 70% apresentaram esse

padrdo que também foi observado em 100% dos espécimes tratados durante seis dias. O
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reto de 85% dos individuos do grupo controle apresentou pouca pigmentacdo (categoria 1)
e apds o tratamento de 3 e seis dias essa mesma intensidade esteve presente em 70% e
100% dos individuos respectivamente. O mesentério também apresentou pouca
pigmentacdo (categoria 1) em 65% dos animais do grupo controle e apos o tratamento de
trés dias 100% dos individuos apresentou essa intensidade de pigmentacdo, resultado
observado também em 70% dos espécimes tratados durante seis dias. O estomago de 50%
dos animais do grupo controle apresentou pouca pigmentacao (categoria 1) os outros 50%
ndo apresentavam pigmentagao (categoria 0) e 70% dos animais tratados durante trés dias
apresentaram pigmentacdo (categoria 1), categoria observada em 100% dos espécimes
tratados durante seis dias (Figura 1D). Os testiculos de P. cuvieri apresentaram-se
intensamente pigmentados (categoria 3), ¢ ndo houve alteragdo na intensidade de
pigmentacdo durante os tratamentos. Também ndo ocorreu alteragdo ao longo do
tratamento nos rins classificados na categoria 1, e as veias renais apresentaram intensidade
de pigmentagdo moderada em 100% dos animais controle, 30% dos animais tratados
durante trés dias e 100% dos animais tratados durante seis dias (Figura 1C). No plexo
nervoso de 100% dos individuos do grupo controle apresentaram pigmentacdo moderada
(categoria 2) padrao observado em 70% dos espécimes do tratamento de trés dias e 100%
dos espécimes tratados durante seis dias. J4 a coluna apresentou pouca pigmentagao
(categoria 1) em 85% dos animais do grupo controle e apos os tratamentos de trés dias
100% dos animais apresentavam pigmentacao moderada (categoria 2) presente também em
70% dos animais tratados durante seis dias (Figura 1B). No peritonio 100% dos espécimes
apresentaram pigmentacdo moderada (categoria 2) em todos os grupos observados (Figura
1C). Em 50% dos espécimes controle foi observada pouca pigmentagdo no figado
(categoria 1), porém 100% dos espécimes expostos ao tratamento de trés dias apresentaram

pigmentacdo moderada (categoria 2) que foi representada apenas em 30% dos animais
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tratados durante seis dias, j4 que 70% apresentou pouca pigmentagdo (categoria 1) (Figura
I1B). No baco 50% dos animais do grupo controle apresentaram pouca pigmentagdao
(categoria 1) outros 50% apresentaram pigmentagdao mais intensa (categoria 2) que se
manteve em 70% dos animais tratados durante 3 dia e 70% dos animais tratados durante
seis dias (Figura 1B).
-Rhinella schneideri

Em R. schneideri durante o tratamento de fotoperiodo curto ndo houve alteragdes
tanto com trés dias de exposi¢do quanto com seis dias no coracdo, pericardio e vasos da
base quando comparados animais tratados com animais do grupo controle sendo o padrao
apresentado de pericardio com pouca pigmentagdo (categoria 1), cora¢do ¢ vasos da base
sem pigmentagdo (categoria 0) (Figura 2A). Nos pulmdes também ndo houve alteragdes ¢
todos os individuos, tanto os do grupo controle quanto os tratados ndo apresentaram
pigmentacdo (categoria 0) (Figura 2A), assim como no. 6rgdos relacionados com a
digestdo (estomago, intestino e mesentério) nenhuma mudanca na intensidade de
pigmentacdo pode ser observada (Figura 2D). No reto de 85% dos espécimes do grupo
controle houve auséncia de pigmentagdo (categoria 0), esse padrio esteve presente em
100% dos individuos tratados durante trés dias e em 70% dos individuos tratados durante
seis dias (Figura 2D). Em 65% dos animais do grupo controle os testiculos apresentaram-se
com pouca pigmentagdo (categoria 1), nos animais tratados durante trés dias apenas 30%
apresentaram pigmentacdo no 6rgdo, porém 100% dos animais tratados durante seis dias
apresentaram regides do testiculo com manchas formadas pela aglomera¢do de pigmentos
(categoria 1) (Figura 2C). Nos rins e veias renais ndo houve alteracdo na intensidade de
pigmentacdo e a espécie apresentou o mesmo padrio, categoria 0, tanto nos animais do
grupo controle como nos animais tratados (Figura 2C). Também ndo houve alteragdes na

coluna e plexo nervoso (Figura 2B) que apresentaram pouca pigmentagdo (categoria 1)
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assim como no peritonio (Figura 2C). Em 65% dos animais do grupo controle foi
observada a presenca de pouca pigmentacao no figado (categoria 1), sendo que este padrao
esteve presente também em 100% dos animais tratados durante trés dias e 70% dos animais
tratados durante seis dias (Figura 2B). No bago dessa espécie, 50% dos animais do grupo
controle ndo apresentavam pigmentacao (categoria 0) os demais possuiam pouca
pigmentacdo (categoria 1). Apds o tratamento de trés dias em 100% animais nao
apresentavam pigmentacdo no bago, porém, apds o tratamento de seis dias 70%
apresentava pouca pigmentacao (categoria 1) (Figura 2B).
-Dendropsophus nanus

Em D. nanus o pericardio ndo apresentou pigmentacdo (categoria 0) tanto nos
espécimes do grupo controle quanto nos tratados durante 3 e seis dias. Os vasos de base de
65% dos animais controle apresentaram pouca pigmentacao (categoria 1) e apos trés dias
de tratamento 100% dos individuos apresentavam essa intensidade de pigmentagdo porém,
apos seis dias de tratamento 30% dos espécimes ndo apresentaram pigmentagao os demais
continuaram apresentando pouca pigmentagdo (categoria 1). O coracdo de 85% dos
individuos apresentou pouca pigmentacdo (categoria 1) (Figura 4a) e essa intensidade
esteve presente em 100% dos espécimes nos tratamentos de 3 e seis dias (Figura 3A). Em
85% dos individuos do grupo controle houve pouca pigmentacao nos pulmoes (categoria 1)
0s outros animais ndo apresentavam pigmentacdo (categoria 0), com o tratamento de trés
dias 70% dos individuos tinham pigmentacdo no pulmio os demais ndo apresentavam
pigmentacdo (categoria 0) e com o tratamento de seis dias apenas 30% dos espécimes
apresentaram pigmentagdo (categoria 1) o restante ndo apresentou (categoria 0) (Figura
3A). Dos animais do grupo controle 100% nao apresentaram pigmenta¢do no mesentério e,
apos o tratamento de trés dias, 70% dos individuos apresentavam auséncia total de

pigmentacdo e 30% mostravam pouca pigmentacdo (categoria 1) porém, com seis dias de
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tratamento 70% dos individuos ja apresentavam pouca pigmentacdo e 30% auséncia
(Figura 3D). Os outros 6rgaos do sistema digestorio ndo apresentaram pigmentacao tanto
nos animais do grupo controle quanto nos animais tratados (categoria 0) (Figura 3D e 4f).
Nos testiculos nao houve nenhuma célula pigmentada (categoria 0) (Figura 4b), sendo esse
padrao encontrado nos animais do grupo controle e mantendo-se nos animais tratados
(Figura 3C). Os rins de 85% dos animais controle ndo apresentavam pigmentagdo, assim
como 70% dos animais tratados durante trés dias e 100% dos animais tratados durante seis
dias. Nas veias renais 0s animais controle apresentaram um padrao de pouca pigmentagao
(categoria 1) (Figura 4c) em 100% dos espécimes porém, apds trés dias de tratamento 30%
dos individuos apresentavam uma pigmentagao mais intensa (categoria 2) representada por
70% dos individuos observados no tratamento de seis dias (Figura 3C). No plexo nervoso
ndo ocorreu pigmentagdo (categoria 0) mas na coluna ela esteve presente com pouca
intensidade (categoria 1) (Figura 3B e 4d). Nao foi verificada a presenca de melandcitos
(categoria 0) no peritonio (Figura 3C). No figado 50% dos animais controle apresentaram
pigmentacdo na categoria 2 ¢ 50% na categoria 3, apos trés dias de tratamento 100% dos
individuos apresentou pouca pigmentagao (categoria 1), ja no tratamento de seis dias 100%
dos animais apresentaram pigmenta¢ao moderada (categoria 2). No bago a maioria dos

individuos houve pouca pigmentagao (categoria 1) (Figura 3B e 4e).

Fotoperiodo Longo
-Physalaemus cuvieri

Em P. cuvieri 50% dos animais controle apresentaram pouca pigmentacdo no
pericardio (categoria 1) os outros 50% apresentaram uma pigmentacdo mais intensa
(categoria 2), ap6s o tratamento de trés dias 70% dos espécimes ndo apresentavam

pigmentacdo no pericardio (categoria 0), porém esse padrao foi alterado apds o tratamento
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de seis dias onde 100% dos espécimes apresentavam pouca pigmentacdo (categoria 1)
(Figura 5A). Nos vasos da base a maioria dos animais apresentaram pigmentagao
moderada (categoria 2) representada por 85% dos animais do grupo controle, 100% dos
animais tratados durante trés dias e 70% dos animais tratados durante seis dias (Figura
5A). Essas mesmas porcentagens foram encontradas para a pigmentagdo do coragao,
porém nesse o6rgao o padrao foi auséncia de pigmentos (categoria 0) (Figura 5A). Nos
pulmdes nao foi observado pigmentacio na maioria dos espécimes avaliados,
representados por 85% dos animais do grupo controle, 70% dos animais tratados durante
trés dias e 100% dos tratados durante seis dias (Figura 5A). No estdmago de 50% dos
animais controle foi observada pouca pigmentagdo (categoria 1) o restante ndo apresentou
pigmentacao (categoria 0) assim como 100% dos animais tratados durante trés dias, porém,
no tratamento durante seis dias 100% dos animais apresentou pouca pigmentacao
(categoria 1) (Figura 5D). No intestino da maioria dos animais do grupo controle e dos
animais tratados durante trés dias ndo houve presenca de pigmentos (categoria 0) porém,
apos seis dias de tratamento 70% dos individuos apresentavam pigmentacdo moderada
nesse oOrgdo (categoria 2) (Figura 5D). No reto da maioria dos animais o padrdo de
pigmentacdo presente foi categoria 1 (Figura 6a), assim como no mesentério dos animais
do grupo controle e tratados durante trés dias porém, os animais tratados durante seis dias
apresentaram mesentério mais pigmentado (categoria 2) (Figura 5D). Os testiculos de P.
cuvieri apresentaram-se completamente pigmentados (categoria 3) e, assim como nos
animais do experimento de fotoperiodo curto, essa pigmentacdo ndo sofreu alteragdes
(Figura 5C e 6¢). Nos rins 100% dos animais apresentaram pouca pigmentagdo (categoria
1) nas veias renais a pigmentacao foi mais intensa (categoria 2) (Figura 5C e 6f). No plexo
nervoso e coluna (Figura 5B e 6¢) nao houve mudangas expressivas quando comparados os

animais do grupo controle com os animais tratados durante 3 e seis dias assim como no
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peritonio (Figura 5C e 6b) e baco (Figura 5B e 6d). Dos espécimes do grupo controle e
tratamento de trés dias a maioria apresentaram pouca pigmentagao no figado (categoria 1)
porém, nos animais tratados durante seis dias 70% apresentou pigmentacdo intensa
(categoria 3) (Figura 5B).
-Rhinella schneideri

Nessa espécie ndo houve alteragdo da pigmentac¢ao do coragdo, pericardio e vasos
da base, que mostraram-se igual ao experimento com fotoperiodo curto (Figura 7A e 8c).
Nos pulmdes nao foi observada a presenca de pigmentos (categoria 0) tanto nos animais
controle quanto nos animais tratados (Figura 7A e 8a). Para os oOrgdos do sistema
digestorio (Figura 8e,f) ndo houve mudangas evidentes quando comparados os animais do
grupo controle ao grupo tratado durante 3 e seis dias (Figura 7D). O padrao existente nos
testiculos foi igual ao observado no experimento de fotoperiodo curto, onde a maioria dos
espécimes apresentaram intensidade de pigmentagdo baixa (categoria 1) (Figura 7C). Os
rins e veias renais de R. schneideri ndo possuiam pigmentagdo (categoria 0) (Figura 7C ¢
8b). No plexo nervoso e coluna (Figura 8d) ndo houve mudangas expressivas quando
comparados os animais do grupo controle com os animais tratados durante 3 e seis dias, ja
no peritdénio os animais do grupos controle e tratamento de trés dias apresentaram pouca
pigmentacao nesse o6rgdo (categoria 1) e os animais tratados durante seis dias apresentaram
uma intensidade de pigmentagdo maior (categoria 2) (Figura 7B). A maioria dos animais
ndo apresentou pigmentacdo no bago (categoria 0) e pouca pigmentacdo no figado
(categoria 1) (Figura 7B).
-Dendropsophus nanus

Nessa espécie foi observado o mesmo padrao de pigmentacdo do pericardio e
coragdo que no experimento de fotoperiodo curto, apenas os vasos da base estiveram

diferentes, onde 65% dos animais controle apresentavam pouca pigmentacao (categoria 1)
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e apos o tratamento de trés dias 70% dos animais apresentavam o padrdo de auséncia de
pigmentacdo (categoria 0) e no tratamento de seis dias 70% dos animais apresentavam
pouca pigmentacdo (categoria 1) (Figura 9A). Nos pulmdes 85% dos animais do grupo
controle apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) assim como 70% dos animais
tratados durante trés dias e seis dias (Figura 9A). Nos orgaos do sistema digestorio
(estdmago, intestino, mesentério e reto) a espécie ndo apresentou pigmentacdo alguma,
tanto nos animais do grupo controle quanto nos animais tratados (Figura 9D). Esse mesmo
padrdo foi observado nos testiculos e rins que ndo apresentaram pigmentagao (categoria 0),
Ja as veias renais possuiam pouca pigmentacao (categoria 1) ndo havendo alteragdo apos os
experimentos de 3 e seis dias (Figura 9C). No plexo nervoso e coluna ndo houve mudangas
expressivas quando comparados os animais do grupo controle com os animais tratados
durante 3 e seis dias assim como no peritonio (Figura 9B). No figado foi observada
pigmentacdo intensa (categoria 3) em 50% dos espécimes do grupo controle e o restante
apresentou pigmentagdo moderada (categoria 2) e, durante os tratamentos de 3 e seis dias
70% dos individuos apresentaram pigmentagdo intensa e moderada, respectivamente. No
baco nao houve alteragdes expressivas na baixa intensidade de pigmentacdo (categorial)

(Figura 9B).
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Discussao

A pigmentacdo visceral ¢ estudada com enfoque em véarios angulos, inclusive
buscando caracterizagdo taxondmica. Em estudos com Dendrobatidae Grant (2004) relata a
presenca de melanocitos nos testiculos de Colostethus panamensis com diferente
pigmentacao entre os antimeros. Ja em Leiuperidae varios estudos mostram que um grande
nimero de células pigmentadas estdo presentes na capsula e no intersticio testicular,
conferindo uma tonalidade marrom escura as gonadas, visto em Physalaemus cuvieri
(Oliveira et al., 2002), Physalaemus fuscomaculatus (Aoki, 1969; Zieri, 2004), Eupemphix
nattereri (Oliveira e Zieri, 2005; Zieri et al., 2007), Physalaemus olfersii e
Pseudopaludicola falcipes (Oliveira, 1996). Em Physalaemus marmoratus também ha
diferente pigmentacdo entre os antimeros (Franco-Belluci et al., 2009), como relatado por
Grant (2004) nos Dendrobatidae da espécie Colostethus panamensis.

Nesse estudo determinou-se um padrio de pigmentacdo extracutdnea para os
animais que ndo haviam passado pelos experimentos de fotoperiodo curto ou longo, ou
seja, o grupo controle. Mesmo assim, foi possivel observar algumas diferengas dentro das
mesmas espécies com relacdo a intensidade de pigmentacdo, porém, com relagdo a
auséncia ou presenca o padrao ¢ mais definido. Como visto em estudos com 3 espécies
diferentes de peixes teledteos onde existiu diferengas na distribuicdo, densidade e
morfologia dos actimulos de células pigmentares nos rins, figado, cutis e mesentério;
mesmo sendo espécies relacionadas filogeneticamente (Zuasti et al., 1990). Assim, o
sistema pigmentar, embora determinado geneticamente, pode ser alterado em fungdo de
uma série de estimulos ambientais ou alteragdes enddgenas (Bagnara e Hadley, 1973;

Sugimoto, 2002).
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Os melanécitos do sistema pigmentar extracutdneo apresentam as mesmas
caracteristicas dos melandcitos observados na cutis dos animais, inclusive com a mesma
origem embriologica especificamente a partir da crista neural (Klaus, 2006). Em estudos
com peixes foi observada uma modificagdo na coloracdao de animais expostos a fundo preto
ou branco, assim, animais exposto durante um tempo num aquario com o fundo branco
passavam a apresentar uma coloragdo clara, devido a apoptose de células pigmentares. O
processo da morte celular incluiu a perda de atividade da célula, a fragmentagao da mesma,
a fagocitose dos fragmentos, e o afastamento através da epiderme (Sugimoto et al., 2000).
Porém, animais expostos a um fundo preto passaram a apresentar coloracdo escura gragas a
proliferacdo de melandcitos, sendo que muitos estudos apontam para a diferenciacdo de
precursores dessas células para que ocorra esse aumento ¢ ndo divisdo das células
diferenciadas (Sumner, 1940; Sugimoto, 2002).

Nesse experimento ndo houve nenhuma modificagdo comum nas trés espécies no
mesmo o6Orgdo seguindo um padrido dentro dos experimentos. As alteragcdes que
aconteceram foram em nivel de espécie, e isto pode ser interpretado pelo fato de serem
espécies de familias diferentes que ocupam nichos ecologicos diferentes dentro do mesmo
habitat. E principalmente por estes animais ndao apresentarem o mesmo padrio de
pigmentacdo extracutdneo. Por exemplo, D. nanus ndo possui nenhum melandcito nos
testiculos, R. schneideri apresenta pouca pigmentacdo ¢ os testiculos de P. cuvieri sao
intensamente pigmentados. Com padrdes tao distintos deve-se supor que os 6rgdos, para
cada espécie, respondem diferentemente, pelo menos em niveis anatdomicos.

E conhecido que mecanismos neuronais e hormonais sdo responsaveis pelo
movimento de cromatoforos nos peixes e em alguma espécie de répteis, embora
cromat6foros de outros animais vertebrados ectotérmicos estejam somente sob o controle

hormonal (Erickson, 1998). Assim, no experimento com diferentes cores de fundo foi
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observado que em um fundo preto, o a-MSH ¢ secretado pela hipofise e causa a dispersao
dos pigmentos nos cromatoforos. Ao contrario, em um fundo branco a hipoéfise secreta o
MCH que tem efeito oposto. E, além do sistema enddcrino, o sistema nervoso periférico ¢
responsavel pelas respostas rapidas dos cromatoforos em fundo branco (Fujii e Oshima,
1986; Fujii, 2000; Sugimoto, 2002). Uma mudanca de cor fisiologica pode, em longo
prazo, alterar a densidade de cromatdforos, passando a ser mudanga de cor morfologica
(Sugimoto et al., 2005).

Como observado nos resultados, ndo houve padrio nas alteracdes sofridas nas
células de Kupffer do figado e bago. No experimento de fotoperiodo curto, por exemplo, a
pigmentagdo do figado de R. schneideri aumentou, em P. cuvieri diminuiu e em D. nanus
permaneceu igual, comprovando que nessas condi¢des o fotoperiodo ndo interferiu da
mesma forma a pigmentacao desse 6rgao.

Algumas consideragdes ainda precisam serem feitas, por exemplo, as células de
Kupffer ndo eram incluidas na classificagdo de células pigmentares, pois pensava-se que os
macrofagos presentes no figado e baco apenas fagocitavam os melanossomos, € ndo os
sintetizavam (Fitzpatrick et al., 1965). Porém, em analises sobre a fungdo melanogénica
das células pigmentares nesses orgdos em Xenopus laevis (Sichel et al., 1997), Rana
esculenta (Sichel et al., 1997; Gallone et al., 2002) ¢ Proteus anguinus (Prelovsek e Bulog,
2003) demonstraram que ha melanogénese. Mas sabemos que as células de Kupffer sao
totalmente diferentes dos melandcitos presentes na cutis e nos demais 6rgaos, apresentando
caracteristicas proprias e outras fungdes. Entdo, serd que os mesmos mecanismos que
regulam as células de Kupffer regulariam os melanocitos presentes nos outros 6rgaos?

Em culturas de células de Kupffer expostas aos efeitos de NDP-MSH foram
observados os processos que estimulam a produ¢do de melanina por elas, e avaliado o

nivel de expressdo do gene produtor (Guida et al., 2004). Essas células, quando localizadas
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no figado, também sdo influenciadas pelo nivel de polui¢ao ambiental, pois ¢ neste 6rgao
que processos de biotransformagdes de agentes nocivos ao organismo ocorrem (Fenoglio et
al., 2005).

As células de Kupffer sdo responsaveis pelos processos de detoxificacdo que
ocorrem no figado, isto foi relatado em estudos com Rana esculenta coletadas em areas
com diferentes niveis de poluicdo. Esses animais apresentaram um aumento no nimero de
cé¢lulas de Kupffer e aumento no seu conteudo melanico em ambientes mais poluidos,
causados por dois mecanismos: proliferagdo ¢ hipertrofia (Fenoglio et al., 2005).
Mudangas similares foram observadas no figado de Rana ridibunda apds a exposigdo ao
cadmio (Loumbourdis e Vogiatzis, 2002). Estes aspectos foram igualmente observados em
outro estudo com as espécies Triturus a. apuanus, Triturus carnifex e Rana esculenta
durante a fase de pré-hibernagao (Barni et al., 2002).

A melanina sdo atribuidas as propriedades de potencial redox e capacidade de
transferéncia de elétrons, acumulagdo de substancias toxicas e ions de metal entre outros
(Wisterstrom, 1984; Agius e Roberts, 2003). Isso justifica as diferengas encontradas em
células de Kupffer que, em alguns estudos, ja foram denominadas de pequenas ¢ grandes
células de Kupffer devido as diferengas nos seus indices de melanina (Corsaro et al., 2000;
Sichel et al., 2002). O que nada mais sdo estagios diferentes de um processo no qual a
célula passa por transformagdes que inclui o aumento no seu conteudo de melanina. E
como visto nos estudos anteriores a densidade de células de Kupffer e suas caracteristicas
em anfibios é um elemento muito plastico cujo indice e a distribuicao estd sob influéncias
de mudangas sazonais (Barni et al., 1999), abastecimento de oxigénio (Frangioni et al.,
2000) e exposigdo a xenobidticos (Loumbourdis e Vogiatzis, 2002).

Com este trabalho foi possivel verificar que o sistema pigmentar extracutdneo nao

apresenta respostas em niveis anatdmicos para as mudancas de fotoperiodo pelas quais as
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espécies de anuros foram expostas. Determinando padrdes de intensidade de pigmentacao
para alguns orgdos podemos, quem sabe, utilizar essa caracteristica como ferramenta
filogenética, uma vez que esse padrao possivelmente ¢ determinado geneticamente, pois
ficou claro que em alguns 6rgaos as variagdes na intensidade de pigmentagdo sao maiores
do que em outros 6rgdos. Mas para tal utilizacdo filogenética seriam necessarios varios
estudos que poderiam dar certeza se estas células exercem alguma fungdo no organismo ou
ndo e assim ver se ao longo da vida do animal esse sistema sofre alteracdes de forma
natural ou se responde a alguma varidvel bidtica ou abidtica para assim podermos afirmar

que se trata de uma caracteristica filogenética conservada dentro dos grupos.
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Figura 1 — Experimento de Fotoperiodo curto. Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentagdo existentes em Physalaemus cuvieri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coragdo e pulmao; (B) bago, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estdmago, intestino, reto € mesentério.
Individuos do grupo controle (¢), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 2 — Experimento de Fotoperiodo curto. Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Rhinella schneideri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coragdo e pulmao; (B) baco, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estomago, intestino, reto e mesentério.
Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 3 — Experimento de Fotoperiodo curto. Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Dendropsophus nanus (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coragdo e pulmao; (B) bago, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estdmago, intestino, reto € mesentério.
Individuos do grupo controle (¢), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).

Figura 4 — Padrﬁo de intensidde da pigmentaﬁo em_o'rgﬁos de Dendropsophus nanus: (a)
coragao; (b) testiculo direito; (¢) rim direito; (d) coluna e plexo nervoso; (e) bago; (f)
estomago.
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Figura 5 — Experimento de Fotoperiodo longo. Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentagdo existentes em Physalaemus cuvieri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coragcdo e pulmao; (B) bago, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estdmago, intestino, reto € mesentério.
Individuos do grupo controle (¢), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).

Figura 6 — Padrao de intensidade da pigme

0,1 mm

-

1

_ mm
ntagdo em orgdos de Physalaemus cuvieri: (a)

reto; (b) peritonio; (c) testiculos direito; (d) baco; (e) coluna e plexo nervoso; (f) rim
direito.
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Figura 7 — Experimento de Fotoperiodo longo. Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Rhinella schneideri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coragdo e pulmao; (B) bago, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estdmago, intestino, reto € mesentério.
Individuos do grupo controle (¢), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).

i
i
Figu'ra 8 — Padrio de intensidade da pigmentacdo em orgdos de Rhinella schneideri: (a)

pulmado; (b) rim esquerdo; (c) pericardio; (d) coluna e plexo nervoso; (e) estomago; (f)
intestino ¢ mesentério.
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Figura 9 — Experimento de Fotoperiodo longo. Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Dendropsophus nanus (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coragdo e pulmao; (B) bago, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estdmago, intestino, reto € mesentério.
Individuos do grupo controle (¢), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Resumo

Este estudo objetivou caracterizar o sistema pigmentar extracutaneo de trés espécies de
anuros (Physalaemus cuvieri, Dendropsophus nanus e Rhinella schneideri) submetidos a
variacdes de temperatura. O sistema pigmentar pode sofrer alteracfes devido a estimulos
bidticos e abioticos resultando nas mudancas de cor fisiolégica ou morfolégica. Para
avaliarmos se ha influéncia da temperatura no sistema pigmentar extracutaneo foram feitos
dois experimentos: temperatura alta (35°C) e temperatura baixa (10°C). O periodo de
tratamento foi de trés e seis dias utilizando-se para cada experimento nove animais de cada
espécie, capturados na regido de Sdo José do Rio Preto — SP. Destes nove animais trés
faziam parte do grupo controle, trés passavam pelo tratamento durante trés dias e 0s outros
trés animais passavam pelo tratamento durante seis dias. Para avaliarmos as mudangas no
sistema pigmentar foi comparado o padrdo existente dentro da espécie com os animais
tratados. Para tal utilizou-se um protocolo de qualificagdo baseado na intensidade de
pigmentacdo seguindo uma escala de quatro categorias sendo a categoria O referente a
6rgdos sem nenhum pigmento e a categoria 3 drgdos intensamente pigmentados, com dois
estagios intermediarios progressivamente mais pigmentados. Ap6s as comparacdes ficou
evidente que a temperatura ndo induz mudancas no sistema pigmentar em aspecto
anatdmico, pelo menos nos parametros que analisamos, uma vez que ndo houve um padréo
de mudancas no mesmo 6rgdo nas trés espécies. Observamos ainda que mesmo nos
animais controle existiam pequenas varia¢es na intensidade de pigmentacdo de alguns
6rgdos. Porém, ficou evidente que as espécies apresentavam um padrdo de pigmentacdo
espécie-especifico para a maioria dos 6rgdos, o que nos leva acreditar se tratar de uma

caracteristica filogenética.
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Introducéo

Os cromatdforos sdo células contendo granulos de pigmentos que estdo presentes
principalmente na derme e epiderme dos animais. Essas células podem ser classificadas
quanto ao seu contetido pigmentar, sendo a mais conhecida denominada melandcito, que
sdo células grandes e irregulares e no seu conteudo citoplasmatico € onde estdo 0s
pigmentos (melanina) armazenados em granulos denominados melanossomos, sendo a
prépria célula que sintetiza esses pigmentos (Zieri et al., 2007). Existem ainda células
pigmentadas que apresentam atividades macroféagicas que podem ser denominadas “células
pigmentadas tipo macrofago” (Micale e Perdichizzi, 1990), “melanomacréfagos” ou
“macrofagos pigmentados” (Manera et al., 2000). Outras células contendo pigmentos sdo
os iridoforos, que contém purinas e cristais de pteridina e apresentam cor iridescente;
xantoforo, células que contém pteridinas e carotendides e apresentam cores do amarelo ao
laranja; eritréforos, células que contém pteridinas e carotendides e apresentam cores do
laranja ao vermelho (Klaus, 2006).

Animais ectotérmicos apresentam células pigmentadas, os cromaté6foros, nao
somente na derme e epiderme, mas também em diversos 6rgdos internos constituindo o
sistema pigmentar extracutaneo. Este sistema pode ser encontrado nos rins, testiculos,
porcOes do intestino, encéfalo, ouvido, peritdnio e ainda em volta de vasos sanguineos e
nervos (Benedito et al., 1997; Prelovsek e Bulog, 2003; Santos e Oliveira, 2007; Zieri et
al., 2007).

Os melanomacrofagos também fazem parte do sistema pigmentar extracutaneo e
estdo localizados no baco e figado onde recebem o nome de células de Kupffer.
Apresentam caracteristica fagocitaria com enzimas capazes de realizar atividades de

peroxidase e lipase (Corsaro et al., 2000; Gallone et al., 2002; Sichel et al., 2002).
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As células pigmentares na pele animal apresentam func@es distintas, tais como
regulacao do calor, protecdo contra raios prejudiciais e excrecdo de determinados produtos
metabolicos finais. Entretanto, a coloragdo para protecdo e comunicacdo parece ser a
funcdo mais importante dos cromatoforos na pele de teledsteos e, sabe-se que estas células
podem sofrer alteragdes em resposta a estimulas externos ou internos (Sugimoto et al.,
2005).

Devido a presenca de diferentes padrdes de intensidade de pigmentacdo nos
Orgdos de anuros, faz-se uma hipdtese de que o sistema pigmentar também poderia ser
alterado em funcdo de uma série de estimulos ambientais ou alteragdes enddgenas. E,
apesar de muitas vezes a espécie apresentar individuos com padrbes de pigmentacdo
semelhantes, pelo menos no que diz respeito a presenca ou auséncia de pigmentacdo, esse
fato poderia ser respondido pelo fato de as espécies sempre serem coletadas em uma Unica
época do ano, isto é, durante o periodo reprodutivo.

Hé& anos que alguns pesquisadores tém observado que o sistema pigmentar pode
sofrer alteraces devido a estimulos associados principalmente a mudancas na intensidade
luminosa, cor do ambiente ou alteracdo no contexto social, isto €, presenca de um predador
ou alteracGes na taxa de machos e fémeas da populacdo. A mudanca de cor morfoldgica €
aquela que ocorre de forma gradativa e seu resultado permanece por mais tempo, e a
mudanca de cor fisioldgica € aquela que altera rapidamente a coloragdo do animal devido a
migracdo dos pigmentos dentro dos cromatéforos (Bagnara e Hadley 1973; Sugimoto,
2002).

Essas respostas podem ser observadas em Varios niveis estruturais do organismo
como em células, tecidos ou Orgdos, isso dependerd do agente, grau de exposicdo e
susceptibilidade do organismo (Williams e latropoulos, 2002). Em resposta aos estimulos

externos foi visto que as células da epiderme de peixes expostos a fundo branco e preto,
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durante um longo periodo, podem passar por dois processos celulares bem conhecidos,
apoptose e/ou proliferacdo, que resultam na mudanca de cor morfologica desses animais
(Odiorne, 1933; Sugimoto, 2002).

Nesse sentido, buscamos com nosso trabalho observar se hd mudangas da
intensidade de cor dos 6rgéos internos de trés espécies de anuros neotropicais submetidos a
variacdo térmica, baseando-se no padrdo de pigmentacdo ja observado em trabalho anterior

(Moresco e Oliveira, 2009).
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Materiais e métodos

O experimento foi realizado com trés espécies de anuros da regido de Sao José do
Rio Preto — SP (20° 47° 07,05” S 49° 21’ 42,09” O): Physalaemus cuvieri, Dendropsophus
nanus e Rhinella schneideri. Estas espécies sdo numerosas e ocupam nichos diferentes
dentro do mesmo habitat, assim pode-se avaliar se a resposta € a mesma em espécies de
taxa diferentes sob as mesmas condi¢des sazonais, sendo que 0s espécimes foram
coletados no periodo de reproducdo (18573-1 — Licenca permanente do IBAMA/MMA
para coleta de material zool6gico).

Os nove exemplares coletados de cada espécie passavam quatro dias de
aclimatacdo em terrarios individuais, 0s quais tinham uma porcdo com terra e outra com
agua. Durante todo o periodo de experimento os animais ndo foram alimentados buscando
evitar uma possivel alteracdo da pigmentacdo em decorréncia da alteracdo da dieta. Depois
desse periodo, trés destes exemplares foram anestesiados e levados a Obito (grupo
controle), por submersdo em etanol 20% e abertos por laparotomia seguindo o Guia para o
Cuidado e o Uso dos Animais de Laboratério — Unesp (Protocolo 001/06 — CEEA). Os
animais tiveram expostos os 6rgdos para a analise em estereomicroscopio (Leica — MZ16)
acoplado a um sistema de captura de imagens. Identificou-se 0s 6rgdos que possuiam
pigmentacdo, bem como seu padréo de intensidade e distribui¢do, que seguiu uma escala
de 4 categorias sendo que a categoria O refere-se a 6rgdos sem nenhum pigmento e a
categoria 3 d6rgdos intensamente pigmentados, com dois estagios intermediérios
progressivamente mais pigmentados. A metodologia para analise anatbmica descritiva esta
detalhada no estudo de Franco-Belussi et al. (2009). Os 6rgdos observados foram: coracéo,
vasos da base e pericérdio, pulmdes, baco, figado, estbmago, intestino e mesentério, reto,

peritdnio, testiculos, rins e veias renais, coluna e plexo nervoso.
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Os demais animais foram submetidos a variavel experimental de temperatura
baixa em uma estufa B.O.D. Nesse periodo eles foram submetidos a temperatura de 10°C
durante trés dias. ApoOs esse periodo trés animais de cada espécie foram sacrificados e
analisados em lupa. Passados mais trés dias os demais animais foram encaminhados para a
mesma analise.

Para o segundo experimento foram realizados os mesmo procedimentos, porém o0s
animais coletados ficaram na B.O.D. sob temperatura de 35°C. Apds trés dias foram
analisados trés animais de cada espécie sendo que os demais foram analisados apds seis
dias de tratamento.

Para termos uma maior amostragem do padréo de pigmentacdo visceral existente
nas espécies os dados encontrados no grupo controle do experimento de temperatura baixa
foram unidos aos dados do grupo controle de temperatura alta, totalizando 6 animais
controle de cada espécie nos dois experimentos. Isto ndo representa um problema uma vez

que os espécimes foram coletados no mesmo periodo e local.
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Resultados

Em muitos locais as células pigmentadas apresentam aspecto dendritico com
muitos prolongamentos citoplasmaticos repletos de pigmentos (Figura 1). Estas células
também foram observadas com aspecto puntiforme, o que ocorre com o deslocamento
centripeto dos pigmentos. Essa caracteristica morfofisioldgica é semelhante a apresentada
pelos melano6foros da cutis.

Cada uma das espécies apresentou um padrdo de pigmentacdo espécie-especifico
na maioria dos 6rgaos observados com pequenas variagdes em alguns 6rgdos, como ja

relatado em estudo anterior (Moresco e Oliveira, 2009).

Temperatura alta (35°C)
- Rhinella schneideri

Em R. schneideri ndo foi observado nos pulmdes a presenca de pigmentacédo
(categoria 0). O coracdo e vasos da base dos animais do grupo controle também n&o
apresentavam pigmentacdo, caracteristica presente em 100% e 70% respectivamente dos
animais tratados durante trés dias, porém, nos animais tratados durante seis dias 70%
apresentaram pouca pigmentacdo nos vasos da base e 100% ndo possuiam pigmentacdo no
coracdo. Ja o pericardio apresentou pouca pigmentacdo (categoria 1) em todos os
individuos analisados (Figura 2A). O baco dos individuos do grupo controle néo
apresentou pigmentacdo (categoria 0), porém, 100% dos individuos tratados durante seis
dias passaram a apresentar pouca pigmentacdo (categoria 1). A coluna e o plexo nervoso
apresentaram intensidade de pigmentacdo baixa (categoria 1) em 85% dos individuos
controle e 70% dos individuos tratados durante trés dias, ja os animais tratados durante seis

dias apresentaram uma pigmentacdo moderada (categoria 2) no plexo nervoso de 70% dos
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individuos e pouca pigmentacédo (categoria 1) em 100% do plexo nervoso dos individuos.
A metade dos individuos observados apresentou pigmentacdo moderada no figado
(categoria 2) os demais ndo possuiam pigmentacdo neste 6rgédo (categoria 0) porém, ap0os
os tratamentos de trés e seis dias 70% dos individuos apresentaram pouca pigmentagdo no
figado (Figura 2B). Os testiculos de 85% dos animais do grupo controle ndo apresentaram
pigmentacdo, que esteve presente em 100% dos animais tratados durante trés dias, essa
pigmentacdo estava localizada em regiGes delimitadas na superficie dos 6rgdos que
apresentavam uma coloracdo escura (Figura 3A) e, apés feito um corte no 6rgdo pode-se
observar a presenca de pigmentos envolvendo os léculos seminiferos na regido escura,
porém, apOs o tratamento de seis dias apenas 30% dos individuos apresentaram
pigmentacdo testicular (categoria 1) (Figura 3B). Os rins e as veias renais nao
apresentaram melandcitos, porém, em alguns individuos foi observada uma coloracéo
alaranjada (Figura 4). O peritbnio apresentou uma grande intensidade de pigmentacédo
(categoria 2) em 85% dos espécimes do grupo controle, padrdo presente em 70% dos
animais tratados durante trés e seis dias (Figura 2C). No sistema digestorio: estbmago,
intestino e mesentério ndo apresentaram pigmentacdo tanto nos animais controle quanto
nos animais tratados, porém, foi possivel observar pigmentacdo no reto de 1 individuo que
passou por trés dias de tratamento e em outro que passou por seis dias de tratamento
(Figura 2D).
- Dendropsophus nanus

Neste tratamento os espécimes de D. nanus apresentaram pouca pigmentacao
(categoria 1) nos vasos da base de 65% dos animais do grupo controle, 100% dos animais
tratados durante trés dias e 70% dos animais tratados durante seis dias. O coragdo e
pulmdes dos animais do grupo controle apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) em

85% e 65% dos individuos respectivamente, padrdo presente em 100% dos individuos
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tratados durante trés e seis dias. O pericardio ndo apresentou pigmentagdo (categoria 0)
(Figura 5A). No baco houve uma pequena variacdo, pois 100% dos animais controle
apresentavam baixa intensidade de pigmentacdo (categoria 1) e durante o tratamento de
trés dias apenas 30% dos animais apresentaram esse padrdo, apds o tratamento de seis dias
70% dos animais apresentaram pouca pigmentacdo (Figura 5B). No figado ndo houve
variagdo expressiva, jd que a maioria dos animais apresentou intensidade moderada de
pigmentacdo tanto no controle quanto nos animais tratados (categoria 2). Na coluna de
35% dos individuos do grupo controle houve presenca de pouca pigmentacao e esse padrao
esteve presente em 100% dos animais tratados durante trés e seis dias, ja no pleno nervoso
a maioria dos animais ndo apresentou pigmentacao, representados por 65% dos animais do
grupo controle, 100% dos animais tratados durante trés dias e 70% dos animais tratados
durante seis dias (Figura 5B). Nos testiculos e peritbnio (Figura 5C) assim como nos
orgdos relacionados com a digestdo (Figura 5D) ndo foi observada pigmentacdo alguma.
Nos rins houve diminuicdo da pigmentacdo apds os tratamentos de trés e seis dias ja que
65% dos animais do grupo controle apresentacdo pigmentacdo moderada e apOs 0s
tratamentos de trés e seis dias 70% e 100% apresentaram pouca pigmentacéo (categoria 1)
respectivamente. Nas veias renais 0 padrdo de auséncia de pigmentacdo nos animais
controle n&o sofreu alteragdes expressivas nos animais tratados (Figura 5C).
- Physalaemus cuvieri

Em 65% dos individuos de P. cuvieri houve baixa presenca de pigmentos
(categoria 1) no pericardio de 65% dos animais do grupo controle, padrdo presente em
100% dos espécimes tratados durante trés e seis dias. Nos vasos da base de 100% dos
individuos houve padréo de pigmentacdo moderada (categoria 2). No coracdo e pulmdes de
65% dos espécimes do grupo controle houve presenca de pouca pigmentacao (categoria 1),

padrdo que esteve presente também em 70% dos animais tratados durante trés e seis dias
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(Figura 6A). No baco de 65% dos animais do grupo controle houve presenca de
pigmentacdo moderada (categoria 2) e este padrdo esteve presente em 100% e 70% dos
individuos tratados durante trés e seis dias respectivamente. No figado de 50% dos animais
do grupo controle houve presenca de pigmentacdo moderada (categoria 2) e 50% de pouca
pigmentacdo (categoria 1), este ultimo padrdo se repetiu em 100% dos animais tratados
durante trés dias e 30% dos animais tratados durante seis dias (Figura 6B). No sistema
digestdrio ndo foi possivel determinar um padrdo de pigmentacdo, assim, mesmo nos
animais do grupo controle, houve variagéo de intensidade de pigmentacao, resultado visto
também nos animais que passaram pelos tratamentos de trés e seis dias (Figura 6D). Os
testiculos apresentaram pigmentacéo intensa (categoria 3) que ndo sofreu alteracdo mesmo
depois dos tratamentos. No peritonio de 100% dos animais do grupo controle houve
presenca moderada de pigmentacao (categoria2) e este padrdo esteve presente em 70% dos
animais tratados durante trés e seis dias. Nas veias renais e rins de 85% dos espécimes do
grupo controle houve presenca moderada e baixa de pigmentos, respectivamente, este
padrédo se repetiu em 100% dos animais tratados durante trés dias e em 70% dos animais
tratados durante seis dias. No plexo nervoso e coluna os padrbes de pigmentagdo foram

classificados na categoria 2 e 1 respectivamente (Figura 6B).

Temperatura baixa (10°C)
- Rhinella schneideri

Em R. schneideri o pericardio, vasos da base e pulmdes apresentaram a mesma
intensidade de pigmentacao que no tratamento de temperatura alta, sem nenhuma variagao.
Ja no coracdo 30% dos individuos apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) nos
tratamentos de trés e seis dias, diferentemente do grupo controle, onde os animais néo

apresentaram pigmentacgéo (categoria 0) (Figura 7A). Na coluna e plexo nervoso todos os
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individuos tratados apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1). No baco apenas 30%
dos individuos tratados durante seis dias apresentaram pigmentacdo (categoria 1) e no
figado a maioria dos individuos tratados apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1),
porém nos animais do grupo controle houve presenca de pigmentacdo moderada em 50%
dos individuos e auséncia de pigmentacdo em 50% dos demais (Figura 7B). Os testiculos
de 85% dos animais do grupo controle ndo apresentaram pigmentacdo, porém, apds o
tratamento de trés e seis dias 100% dos individuos apresentaram pouca pigmentacdo
(categoria 1). Nos rins e veias renais permaneceu a auséncia de pigmentacdo em todos 0s
espécimes analisados. No peritdnio houve diminuicdo na intensidade de pigmentacéo, pois
todos os individuos tratados durante trés e seis dias apresentaram pouca pigmentacéao
(categoria 1) diferentemente dos animais do grupo controle onde 85% apresentavam
pigmentacdo moderada (Figura 7C). Todos os 6rgdos observados do sistema digestério sdo
desprovidos de pigmentacgéo (categoria 0) (Figura 7D).
- Dendropsophus nanus

Em D. nanus o pericardio ndo apresentou pigmentacdo (categoria 0) em todos 0s
espécimes analisados. Nos vasos da base e pulmdes 65% dos espécimes do grupo controle
apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) que esteve presente em 70% dos animais
tratados durante trés dias e nos animais tratados durante 6 dias esse padréo esteve presente
em 70% e 30% respectivamente. (Figura 8A). No baco e figado ndo houve diferencas
presentes nos animais do grupo controle, onde os 6rgdos apresentaram intensidade de
pigmentacdo 1 e 2 respectivamente, durante os tratamentos de trés e seis dias ndo houve
alteracdo no baco, porém no figado 30% dos animais tratados apresentaram pigmentacdo
menor (categoria 1) (Figura 8B). No plexo nervoso e coluna de 65% dos animais controle
ndo foi observada pigmentacdo (categoria 0) e ap6s o tratamento de trés dias 70% dos

animais permaneceram apresentando categoria 0 no plexo nervoso porém na coluna o
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padrédo foi de pouca pigmentacdo (categoria 1) que apareceu apenas em 30% dos animais
tratados durante seis dias, ja no plexo nervoso 100% dos animais ndo apresentaram
pigmentacédo (categoria 0) (Figura 8B). Na maioria dos 6rgdos do sistema digestorio nao
foi observado pigmentacdo tanto nos animais do grupo controle quanto nos animais
tratados durante trés e seis dias (Figura 8D), assim como os testiculos e periténio (Figura
8C). Ja nas veias renais apenas 30% dos animais tratados durante seis dias apresentaram
pigmentacdo moderada (categoria 2), os demais ndo apresentaram pigmentacao (categoria
0) e nos rins 70% dos animais do grupo controle apresentaram pigmentacdo moderada
(categoria 2), 70% dos animais tratados durante trés dias apresentaram pouca pigmentacao
(categoria 1) e 100% dos animais tratados durante seis dias ndo apresentaram pigmentacao
(categoria 0) (Figura 8C).
- Physalaemus cuvieri

Neste tratamento, os espécimes de P. cuvieri apresentaram o mesmo padrdo (com
variacOes ndo relevantes) antes e apds o tratamento no pericérdio, vasos da base, coracao e
pulmdes (Figura 9A). No baco houve diminuicdo na intensidade de pigmentagdo nos
animais tratados durante trés e seis dias, pois 100% destes apresentaram pouca
pigmentacdo (categoria 1), diferentemente dos animais do grupo controle onde 65%
apresentaram pigmentacdo moderada (categoria 2) (Figura 9B). Ja no figado ndo houve
variacdo notéria e os padrdes presentes foram pouca pigmentacdo (categoria 1) e
pigmentacdo moderada (categoria 2) (Figura 9B). No estbmago e intestino da maioria dos
animais o padrdo de pigmentacdo presente foi da categoria 0, no mesentério houve
presenca de pouca pigmentacdo (categoria 1) e no reto dos animais do grupo controle 50%
apresentaram pouca pigmentacdo (categoria 1) os demais apresentaram pigmentacédo
moderada (categoria 2) que esteve presente em 70% dos animais tratados durante trés dias

e nos animais tratados durante seis dias 100% apresentaram pouca pigmentagéo (categoria
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1) (Figura 9D). Nos testiculos o padrdo apresentado foi de pigmentacdo intensa (categoria
3) e no peritdnio a pigmentacdo foi moderada (categoria 2) (Figura 9C), assim como no
plexo nervoso, mas na coluna a pigmentacdo foi menos intensa na maioria dos animais
(categoria 1) (Figura 9B). Nos rins e veias renais a pigmentacdo ndo sofreu alteracfes
evidentes ap0s os tratamentos de trés e seis dias, permanecendo os padrdes de categoria 1 e

2 respectivamente (Figura 9C).
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Discussao

Ainda ndo ha hipoteses conclusivas quanto a presenca de pigmentos nos 0rgaos
internos dos animais, nem se essa pigmentacdo sofre alteracfes ao longo do ano ou se é
uma caracteristica filogenética (Rund et al., 1998; Zieri et al., 2007). Como foi observado
no trabalho de Franco-Belussi et al. (2009), a intensidade de pigmentacao nos testiculos de
algumas espécies parece manter um padrdo, mesmo em individuos da mesma espécie
coletados em regides diferentes do Brasil. Outras pesquisas mostraram a presenca de
pigmentacdo nas gdnadas de anfibios, porém, em nenhum destes ficou comprovado se
existe ou ndo uma funcdo para a presenca dessas células nos 6rgaos (Aoki et al., 1969;
Gollmann et al., 1993; Zuasti et al., 1998; Oliveira et al., 2002; Oliveira e Zieri, 2005).
Grant (2004) relata a presenca de melandcitos nos testiculos de Colostethus panamensis
com diferente pigmentacédo entre 0s antimeros.

Em outro estudo foi observada a presenca de pigmentacao no intestino e testiculos
de alguns anuros da familia Dendrobatidae e proposto uma forma de classificacdo dessa
caracteristica em trés estados de um carater, sendo o estado 0 auséncia de pigmentacao, o
estado 1 presenca da pigmentacdo em apenas uma pequena porcao do érgdo e o estado 2
distribuicdo da pigmentacdo em todo o 6rgdo. Nesse caso ignorou-se a intensidade da
pigmentacdo e adotaram-se os padrdes baseando-se na distribuicdo das celulas
pigmentadas dos 6rgdos (Grant et al., 2006).

Com base nos resultados pode-se concluir que nos experimentos com temperatura
de 10°C e 35°C o sistema pigmentar extracutaneo dos anfibios ndao sofre nenhuma alteragédo
detectavel no aspecto anatémico, tanto apos trés dias de tratamento como apos seis dias,

pois as alteracbes apresentaram-se muito mais proximas da expressdo fenotipica da
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pigmentacédo de cada animal e ainda, ndo houve padréo de modificagcdes nos 6rgaos quando
comparadas as espécies diferentes.

Em estudos com trés especies de peixes teledsteos, Zuasti et al. (1990)
observaram a presenca de pigmentos no figado, bago, rim e mesentério. Porém, ndo houve
um padréo de numero, distribui¢do e morfologia dos centros contendo pigmentos. Mesmo
em espécies filogeneticamente muito proximas as vezes é dificil tracar um padrdo de
pigmentacdo, essa caracteristica se aplica também a répteis e anfibios (Cicero et al., 1982;
Sichel, 1997).

Sabe-se que as células presentes no baco e figado, ou seja, 6rgdos hematopoiéticos
apresentam atividades macroféagicas e sdo conhecidas como melanomacréfagos (Agius,
1980; Agius e Agbede, 1984). Estas células apresentam diferentes tipos de granulos no
citoplasma, os quais podem indicar substancias quimicas diversificadas, como melanina,
hemosiderina e lipofuscina, derivados da degradacdo de material celular fagocitado (Agius
e Agbede, 1984). Os melanomacrofagos residentes no figado de anfibios também séo
conhecidos como células de Kupffer (Sichel et al., 1997; Zuasti et al., 1998; Prelovisek e
Bulog, 2003).

A incidéncia de melanina extracutanea pode ter origem gragas a uma grande
capacidade migratdria de melanoblastos e outras células pigmentadas derivadas da crista
neural (Zuasti et al., 1990) e também de células tronco hematopoiéticas (Sichel et al.,
1997). A melanina nas células de Kupffer caracteriza-se como um polimero complexo
capaz de absorver e neutralizar radicais livres, cations e outros agentes potencialmente
toxicos, derivados da degradacdo de material celular fagocitado (Zuasti et al., 1989). Sendo
importante contra componentes bacterianos, devido a a¢do da hidrogeno-peroxidase e suas
quinonas precursoras, as quais agem como agentes bactericidas auxiliando as atividades

enzimaticas nos ectotérmicos, onde estas atividades podem ser restritas em baixas
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temperaturas (Christiansen et al., 1996), assim, foi demonstrado que outro fator
relacionado as mudancas sofridas nestas células € o nivel de poluicdo ambiental. Por isso, a
melanina também é capaz de atuar em baixas temperaturas agindo na defesa contra agentes
patolégicos (Fenoglio, 2005).

Mudangas estruturais e funcionais drasticas nas células de Kupffer foram
observadas ao longo do ciclo de hibernacéo, periodo caracterizado por baixa temperatura e
pouca oferta de alimento. Em experimento com trés espécies de anfibios: Rana esculenta,
Triturus a. apuanus e Triturus carnifex foi observado que o conteddo de pigmento no
parénquima do figado era expressivamente maior no periodo de hibernacdo do que no
periodo de atividade (Barni et al., 1999, 2002). Nos anuros neotropicais parece nao haver
alteracGes nas células de Kupffer em resposta a mudanca de temperatura, pelo menos em
niveis anatdbmicos, como observado nos animais de clima temperado.

Outras células contendo melanina foram observadas nos testiculos, coracdo e
tecidos relacionados, rins, coluna e plexo nervoso, peritdnio, intestino e mesentério, reto e
pulmdes. Essas células recebem o nome de melandcitos e apresentam sua morfologia
semelhante a apresentada pelos melandcitos da cutis de diversos animais, porém ndo
existem estudos que evidenciem semelhancas funcionais (Fujii e Oshima, 1986; Klaus,
2006).

Em estudo com Eupemphix nattereri (Zieri et al., 2007) foi constatado uma intima
relacdo dos melandcitos com o sistema vascular de diversos 6rgdos. Esta sintopia entre
células pigmentares e vasos sanguineos foi constatada em todas as espécies, em nosso
estudo principalmente nas veias renais (Figura 10D). Segundo Oliveira e Zieri (2005) essas
células sdo constituintes do préprio tecido conjuntivo do 6rgdo ou de tecidos associados ao
mesmo, como tdnicas adventicias ou membranas serosas. Em muitos locais as células

pigmentadas apresentam aspecto dendritico com muitos prolongamentos citoplasmaticos

90



repletos de pigmentos. Quando ha deslocamento dos pigmentos para o centro da célula
estas se apresentam com aspecto puntiforme e centro mais escuro.

Outra celula pigmentada, observada em nosso estudo apenas em P. cuvieri,
também mostra intima relacdo com o sistema vascular, sdo os iridoforos que
caracteristicamente apresentam coloracdo iridescente e contém purinas e cristais de
pteridina (Klaus 2006). Muitas vezes fica evidente que todo o 6rgdo passa a ter essas
células através do sistema vascular hepatico uma vez que em alguns individuos foi vista a
intensa pigmentacdo iridescente apenas nos grandes vasos e em outros animais essa
coloracdo ja estava presente em toda a superficie do 6rgao (Figura 10A-C).

Os precursores de melandcitos, melanoblastos, tém origem na crista neural e
migram até os 6rgdos de destino, onde podem passar por alterac6es reguladas por diversos
fatores (Klaus, 2006). Essas alteracfes foram observadas em melandcitos da cutis de
peixes, onde a diminui¢do induzida das células pigmentadas resultou do processo de
fagocitose e 0 aumento dessas células aconteceu através da proliferacdo de melandcitos,
sendo que muitos estudos apontam para a diferenciacdo de precursores dessas células para
que ocorra esse aumento e ndo divisdo das células diferenciadas (Sumner, 1940; Sugimoto
et al., 2000; Sugimoto, 2002).

O hormbnio que regula a producdo de melanina nos melanécitos é o MSH
(horménio estimulante de melandcito), este peptideo é produzido na hipofise e
transportado até os cromat6foros através da circulacdo (Castrucci et al., 1984; Hadley, et
al., 1985; Filadelfi e Castrucci, 1994). Este horménio dispersa os granulos de pigmento,
promovendo alteracdo da cor do tegumento em vertebrados ectotérmicos (Bagnara e
Matsumoto, 2006). Estudos com outros vertebrados demonstram que 0s hormonios

esterdides também influenciam na pigmentacdo, e seus efeitos nos anfibios foi observado
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em Hyperolius argus, demonstrando alteracdo na expressdo dos cromatdforos quando
empregado hormdnios sexuais (Richards, 1982; Hayes e Menendez, 1999).

Pelo fato de ndo ter havido um padrdo de mudanca na intensidade de pigmentacédo
dos oOrgaos observados neste estudo, podemos concluir que o sistema pigmentar
extracutaneo ndo é modulado pela temperatura, pelo menos nas varidveis em que as
espécies foram submetidas. Também foi visto que mesmo nos animais controle existe uma
variacdo intra-especifica na intensidade de pigmentacdo dos 6rgdos e em outros casos
observamos um padrdo que se manteve mesmo apds o tratamento. Com base nestas
observacdes, possivelmente a pigmentacdo oriunda de melandcitos estd mais associada a
uma caracteristica filogenética e fenotipica do que um aspecto fisiolégico. Uma vez que
inimeras sdo as variaveis que poderiam influenciar essa pigmentacdo, outros estudos se

fazem necessarios para comprovar a expressao dessa caracteristica anatdbmica.

92



Figuras

Figura 1 — Coracdo de Dendropsophus nanus com presenca de melandcitos. No detalhe um
melandcito evidenciando seu aspecto dendritico resultado da migracdo centrifuga dos
pigmentos nos prolongamentos da célula.

o€ 36 ¢ 1 ¢3¢ A o€ 36 &1 ¢3¢ B
80%: B0%
6[I%: | 1 B0%s 1
4[|%: A0%s
20%: 20%
o Pericardirn Basal Vessels Heart Lung b Spleen Lrrer Flezms Nervous Coluran
wn E A8 Eaowg ®Bizse wmzg G g 38 GEw @a®E gas LD
30%: I 0%
i [l a0%, ]
40%: 0%,
20%: 20%
e Kidreys Fenal Veins Testes Peritoneurn 0% Stomach Intestine Rectum Ilesentery
[ Category 0  [Category1 B Category2 M Category 3

Figura 2 — Experimento de Temperatura Alta (35°C). Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Rhinella schneideri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coracdo e pulmdes; (B) baco, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritbnio e (D) estdbmago, intestino, reto e mesentério.
Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 3 — Pigmentagéo no testiculo de Rhinella schneideri com regido mais escura
resultante da presenca de melandcitos (A) que estdo presentes inclusive no interior do
orgdo (B).

Figura 4 — Presenca de pigmentos alaranjados nos rins de alguns individuos de Rhinella
schneideri.
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Figura 5 — Experimento de Temperatura Alta (35°C). Graficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Dendropsophus nanus (porcentagem): em (A)
pericérdio, vasos da base, coracdo e pulmdes; (B) baco, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritbnio e (D) estdbmago, intestino, reto e mesentério.
Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 6 — Experimento de Temperatura Alta (35°C). Gréaficos representando os padrdes de
intensidade de pigmentacdo existentes em Physalaemus cuvieri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coracdo e pulmdes; (B) baco, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritbnio e (D) estbmago, intestino, reto e mesentério.
Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 7 — Experimento de Temperatura Baixa (10°C). Graficos representando os padrbes
de intensidade de pigmentacdo existentes em Rhinella schneideri (porcentagem): em (A)
pericérdio, vasos da base, coracdo e pulmdes; (B) baco, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritbnio e (D) estdbmago, intestino, reto e mesentério.
Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 8 — Experimento de Temperatura Baixa (10°C). Graficos representando os padrbes
de intensidade de pigmentacdo existentes em Dendropsophus nanus (porcentagem): em
(A) pericardio, vasos da base, coracdo e pulmdes; (B) baco, figado, plexo nervoso e
coluna; (C) rins, veias renais, testiculos e peritonio e (D) estbmago, intestino, reto e
mesentério. Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de
seis dias (6).
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Figura 9 — Experimento de Temperatura Baixa (10°C). Graficos representando os padrbes
de intensidade de pigmentacdo existentes em Physalaemus cuvieri (porcentagem): em (A)
pericardio, vasos da base, coracdo e pulmdes; (B) baco, figado, plexo nervoso e coluna; (C)
rins, veias renais, testiculos e peritbnio e (D) estbmago, intestino, reto e mesentério.
Individuos do grupo controle (c), tratamento de trés dias (3) e tratamento de seis dias (6).
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Figura 10 — Distribuicdo de pigmentos tipo iridéforos no figado de Physalaemus cuvieri:
(A) face anterior de dois lobos hepéticos cobertos superficialmente pelos iridéforos; (B)
detalhe da distribuicdo dos iridéforos; (C) vasos hepéticos envolvidos por iridoforos.
Melandcitos envolvendo os vasos renais de Physalaemus cuvieri (D).
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Consideracoes finais

- Foram encontrados pelo menos 3 tipos diferentes de células pigmentadas nas
espécies analisadas: os melanomacréfagos séo as células pigmentadas encontradas no
figado e baco e possuem funcdo macrofagica. Os irid6foros foram encontrados no
figado e vasos hepaticos de Physalaemus cuvieri, peritbnio e pericardio de
Dendropsophus nanus e caracterizam-se pela coloragdo iridescente. Os melandcitos
foram encontrados nos demais 6rgaos analisados.

- N&o houve nenhuma alteracdo no sistema pigmentar em niveis anatdmicos
decorrentes das variacGes de fotoperiodo e temperatura. Com base nos resultados
obtidos podemos constatar que ndo houve padrdes de modificacdo da pigmentacdo em
um determinado érgdo comparando as trés espécies apds os experimentos.

- Foi possivel descrever um padrdo de pigmentacéo visceral espécie-especifico
para trés espécies observadas, porém, mesmo nos animais que nao passaram pelos
tratamentos de fotoperiodo ou temperatura, houve uma pequena variagdo intra-
especifica da intensidade de pigmentacdo, sendo que em todos 0s casos a presenca ou
auséncia de pigmentos foi a caracteristica que menos sofreu diferencas nas espécies.
Isso nos leva acreditar em duas hipoteses:

1- O sistema pigmentar extracutdneo é uma caracteristica taxondémica, podendo
existir variac@es inter-individuais dentro de uma mesma espécie;

2- O sistema pigmentar extracutaneo sofre alteragdes ao longo do ciclo de vida do
animal, e para comprovarmos tal hipotese poderiamos acompanhar uma populacéo ao
longo de um ano. Isso ndo foi possivel no nosso estudo ja que 0s animais eram
coletados somente no periodo reprodutivo. E, a pigmentacdo encontrada pode ser

apenas o reflexo do momento em que 0s animais estavam.
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