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RESUMO

TEIXEIRA, Stéphanie Asséf Millen Valente, M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, fevereiro de 2014Morfologia do tegumento de anfibios anuros da

Mata Atlantica e sua aplicacdo em estudos comportamentai©rientador:
Mariana Machado Neves.

O tegumento dos anuros desempenha funcgbes fisioldégicas importantes, como
osmorregulacao, termorregulacéo, trocas gasosas e prote¢cdo, mecanica e quimica.
Ele pode apresentar projecfes macroscopicas, como verrugas, tubérculos e
espinhos e estrias. Histologicamente, o tegumento desses animais € formado pela
epiderme, composta pelas camadas cornea, espinhosa e basal, e derme subdividida
em derme esponjosaderme compacta. Entre as dermes é possivel observar uma
camada calcificada, denominada Eberth-Katschenko (E-K). S&o escassos 0s
trabalhos descrevendo a morfologia tegumentar em espécies de anuros da Mata
Atlantica, principalmente da familia Hylidae. Portanto, o objetivo deste trabalho

foi analisar a morfologia e histoquimica do tegumento Rig/llomedusa
burmeisteri e Hypsiboas semilineatuspmparando-as quanto ao habitat e
comportamento, e avaliar o tegumento das espBaadropsophus elegarmsD.

minutus evidenciando possiveis caracteristicas espécie-especificas. Quatro
individuos de cada espécie foram coletados na Mata da Biologia, em Vicosa -
MG, sob a licenca niumero 10504-1 (IBAMA) e CEUA (protocolo 067/2012).
Amostras das regibes da cabeca e troncos, dorsal e ventral, foram fixadas em
solucdo de Karnovsky, incluidas em parafina e resina, para avaliacdo em
microscopia de luz sob aspectos histoldégicos, morfométricos e histoquimicos.
Seccdes histolégicas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE), azul de
toluidina (AT), periodic acid schif{PAS), mercurio de bromofenol (MBjJcian

blue (AB) pH 2,5, picrosirius red (PS) eoil red O (ORO). Outros fragmentos

foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampdao cacodilato de sédio 0,1M, para
analise e caracterizacdo do tegumento em microscopia eletrénica de transmisséo,
varredura e EDS. Animais da colecdo herpetoldgica do Museu de Zoologia Jodo
Moojen foram fotografados e avaliados em estereomicroscopio. Os resultados
obtidos nas quatro espécies analisadas mostraram a presenca de projecdes
superficiais nas regifes da cabeca e tronco dorsal de cada espécie, variando desde
verrugas a pequenas elevagbes, e na regido ventral, que apresentou grandes
verrugas separadas por estrias. A camada E-K nao foi observ&ibiemeisteri
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e H. semilineatyamas sim enb.eleganse D. minutusjocalizada em toda por¢ao

dorsal e composta principalmente por calcio e fosforo. A variacdo entre a derme
esponjosa das regides e espécies se deveu a organizacao e presenca das unidades
cromatoforas, que se mostraram completas na cabeca e tronco dorsal, com
iridoforos e melanoforos, em todas as espécies e xantéforos ausentes apenas em
H. semilineatusAlém disso, em todas as espécies, a regido ventral ndo apresentou
essas unidades, pois as células cromatoforas estdo dispostas aleatoriamente. Ja a
derme compacta apresentou fibras colagenas do tipo | e lll dispostas em varias
direcdes. Varios tipos glandulares foram observados entre as espécies, permitind
diferencia-las taxonomicamente, além de validar dados comportamentais. Todas
as espécies apresentaram glandulas seromucosas§ 3% MB") e granulares

A (MB"), enquanto que apenasPaburmeisteriapresentou glandulas lipidicas
(ORQO") e granulares B (PASe MB'). Exemplares das espéci€selegans
apresentaram glandulas granulares B *ABOs resultados histoquimicos
mostraram que ha grande producéo de polissacarideos e proteinas que umidificam
e protegem o tegumento. Ja as glandulas lipidicas impermeabilizam o tegumento
de P. burmeisterisendo mais eficiente contra a dessecacdo. Apesar da marcacao
histoquimica entre as glandulas granulares B ter sido diferente entre duas
espécies, nos demais parametros histoquimicos analisados, nas trés regides
corporais, ndo se observou diferenca entre as espécies, assim como na histologia
da epiderme. O parametro tipo glandular@2nelegans D. minutusse mostrou o

mais confidvel para a diferenciacdo dessas espécies, quando utilizada a morfologia
do tegumento como ferramenta. Portanto, observou-se que tegumento dos anuros
nos fornece informacdes importantes quanto ao comportamento dos animais, o
gue permite sua ocupacdo em diferentes habitats, além de apoiar pesquisas
relacionadas a taxonomia, ja que ocorrem variacdes morfolégicas do tegumento

entre espécies.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, Stéphanie Asséf Millen Valente, M.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, February, 2014Morphology of anuran integument of the Atlantic

Forest and its application in behavioral studies.Adviser: Mariana Machado
Neves.

The integument of the anuran plays important physiological functions such as
osmoregulation, thermoregulation, gas exchange and protection, mechanical and
chemical. It can present macroscopic projections like warts, tubgsplees, and
grooves. Histologically, the integument of these animals consists of the epidermis,
composed of the corneal, spinosum and basal layers, and dermis subdivided in
spongy and compact stratum. Among the stratum is possible to observe a calcified
layer, termed the Eberth-Katschenko (E-K). There are few studies describing the
cutaneous morphology in anuran species from the Atlantic Forest, especially the
Hylidae family. Therefore, the aim of this study was to analyze the morphology
and histochemistry of the integumentRifyllomedusa burmeisteaindHypsiboas
semilineatuscomparing them in relation to habitat and behavior, and to evaluate
the integument of specieBendropsophus eleganand D. minutus showing
possible species-specific characteristics. Four individuals of each species were
collected in the Forest Biology in Vigcosa - MG, under the number 10504-1
(IBAMA) and CEUA (protocol 067/2012) license. Samples from regions of the
head and trunk, dorsal and ventral, were fixed in Karnovsky solution, embedded
in paraffin and resin for evaluation histological, morphometric and
histochemistry, under light microscopy. Histologic sections were stained with
hematoxylin-eosin (HE), toluidine blue (AT), periodic acid Schiff (PAS), mercury
bromophenol (MB), alcian blue (AB) pH 2.5, picrosirius red (PS) and oil red O
(ORO). Other fragments were fixed in 2.5% glutaraldehyde in sodium cacodylate
0.1 M buffer for analysis and characterization of the integument in transmission,
scanning electron microscopy and EDS. Animals of the Museum of Zoology Jo&o
Moojen herpetological collection were photographed and evaluated under a
stereomicroscope. The results obtained in the four species analyzed showed the
presence of surface projections around the head and dorsal trunk of each species,
ranging from warts to small elevations, and in the ventral region, which showed
large warts separated by grooves. The EK layer was not observdaliimeisteri

and H. semilineatusbut in D.elegansand D. minutus located in all the dorka

xiii



portion and composed mainly of calcium and phosphorus. The variation between
the regions and spongy stratum species was due to the presence of
chromatophores and units organization, which showed the complete he¢ad an
dorsal trunk, with iridophore and melanophores in all species, and xanthophores
absente only it. semilineatusMoreover, in ventral region in all species, showed
the absence of units, because the chromatophores cells, when present, are
randomly arranged . Have the compact stratum showed collagen fibers type | and
[Il arranged in various directions. Several glandular types were observed among
species, allowing them apart taxonomically, and validate behavioral data. All
species showed seromucous glands (RAB* and MB) and the granular A
(MB™), whereas only.burmeisteripresented lipid glands (ORYand granule B

(PAS" and MB). Specimens ob. elegansshowed granular glands B (AB The
histochemical results showed that there is large production of polysaccharides and
proteins that umidificam and protect the integument. Already lipid glands
waterproof the integument &f. burmeisteri being more efficient against drying.
Despite the histochemical staining of the granular glands B have been different
between the two species, in other histochemistry parameters analyzed in the three
body regions, no difference was observed between species, as well as the
histology of the epidermis. The glandular type paramBterlegansand D.
minutusproved more reliable for the differentiation of these species when used
the morphology of the integument as a tool. Therefore, it was observed that the
anuran integument gives us important information about the behavior of animals,
allowing their occupation in different habitats, and supports research related to
taxonomy, since morphological variations of the integument between species

OocCcur.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica é um dos biomas de maior biodiversidade do planeta
(Duellman e Trueb, 1994), sendo o habitat de diversas espécies de anuros, muitas
delas endémicas (Frost, 2013). Estes animais sao considerados importantes
bioindicadores da qualidade ambiental, pois s&o afetados diretamente pelo
desmatamento, fragmentacao do habitat e poluicdo (Marques e Duleba, 2004).

Uma das caracteristicas sinapomorficas mais relevantes dos anfibios € a
morfofisiologia do seu tegumento, 6rgdo de extrema complexidade e responséavel
por grande parte das fungBes fisiologicas necessarias a sobrevivéncia e
comportamento desses individuos (Duellman e Trueb, 1994; Rowyh2008).

A estrutura altamente especializada deste 6rgdo permitiu que estes animais
explorassem ambientes terrestres diversos, ocupando &reas distantes dos corpos
d’agua (Duellman e Trueb, 1994; Pough et al, 2008).

O tegumento de todos os anfibios compartilha caracteristicas comuns, como
a alta permeabilidade, além de estar envolvido em processos organicos, como
trocas gasosas, osmorregulacao, termorregulacéo e prote¢do, mecéanica e quimica
(Duellman e Trueb, 1994, Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembeirgih,

2007; Felsemburgeét al.,2009; Pelliet al.,2010; Mangionet al.,2011).

Geralmente o tegumento € formado por uma epiderme com epitélio
estratificado e uma derme com duas regides distintas, a derme espoajosa
derme compacta (Duellman e Trueb, 1994; Brito-Gitirana e Azevedo, 2085).
derme esponjosa € possivel encontrar células pigmentadas e glandulas mucosas,
cuja secrecdo impede a dessecacdo do animal e forma uma barreira de protecao
(Clarke, 1997). O tegumento Umido é uma caracteristica essencial para a

exploracdo de ambientes terrestres, pois s6 assim é possivel que os eventos



fisiologicos desempenhados por este orgdo ocorram. Além disso, glandulas

granulares ou de veneno contribuem para a protecdo do individuo contra

predadores e contra o crescimento e entrada de microrganismos patogénicos
(Toledo e Jared, 1995).

JA na derme compacta observa-se grande quantidade de matriz
extracelular, formada principalmente por fibras colagenas, vasos sanguineos e
nervos (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Azevedal.,2006; Felsemburgét al.,

2007; Rigoloet al.,2008; Felsemburgét al.,2009).

A morfologia, histologia e histoquimica do tegumento e de suas glandulas,
bem como a distribuicdo de células cromatoforas, podem variar entre espécies e
regido do corpo do animal, sendo muitas vezes determinada pelo habitat (Amey e
Grigg, 1995; Felsemburgbt al., 2007; Felsemburglet al., 2009). Essa alta
plasticidade faz com que o tegumento funcione como uma identidade espécie-
especifica, nos permitindo comprovar dados taxonémicos e subsidiar informacdes
acerca da historia natural desses individuos. Dessa forma, o estudo do tegumento
dos anuros nos permite correlacionar diversas areas de pesquisa, sendo essencial
para a compreensdo tanto de aspectos histolégicos quanto da fisiologia e
comportamento inerentes a cada espécie.

Com base no exposto, o objetivo geral deste trabalho foi caracterizar e
comparar a histologia, a histoquimica e a morfometria do tegumento de diferentes
espécies de anuros de ocorréncia na Mata Atlantica brasileira, a fim de relacionar
as caracteristicas tegumentares com aspectos comportamentais de cada uma das
espécies, bem como avaliar possiveis caracteristicas espécie-especificas. As
espécies Hypsiboas semilineatus(Spix, 1824), Phyllomedusa burmeisteri

(Boulenger, 1882)Dendropsophus elegar(8Vied-Neuwied,1824) ®. minutus



(Peter, 1872) ainda nao tiveram seu tegumento descrito, assim como sua
morfologia néo foi relacionada aos aspectos acima descritos.

Sendo assim, os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Descrever a histologia do tegumento de trés regides corporais, cabeca,
troncos dorsal e ventral, das espédigsiboas semilineatusPhyllomedusa
burmeisterj Dendropsophus elegard. minutusa partir da analise descritiva de
sua arquitetura tecidual;

- Avaliar as caracteristicas morfométricas, em microscopia de luz, das trés
regides corporais nas quatro espécies, comparando-as quanto a espessura da
epiderme, derme esponjosa, derme compacta, niumero de glandulas granulares e
mucosas por area, além de comprimento e largura das mesmas;

- Caracterizar histoquimicamente as secre¢fes glandulares nas diferentes
regides corporais;

- Analisar os elementos quimicos presentes no tegumento das espécies em
questao, principalmente com relacdo a presenca da camada de Eberth-Katschenko,
utilizando a técnica de espectroscopia de raios X;

- Caracterizar a superficie tegumentar a partir de andlises feitas em
estereomicroscopio e microscopio eletrénico de varredura, para observacdo de
verrugas, espinhos e tubérculos;

- Descrever as caracteristicas ultraestruturais de componentes do
tegumento de anuros nas trés regides corporais, utilizando a microscopia

eletrbnica de transmissao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distribuicdo geografica dos anfibios no mundo e no Brasil

Os anfibios atuais pertencem a classe Lissamphibia, que compreende 7044
espécies descritas mundialmente, sendo classificados taxonomicamente em trés
ordens: Caudata ou Urodela com 652 espécies, Gymnophiona com 192 e Anura
com 6200 espécies. Os anfibios estdo distribuidos em todos os continentes, sendo
o Brasil o pais com a maior diversidade de espécies no mundo (Fig. 1), possuindo
uma espécie de Urodela, 32 de Gymnophiona e 913 de Anura (Frost, 2013; IUCN

2013; SBH, 2013).
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Figura 1: Distribuicdo Global de Anfibios (IUCN, 2013)

A Mata Atlantica, um dos biomas mais ameacados e com maior diversidade
animal do mundo, é o habitat de varias espécies de anuros, muitas delas
endémicas (Fig. 2) (Duellman e Trueb, 1994; Frost, 2013). A familia Hylidae
apresenta 926 espécies no mundo com 355 viventes no Brasil, sendo que destas,
286 sao endémicas de Mata Atlantica. Os hilideos s&o, em sua maioria,
arboricolas e noturnos, apesar de serem descritos 0s mais diversos

comportamentos (Junca, 2006; Frost, 2013; SBH, 2013).
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Figura 2: Distribuicdo Global de espécies de anfibios
endémicas (IUCN, 2013)

As espécies, Hypsiboas semilineatus Phyllomedusa burmeisteri
Dendropsophus elegane D. minutus, estudadas neste trabalho, apresentam
diferentes distribuicées geogréaficas, como mostrado na figura 3. Destas,Rpenas
minutus € encontrada em outros paises. A espé&cidourmeisteripode ser
encontrada em regides de Cerrado, enquanto que as demais sao endémicas de

Mata Atlantica (Frost, 2013).
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Figura 3: Distribuicdo global das espédiesninutus, D. elegans, P. burmeisteri
e H. semilineatugFrost, 2013)



Apesar da grande diversidade, o desmatamento, a fragmentacdo do
habitat, a entrada de microrganismos patogénicos, como o0 fungo
Batrachochytrium dendrobatidise a diminuicdo da qualidade ambiental tém
causado grandes perdas na diversidade de anfibios na Mata Atlantica (Fig. 4)
(Woehl e Woehl, 2008; Conlon, 2011).

Estratégias de manejo e conservacdo ambiental tém sido propostas com
base no comportamento e fisiologia destes animais, a fim de reduzir a perda da
biodiversidade (Redforeét al., 2003; Marques e Duleba, 2004; Haddzdal.,

2008). No caso de anuros, o tegumento é o 6rgao responsavel pela homeostase,
sendo os estudos acerca de sua estrutura e funcdo um fator importante no

planejamento de tais estratégias.
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Figura 4: Distribuicdo das espécies de anfibios ameacadas na Mata Atlantica
(IUCN, 2013)



No entanto, poucos trabalhos relacionam o tegumento a fisiologia e
comportamento dos anuros. A maioria trata de taxonomia, sistematica,
comportamento e conservacdo (Morellato, 1992; Pombal-Jr e Haddad, 1992;
Marques e Duleba, 2004; Feio e Ferreira, 2005; Junca, 2006; Hetdala®008;

Faivovichet al.,2010).

2.2 Funcéo e macroscopia do tegumento de anuros

O tegumento é a primeira barreira entre o animal e o0 ambiente, conferindo
protecdo mecéanica bem como impedindo a entrada de patégenos. Este 6rgao é
responsavel por diversas fun¢des morfofisiolégicas essenciais para a
sobrevivéncia dos anfibios. Por ser altamente permeavel a &agua, ele esta
envolvido na respiracdo, termorregulacdo, osmorregulacdo, além de participar da
defesa mecénica, quimica e da percepcdo sensorial (Duellman e Trueb, 1994;
Poughet al., 2003; Hildebrand e Goslow, 2004; Kardong, 2006; Kardong, 2011).
Outras funcdes do tegumento estdo relacionadas a coloragdo, sendo um fator
importante na escolha do parceiro sexual e nos casos de camuflagem e de
sinalizacdo de alerta para os predadores, como as coloracbes aposematicas em
Dendrobatideos (Duellman e Trueb, 1994; Clarke, 1997; Petuagh 2003).

A superficie tegumentar apresenta grandes variacdes quanto a textura e
rugosidade entre animais aquaticos, semiaquaticos e terrestres. Sabe-se que
animais terrestres possuem maior complexidade na textura que o0s demais
(Lillywhite et al.,1997; Woehl e Woehl, 2008). Elias e Shapiro (1957) definiram
uma terminologia complexa para a diversidade de projecdes na superficie

tegumentar de anuros. Para facilitar o entendimento sobre estas estruturas, Brito-

Gitirana e Azevedo (2005) criaram uma nomenclatura resumida, na qual as



verrugas sao morfologicamente caracterizadas como protuberancias maiores e
arredondadas, os tubérculos como estruturas conicas e amarronzadas, e 0s
espinhos como projecées menores de base circular. E importante ressaltar que
cada uma dessas estruturas apresenta uma gama de subdivisbes que levam em
consideracdo as caracteristicas histologicas, como o espessamento da camada
gueratinizada, auséncia ou presenca de glandulas, espessamento dérmico, aumento
do volume de células epidérmicas, bem como a presenca de espinhos sobre as
verrugas ou tubérculos. Além disso, entre as trés projecdes citadas podem ser
encontradas estrias primarias, secundarias e terciarias, cuja funcdo seria a de
distribuir 4gua e substancias produzidas pelo tegumento por toda a superficie
corporal (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembuthl.,2007; Felsemburgh
et al, 2009).

As projecfes tegumentares possuem importante papel no aumento da area
de superficie e consequentemente no aumento da area vascularizada, otimizando o
funcionamento deste 6rgdo. Muitos autores mostraram que ha uma grande
variacao nos tipos de projecdes, entre as superficies dorsal e vemgralrdento
de espécies comoBufo ictericus (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005),
Proceratophryse Odontophrynus(Felsemburghet al., 2007), Cicloramphus
fuliginosus(Goncalves e Brito-Gitirana, 2008)Rhinella ornata(Felsemburgtet

al., 2009).

2.3 Caracteristicas microscopicas do tegumento de anuros
A estrutura basica do tegumento € similar para as trés ordens de anfibios
(Lillywhite et al.,1997; Pougtet al.,2003), sendo formado por uma camada mais

externa, a epiderme, de origem ectodérmica, e uma camada mais interna, a derme,



derivada da mesoderme. Entre essas camadas € possivel observar células
pigmentadas, denominadas cromatoéforos, originadas da crista neural (Hama,
1963; Duellman e Trueb, 1994; Pougjtal.,2003; Hildebrand e Goslow, 2004).

Em anuros, a epiderme € composta por trés camadas, 0 estrato corneo,
mais externo e geralmente formado por uma camada de células achatadas,
podendo ou ndo ser queratinizado. Na espéaigpedates maculatiesta camada
apresenta tanto células nucleadas quanto anucleadas (Lillysthak, 1997),
engquanto que na espédidontophrynus americanusla € somente anucleada
(Felsemburglet al, 2007). Abaixo do estrato corneo esta o estrato intermediario,
formado por varias camadas de células com formato que varia de colunar a
achatado. O estrato basal, também chamado de estrato germinativo, € mais interno
e possui uma camada de células colunares (Parakkal e Matoltsy, 1964; Duellman
e Trueb, 1994; Hildebrand e Goslow, 2004; Goncalves e Brito-Gitirana, 2008;
Jaredet al.,2009).

As principais células da epiderme s&do os queratinécitos, cuja funcéo
primordial € a producdo de queratina. Esta producdo se inicia no estrato
intermedidrio e termina no estrato cérneo, com a formacao de tonofilamentos e
eliminacdo de diversas estruturas e organelas celulares (Parakkal e Matoltsy,
1964). Aléem dos queratinécitos, € possivel observar células de Merkel e células
em forma de moringa oblask Cells com fungcdes mecanorreceptoras e de trocas
ibnicas, respectivamente, além de células PR&ig¢dic Acid Schijf positivas
(Parakkal e Matoltsy, 1964; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsemimirgh,

2009).
A lamina basal é secretada por queratindcitos e separa a epiderme da

derme (Duellman e Trueb, 1994; Kardong, 2006; Kardong, 2011). Esta ultima é



subdividida em dois estratos, o mais externo, 0 estrato esponjoso ou derme
esponjosa, formada por tecido conjuntivo frouxo, com diferentes tipos celulares,
como cromatoforos, mastocitos, fibroblastos, fibrocitos e glandulas exdécrinas,
sendo as mais comuns as glandulas mucosas e as granulares, também conhecidas
como glandulas de veneno. Ja o estrato compacto ou derme compacta € mais
interna e formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado, repleto de fibras
colagenas arranjadas de maneira cruzada e alternada, sendo também encontradas
na direcdo vertical. Em ambms estratos € possivel observar nervos e vasos
sanguineos (Shinagawa e Shinagawa, 1974; Duellman e Trueb, 1994; Hildebrand

e Goslow, 2004; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Azevetlal, 2006; Kardong

2006; Felsemburghkt al., 2007; Goncalves e Brito-Gitirana, 2008; Rigeloal.,

2008; Felsemburgét al.,2009; Kardong, 2011).

Entre os estratos, algumas espécies cBufo ictericus(Brito-Gitirana e
Azevedo, 2005)Rana casteisbeian@Azeved et al., 2006), Rhinella ornata
(Felsemburghet al., 2007), Cicloramphus fuliginosus(Goncalves e Brito-
Gitirana, 2008) eRhinella jimi (Jaredet al., 2009), apresentam uma camada
calcificada denominada Eberth-Katschenko (E-K). Esta camada pode ser continua
ou interrompida (Azevedet al.,2006). EmRhinella ornata ela esta presente em
todo o corpo do animal, exceto na regido pélvica (Felsemirtrgt., 2009),
enquanto que erRhinella jimisua localizacdo é abaixo da epiderme que recobre
as glandulas parotoides (Jaedal., 2009). Percebe-se que a camada E-K é bem
estudada em espécies terrestres, como Bufonideos e aquaticas, como
Leptodactilideos e Ranideos. Nao foi encontrada na literatura a descrigcdo desta

estrutura em Hilideos.
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Na derme esponjosa, logo abaixo da lamina basal, células pigmentadas se
organizam tanto estrutural quanto fisiologicamente para estabelecer a coloragao
dos anuros (Bagnast al.,1968; Duellman e Trueb, 1994; Rigabal.,2008). A
interacdo e a diferente distribuicdo dessas células ao longo do corpo fornecem
diferentes padrbes de cor (Bagneral.,1968; Pouglet al.,2003).

A coloracdo nos anuros € importante na camuflagem, no controle da
temperatura, nos comportamentos social e sexual, bem como nas descrices
taxondmicas desses individuos (Hildebrand e Goslow, 2004). Baghaah
(1968) desenvolveram o conceito de unidade cromatofora dermal, que possibilita
a coloracédo e a rapida adaptacao de cor dos anuros. As unidades cromatoforas sao
compostas principalmente por xantoforos, iridéforos e melanoforos, podendo ndo
apresentar todas essas células. Lillywbital. (1997) observaram a auséncia de
xantoforos emPolipedates maculatusendo as unidades formadas apenas por
melanoforos e iridoforos.

Os xantoforos séao células com pigmentos amarelos, vermelhos ou laranjas,
conhecidos como pteridinas e carotenoides, armazenados em organelas chamadas
de pterinossomos (Hama, 1963; Bagnataal., 1968; Poughet al., 2003;
Hildebrand e Goslow, 2004). Estes se situam mais proximos da epiderme e séo
seguidos pelos irid6foros, que sdo células com pigmentos brancos ou pratas,
compostos principalmente por purinas, como guanina, adenina e hipoxantina.
Estes pigmentos ficam armazenados em plaquetas organizadas em pilhas e
apresentam a capacidade de refletir determinados comprimentos de onda. Por
altimo temos os melanoforos, com a cor variando de marrom a preto, cujo
pigmento € denominado eumelanina e é armazenado em melanossomos. Os

melandforos possuem processos dendriticos que se estendem entre as outras
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células da unidade cromatofora até chegarem a area em que se localizam os
xantoforos (Bagnarat al., 1968; Duellman e Trueb, 1994; Poughal., 2003;
Hildebrand e Goslow, 2004; Kardong, 2006; Kardong, 2011).

Algumas variacbes podem ocorrer na organizacdo das unidades
cromatoforas. Estas podem estar em contato entre si ou possuir espacos
preenchidos por fibras colagenas entre elas. Outra variagdo € a espessura e
quantidade de projecfes dos melanoforos que varia de espécie para espécie. Além
disso, os irid6foros podem se organizar de varias formas. Eles podem ser
envolvidos pelo mesmo melandforo, pode haver um melanéforo para cada
iridéforo ou podem existir varios melanéforos para um iridoforo (Bageiasd,

1968).

A combinacéo dos pigmentos, o0 arranjo e a quantidade dos mesmos dentro
das organelas, bem como a reflexdo de determinados comprimentos de onda séo
responsaveis pela cor nos Anura (Hama, 1963; Bagah, 1968; Duellman e
Trueb, 1994; Hildebrand e Goslow, 2004; Kardong, 2006; Kardong, 2011).

Entretanto, sabe-se que os anuros podem modificar sua coloracdo em
funcdo do ambiente ou da idade. Mudancas rapidas na coloracdo, chamadas de
mudancas fisiologicas, se devem a mobilizacdo intracelular das organelas
pigmentadas, resultado de estimulagdo hormonal ou luminosa, e envolvem a
dispersdo ou agregacéao destas, juntamente com a reflexdo da luz. Estas mudancas
podem requerer apenas segundos e geralmente duram poucos minutos. J4 as
mudancas morfolégicas de coloracéo, séo lentas e envolvem a acumulacdo ou
reducdo da quantidade total de pigmentos e podem ser influenciadas pela

sazonalidade e idade do animal, podendo assim durar meses (Hama, 1963;
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Duellman e Trueb, 1994; Pougkt al., 2003; Hildebrand e Goslow, 2004;

Kardong, 2006; Kardong, 2011).

2.4 Caracteristicas morfofisioldgicas das glandulas tegumentares

Estudos envolvendo a descricdo do tegumento de anuros levam em
consideracao principalmente as projecdes e glandulas tegumentares, uma vez que
estdo intimamente relacionadas as defesas mecanica e quimica, sendo associados a
diversos processos comportamentais e fisiolégicos (Lillywhkiteal., 1997;

Delfino et al., 1998; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembuegtal., 2007;
Goncalves e Brito-Gitirana, 2008; Rigad al., 2008; Felsemburght al., 2009;

Jared et al., 2009). Acredita-se que as glandulas tegumentares, com suas
respectivas secrecdes, foram as principais adaptacbes do tegumento para a
ocupacdo do ambiente terrestre e posteriormente dos diferentes habitats
(Duellman e Trueb, 1994; Clarke, 1997).

A presenca de glandulas mucosas e granulares é uma caracteristica
sinapomorfica dos Lissamphibia, o que significa que todos os anfibios atuais
apresentam pelo menos estes dois tipos glandulares (Duellman e Trueb, 1994
Poughet al.,2003). Entretanto, ha uma variacdo na quantidade, na estrutura e nas
moléculas secretadas de acordo com a espécie e com a regido corporal (Duellman
e Trueb, 1994; Clarke, 1997; Lillywhitt al., 1997; Nosiet al, 2002; Pouglet
al., 2003; Jareet al.,2009).

Morfologicamente, as glandulas tegumentares sdo formadas por uma
unidade secretora alveolar, um trato intercalar e um ducto que se projeta, da derme
para a epiderme na direcao da superficie corporal. Ao compara-las, percebe-se que

as glandulas mucosas sdo menores e restritas a derme esponjosa, enquanto que as
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glandulas granulares sdo maiores e podem apresentar a base projetada a derme
compacta (Dapson, 1969; Duellman e Trueb, 1994; Lillywkiteal., 1997;
Terreniet al., 2003; Felsemburght al., 2007; Gongalves e Brito-Gitirana, 2008;
Siegelet al.,2008).

Nas glandulas mucosas, a porcéo secretora é formada por uma camada de
células cubicas, sendo seu conteudo langcado no limen e ejetado para o exterior. Ja
as glandulas granulares possuem unidades secretoras sinciciais, com citoplasma
multinucleado, sendo o seu conteido armazenado no citoplasma do sincicio.
Neste tipo de glandula, ocorre uma grande variacdo quanto as caracteristicas
morfologicas e quimicas de sua secrecdo. Em ambas as glandulas, o conteudo fica
armazenado até que o estimulo para ejecdo seja recebido (Dapson, 1969; Delfino
et al., 1998; Nosiet al, 2002; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Delfiret al.,

2006; Kardong, 2006; Gongalves e Brito-Gitirana, 2008; Sietal, 2008; Jared
et al.,2009; Kardong, 2011).

Héa grandes variacdes ultraestruturais nas células secretoras das glandulas
mucosas, do sincicio que forma as glandulas granulares e dos respectivos produtos
de secrecdo. A producdo e maturacdo do conteudo a ser secretado sao altamente
complexas e variam entre espécies (Duellman e Trueb, 1994; TetrednR003).

Estas variacbes envolvem tanto a forma do granulo quanto a sua elétron
densidade, bem como a distribuicdo e a quantidade de organelas celulares
presentes na por¢ao secretora (Tereeai.,2003; Siegekt al.,2008). Em células
serosas, por exemplo, a propor¢éao de organelas envolvidas na sintese de proteinas
€ maior do que em células mucosas. Além disso, os granulos das glandulas
granulares apresentam subestruturas que envolvem etapas de sintese e maturacéo

com estagios pré e pos Golgi peculiares em cada espécie, 0 que permite seu uso
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como um parametro importante em estudos taxonémicos e filogenéticos (Terreni
et al.,2003; Delfinoet al.,2002).

O modo de secrecdo também varia entre os tipos glandulares. Geralmente
as glandulas mucosas apresentam modo de secrecdo meroécrino, sendo liberado de
forma continua e espontanea. Ja as glandulas granulares sdo apocrinas ou
holdcrinas, sendo o seu conteudo liberado em massa e com a degeneracao das
organelas presentes no sincicio, necessitando de um estimulo sinaptico ou
hormonal para realizar a ejecdo (Duellman e Trueb, 1994; Dalfimb, 2006;
Siegelet al.,2008).

Grande parte dos trabalhos utilizam técnicas histoquimicas geriualic
acid Schiff (PAS), alcian blue em diferentes pHs (0,5, 1,0 e 2,5), azul de
bromofenol, sudam blacke oil red O para determinar as caracteristicas da
secrecdo. Os resultados mostram que as glandulas mucosas secretam
principalmente glicoproteinas e glicosaminoglicanas neutras ou acidas, nas formas
sulfatadas e carboxiladas. Estas secrecdes contribuem para a manutencdo da
umidade, essencial para a ocorréncia dos eventos fisiologicos desempenhados
pelo tegumento. Portanto, elas auxiliam na troca de moléculas e ions, na
locomocéo, por ser capaz de reduzir o atrito, nha adesdo de machos e fémeas
durante o amplexo, além de retardar a perda de agua e agir como um
bacteriostatico, impedindo a reproducdo e entrada de patdgenos (Parakkal e
Matoltsy, 1964; Dapson, 1969; Duellman e Trueb, 1994; Clarke, 1997; bugh
al., 2003; Hildebrand e Goslow, 2004; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Kardong
2006; Felsemburgkt al., 2007; Goncalves e Brito-Gitirana, 2008; Powghal.,

2008; Sahiret al., 2008; Siegekt al, 2008; Rigoloet al., 2008; Felsemburght

al., 2009; Jareet al.,2009; Kardong, 2011).
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Ja as glandulas granulares secretam substancias nocivas e altamente
toxicas, compostas por aminas biogénicas, polipeptideos ativos, alcaloides,
esteroides e proteinas, sendo atualmente utilizadas como ferramenta para estudos
taxondémicos, fisioldgicos e farmacoldgicos (Duellman e Trueb, 1994; Toledo e
Jared, 1995; Clarke, 1997; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Kardong 2006;
Felsemburgret al., 2007; Gongalves e Brito-Gitirana, 2008; Felsembweghl.,

2009; Jareet al.,2009; Faivoviclet al, 2010; Kardong, 2011).

O tegumento Umido e exposto a ambientes quentes € propicio para o
crescimento de bactérias e fungos que podem causar diversos danos a esses
animais. A estratégia de defesa mais importante contra esses patdgenos € a
producao e secrecdo de peptideos antimicrobianos e antifingicos, que impedem o
crescimento e a entrada desses patdgenos (Conlon, 2011), além de protegerem
guimicamente o animal contra predadores e atuar na homeostase do tegumento
(Clarke, 1997).

Muitos trabalhos tém demonstrado a acdo destes compostos como agentes
terapéuticos, devido as suas propriedades antimicrobianas (Béwaer 2004;

Leite et al., 2005; Conlon, 2011; Branet al., 2013), antifUngicas (Temporet

al., 2007), antiprotozoarios (Leit al.,2005; Temponet al.,2007; Branckt al,

2013), anestésicas e analgésicas (Toledo e Jared, 1995), anti-inflamatérias
(Clarke, 1997; Dornellest al., 2010), vasodilatadoras ou vasoconstritoras
(Conceicaoet al., 2009), cardiotoxicas, miotdxicas e neurotdxicas (Toledo e
Jared, 1995; Clarke, 1997; Poughal., 2003; Pougtet al, 2008; Jarecet al.,

2009). Entretanto, como estratégia de defesa, as secre¢cdes podem causar edemas,
necroses, taquicardia e morte dos predadores (Coneigh?007). A producéo

de moléculas toxicas, principalmente os alcaloides, esta intimamente relacionada
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ao tipo de alimento disponivel, pois € através da dieta que essas moléculas sao
sequestradas e posteriormente transportadas para a pele. Assim, animais mantidos
por muito tempo em laboratérios ndo produzem secrecdes toxicas gDally

1984; Daly, 1995; Clarke, 1997; Dady al.,1997; Pougtet al., 2003; Poughet

al., 2008).

A familia Dendrobatidae é considerada a mais venenosa do mundo, sendo
seus animais caracterizados pela coloracdo aposematica e secrecao de alcaloides
altamente toxicos. Curiosamente, o animal mais venenoso do mundo é um anura
de aproximadamente 4 cm chamdeloyllobates terribilis. Tipico da Colémbia,
esta espécie apresenta habitos diurnos e terrestres, sendo a secrecao tegumentar
utilizado por tribos nativas em flechas durante a caca (Myexs, 1978).

Faivovich et al. (2010) sugerem que moléculas secretadas por glandulas
granulares presentes em alguns membros de Phyllomedusinae possam ser
consideradas sinapomorfias dos clados. Outros estudos envolvendo a relacao entre
moléculas secretadas e taxonomia tém sido realizados, como o de &fadiel
(2006), que trata da filogenia de espécies do gBuyfo crucifercom base nas
proteinas secretadas. Conlon (2011) mostra que a producdo de peptideos
antimicrobianos pode ser uma caracteristica tanto inter como intraespecifica,
sendo que cada espécie de anuro secreta moléculas contra patbgenos aos quais
estdo habituados a serem expostos. Com isto é possivel compreender que a
introducdo de espécies de microrganismos exoéticas no habitat dos anuros torna-se
um problema de sanidade, ao considerar que o individuo ndo estara apto a
produzir antibidticos especificos a elas, o que pode levar a sua morte @evier

al., 2004; Leiteet al.,2005).
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Outros tipos glandulares ja foram descritos em diversas espécies de anuros
como as glandulas lipidicas, presentes em individuos do grupo Phyllomedusinae
(Blaylock et al., 1976) e em outros hilideos (Amey e Grigg,1995; Barbeau e
Lillywhite, 2005), cuja funcéo seria impermeabilizar e proteger o animal contra
dessecacdo e auxiliar na termorregulacdo. Glandulas reprodutivas podem ser
encontradas em microhilideos, co@astrophryne carolinensiguxiliando tanto
na adesao dos machos e fémeas durante o amplexo @iegeR008), como na
adesédo de ovos em espécies marsupiais (Retuglh 2003). Glandulas diferentes
em machos e fémeas da mesma espécie ja foram descritas e sdo consideradas
como um dimorfismo sexual (Poughal.,2003; Brizziet al,, 2002). Além disso,
podem existir agrupamentos de glandulas granulares, cujo veneno seria
acumulado em determinadas regides corporais e que sao muitas vezes sutilizado
para definir grupos taxonémicos, como as parotoides em bufonideos @algh
2003; Jaredet al., 2009), tibiais em miobatraquios e bufonideos, lombares e
ililacas em leptodactilideos (Delfinet al, 1999; Goncalves e Brito-Gitirana,
2008) e dorsolaterais em ranideos (Duellman e Trueb, 1994). Estes agrupamentos
sdo estruturas permanentes e atuam como mecanismos de defesa contra
predadores (Pougdt al.,2003; Pouglet al.,2008).

Com toda a diversidade e complexidade das glandulas tegumentares, tanto
morfolégica quanto molecular, somente a esp&iaebo guttatu® capaz de
ejetar o veneno a longas distancias (Jeteal., 2011). As demais dependem do
auxilio de um mioepitélio contratil ao redor de todas as glandulas para auxiliar a
ejecao das substancias pelo ducto (Duellman e Trueb, 1994; Dalfah1998;
Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsemburgthal., 2007; Delfinoet al., 2006;

Goncalves e Brito-Gitirana, 2008; Rigokt al., 2008; Siegelet al., 2008;
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Felsemburghet al., 2009). Este mioepitélio € formado por células longas e
achatadas, com nucleo central, alongado e achatado, tendo finos miofilamentos
em seu citoplasma (Delfiret al.,2006).

Nosi et al. (2002) e Delfinoet al (2006), ao testarem o efeito da
norepinefrina no tegumento dehyllomedusa hypochondrialis azureaHyla
regilla, perceberam que apesar do mioepitélio ser estruturalmente semelhantes em
todas as glandulas, eles respondem a diferentes estimulos. As glandulas
granulares, por exemplo, sdo as mais afetadas pela norepinefrina. Portanto, cada
tipo glandular possui um conjunto de fatores regulatérios envolvidos na contracéo
das células secretoras e assim elas podem liberar o seu produto em momentos
fisiol6gicos independentes (Naatial.,2002; Delfinoet al, 2006).

Dessa forma, as diversas peculiaridades inerentes a cada espécie tém
servido para reforcar que o estudo do tegumento de anuros € essencial para
entender 0os mecanismos comportamentais e fisiologicos dessas espécies,
possibilitando também a construcdo do conhecimento cientifico em diversas

outras areas.
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3. Capitulo |

Caracteristicas do tegumento d€hyllomedusa burmeistee Hypsiboas

semilineatuse sua relagdo com o habitat e 0 comportamento animal
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3.1 Introducéo

A familia Hylidae é a maior e a mais diversificada dentro dos anfibios
anuros do mundo, com 355 espécies viventes no Brasil. As espécies
Phyllomedusa burmeistee Hypsiboas semilineatupertencentes a essa familia,
estdo distribuidas principalmente em regibes de Mata Atlantica, podendo a
primeira ser também encontrada em ambientes de cerrado (Amphibiaweb, 2013;
IUCN 2013; SBH, 2013).

O tegumento dos anuros apresenta caracteristicas Unicas que permitem a
sobrevivéncia desses animais em condi¢des ambientais diversas @eaaigh
2003, 2008; Felsemburgét al., 2009). Este 6rgdo € responsavel por Varios
processos metabodlicos essenciais, como a troca gasosa e ibnica, a
termorregulacdo, a defesa mecénica e quimica e a percepcédo sensorial (Duellman
e Trueb, 1994; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembweghal., 2007;
Felsemburglet al.,2009; Pelliet al.,2010; Mangionet al.,2011).

Sabe-se que o comportamento dos anuros € intimamente influenciado pela
morfologia e pela funcéo do tegumento (Gongalves e Brito-Gitirana, 2008; Jared
et al., 2009). Caracteristicas macroscoépicas desse 6rgdo, como a presenca de
verrugas, tubérculos e espinhos, tém sido descritas e relacionadas ao habitat de
algumas espécies, tendendo a ser espécie-especifica (Elias e Shapiro,1957; Brito-
Gitirana e Azevedo, 2005; Felsemburgthal., 2007; Felsemburgkt al., 2009).

Foi encontrado apenas um trabalho que documentou a presenca dessas projecdes
em membros da familia Hylidae (Elias e Shapiro, 1957). Porém, neste néo foi
feita qualquer relacdo entre dados morfologicos e funcionais do tegumento com a

biologia desses animais.
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A estrutura basica do tegumento dos anuros € composta por uma epiderme
com epitélio estratificado formado por trés camadas: a cOrnea, mais externa, a
intermediaria e a basal, mais interna. Nestas € possivel identificar diferentes tipos
celulares, como queratinocitos, células de Merkel e células em forma de moringa
(Flask Cel). Abaixo da epiderme esta localizada a derme, dividida em derme
esponjosa, composta por tecido conjuntivo frouxo, células cromatéforas,
mastocitos, fibroblastos, fibrocitos e glandulas mucosas e granulares, e em derme
compacta, formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado contendo
essencialmente fibras colagenas, vasos sanguineos e nervos (Parakkal e Matoltsy,
1964; Duellman e Trueb, 1994; Hildebrand e Goslow, 2004; Brito-Gitirana e
Azevedo, 2005; Felsemburgtt al.,, 2007; Goncalves e Brito-Gitirana, 2008;
Rigolo et al., 2008; Felsemburgkt al., 2009; Jareckt al., 2009). Em algumas
espécies, comddufo ictericus (Azevedo et al., 2005) e Rana casteisbeiana
(Azevedo et al., 2006), entre as dermes € possivel observar uma camada
calcificada denominada Eberth-Katschenko (E-K), que auxilia na retencdo de
agua no tegumento (Azevea al., 2005; Mangione, 2011). No entanto, néo
foram encontrados trabalhos avaliando a presenca desta camada em hilideos.

As glandulas tegumentares, mucosas e granulares, participam ativamente
das funcbes do tegumento a partir da producdo e secrecdo de substancias.
Geralmente as glandulas mucosas sdo menores e formadas por células cubicas na
porcdo secretora, sendo produtoras de moléculas que umidificam a pele e
favorecem as trocas gasosas e ionicas (Els e Henneberg, 1990; Brito-@itirana
al., 2007; Sahiret al., 2008; Pelliet al., 2010). Ja as glandulas granulares sao
grandes e sinciciais, capazes de armazenar a secrecdo em granulos dispersos no

citoplasma. Estes granulos contém moléculas que participam da defesa quimica,
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protegendo-os de predadores e impedindo o desenvolvimento e a entrada de
patogenos pelo tegumento (Duellman e Trueb, 1994; Toledo e Jared, 1995;
Dornelleset al., 2010; Conlon, 2011). A forma, a intensidade de coloracédo e o
tamanho desses granulos podem variar entre espécies (Duellman e Trueb, 1994;
Schumacheet al., 1994; Toledo e Jared, 1995; Delfiabal.,1998; Brizziet al.,

2002).

Ja foram descritas diferencas entre tegumentos de anuros quanto a
quantidade de glandulas em relacdo a regiao corporal (Goncalves e Brito-Gitirana,
2008) e a presenca de diferentes tipos glandulares (Detfalo 1998; Delfinoet
al., 1999), como glandulas lipidicas (Amey e Grigg, 1995; MNasal., 2002;
Barbeau e Lillywhite, 2005), seromucosas (Rigai@l.,2008) e macroglandulas
como as parotoides (Jareet al, 2009), além da presenca de glandulas
relacionadas ao sexo (Brizet al., 2002). Apesar da semelhanca morfologica
entre elas, apresentando ducto e porcao secretora alveolar, o produto de secrecao €
muito variado (Duellman e Trueb, 1994; Toledo e Jared, 1995; Ritizti, 2002;

Jaredet al.,2009).

A estereomicroscopia, associada a microscopia eletrénica de varredura e
transmissao e a microscopia de luz, tem auxiliado no entendimento da morfologia
do tegumento (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembughal., 2007;
Felsemburgtet al.,2009), contribuindo na ampliacdo dos conhecimentos sobre a
biologia de diversas espécies. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar
aspectos histolégicos, histoquimicos e ultraestruturais do tegumento, em trés
regides corporais dedypsiboas semilineatugSpix, 1824) ePhyllomedusa
burmeisteri(Boulenger, 1882), encontradas em um fragmento de Mata Atlantica,

relacionando-os ao comportamento e micro-habitat desses individuos.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Captura dos animais

Quatro exemplares machos de cada uma das espédigsiboas
semilineatuqSpix, 1824)e Phyllomedusa burmeiste(Boulenger, 1882), foram
coletados durante o periodo chuvoso na Lagoa da Mata da Biologia, localizada no
CampusVigcosa da Universidade Federal de Vigcosa (UFV), em Vicosa/MG
(20°45°27,5"S e 42°51°38,7"W), sob a licenca do IBAMA numero 10504-1. As
coletas foram realizadas por meio de procura ativa e visualizacao direta, com a
utilizacdo de lanternas, entre 18 h e 23 h. Apds a captura, os animais foram
colocados em sacos plasticos contendo um pouco de agua e ar e transportados
vivos para o Laboratério de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia

Geral da UFV, onde permaneceram até o momento da eutanasia.

3.2.2 Biometria corporal, eutanasia e obtencao do tegumento

Os animais foram medidos quanto ao seu comprimento rostro-cloacal e
pesados, utilizando-se paquimetro de metal e balanca de precisdo de 0,001g (Bel
Engineering® 210A), respectivamente. Em seguida, realizou-se a eutanasia
aplicando-se xilazina (10 mg/kg/IM) e quetamina (150 mg/kg/IM), para sedacao e
anestesia, e posterior decapitacdo, conforme as normas do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria - Resolugdo N° 1000 de 11 de maio de 2012 (CFMV, 2013)
sob autorizagdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV
(processo 067/2012).

Trés regides corporais, cabeca, tronco dorsal e tronco ventral, foram

dissecadas, com auxilio de bisturi e tesoura, para obtencdo de fragmentos do
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tegumento. Cada uma foi identificada quanto ao numero do animal e regido do
corpo. As amostras foram fixadas por imersdo em solucdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) por 24 h, para analise em microscopia de luz, e em solucdo de
glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7,2 (Souza, 2007),
para a avaliacio em microscopia eletrbnica de varredura, transmissdo e

espectroscopia de raios X.
3.2.3 Avaliacdo do tegumento sob microscopia de luz

3.2.3.1 Processamento histologico

Amostras do tegumento de cada regido corporal e de cada espécie foram
processadas histologicamente para inclusdo em parafina e resina. Para o primeiro
meio de inclusdo, as amostras fixadas foram desidratadas em série alcodlica
crescente (70%, 80%, 90% e absoluto), com banhos de 1 h em cada concentracéo,
sendo realizado trés banhos em &lcool absoluto. Em seguida, as amostras foram
diafanizadas em xilol, fazendo-se trés passagens de 1 h em cada banho, e
embebidas em parafina, também em trés banhos, por 1 h cada. As amostras do
tegumento enblocadas em parafina foram levadas ao micrétomo (Leica,
RM2155) para a obtencdo de seccdes de 5 pum de espessura, utilizando-se
navalhas de aco.

Ja as amostras para inclusdo em glicol metacrilato (Historesina®)Leica
foram desidratadas seguindo a mesma série alcodlica crescente (70%, 80%, 90% e
absoluto), sendo que os banhos foram de 30 min em cada solugédo. Na sequéncia,
0 material passou por infiltragdo em historesina usada, por 24 h, e em historesina

nova por 2 h, quando femblocado em resina com polimerizador. Foram obtidos
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cortes histoldgicos do tegumento com 3 pm de espessura em micrétomo (Leica,
RM2155), utilizando navalhas de vidro.

Os cortes histolégicos incluidos em parafina e resina foram montados,
entre lamina e laminula apds as coloragdes, utilizando-se resina de montagem

(Entellar?).

3.2.3.2 Coloracgdes histologicas e histoquimicas

Todas as coloracdes utilizadas foram feitas em cortes histolégicos
incluidos em parafina e historesina. A excecao ocameehistoquimica para a
deteccédo de lipideos, cujo material foi fixado em paraformaldeido 4% tamponado
e diretamente infiltrado por 24 heablocado em resina, sem desidratacao preévia.

A descricdo histolégica do tegumento foi realizada utilizando-se as
seguintes coloracdes: hematoxilina-eosina (HE), para avaliagdo da arquitetura do
orgéo e afinidade acido-basica dos seus constituintes (Tetl@ada2003) e azul
de toluidina, para evidenciar a presenca de células e estruturas metacromaticas
(Tolosaet al.,2003).

Ja as avaliacbes histoquimicas foram feitas utilizando as técnicas de
periodic acid schif{PAS), que identifica polissacarideos neutros e glicoproteinas
(Bancroft e Cook, 1994 lcian bluepH 2.5, que marca polissacarideos acidos
nas formas sulfatadas e carboxiladas (Pearse, 1968), mercurio de bromofenol, que
evidencia a presenca de proteinas totais (Pearse, 136Bje@ O, utilizado para
marcar lipideos (Bancroft e Stevens, 1996). Os protocolos utilizados para cada

coloracao estao descritos nos anexos | a VI.
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3.2.3.3 Avaliacédo dos tipos de fibras colagenas em microscopia de polarizacao

Utilizou-se a coloracao daicrosirius red(anexo VII) para caracterizar as
fibras colagenas existentes no tegumento (Junquetiral., 1979). Apds a
coloracdo, as laminas histologicas foram visualizadas em microscépio de luz
(Olympus BX-53), equipado com lente polarizadora e filtro que permitem a
visualizacdo das fibras colagenas do tipo | em vermelho e Ill em tons que variam

de amarelo a verde.

3.2.3.4 Histomorfometria do tegumento

Andlises histomorfométricas do tegumento foram feitas utilizando-se
cortes histologicos incluidos em resina e corados em HE. Foram fotografados,
aleatoriamente, 10 campos histolégicos por regido e por animal em
fotomicroscopio (Olympus BX-53)pertencente ao Laboratério de Sistematica
Molecular da UFV.

Utilizando-se o programbmage ProPluspertencente ao Laboratério de
Biologia Vegetal da UFV, foram feitas as seguintes mensuracfes: espessura da
epiderme, derme esponjosa e derme compacta, numero de glandulas por area

altura e largura das mesmas.

3.2.3.5 Andlise estatistica

Os resultados histomorfométricos obtidos para as regides corporais dentro
da mesma espécie foram avaliados através da comparacdo entre as meédias.
Quando se fez a comparacdo entre espécies para cada parametro analisado, em

cada regido, os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
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teste de Tukey a 5% de significancia. Para isso, utilizou-se o programa Genes,

pertencente a UFV. Os resultados foram expressos como meédia + desvio-padrao.

3.2.4 Avaliacdo do tegumento sob estereomicroscopia

Cinco exemplares de cada espécie provenientes da colecdo herpetolégica do
Museu de Zoologia Jodo Moojen da UF¥ampusVicosa, foram analisados
quanto a morfologia da superficie tegumentar da cabeca, tronco dorsal e ventral.
Estes animais foram fixados em formol 10% e mantidos em alcool 70%. As
superficies corporais foram visualizadas e fotografadas utilizando-se
estereomicroscépioZeiss V20 e software AxionVision pertencentes ao

Laboratorio de Ortopterologia da UFV.

3.2.5 Avaliacéo do tegumento em microscopia eletronica de varredura (MEV)

Amostras das trés regibes tegumentares foram fixadas por 2 h em
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 para andlise da
sua superficie. Em seguida, as amostras foram lavadas (2x) em tampao e pos-
fixadas em tetroxido de 6smio por 2 h. Depois de novamente lavadas em tampao,
as amostras foram desidratadas em uma série crescente de alcool etilico, durante
15 min em cada concentracdo (70, 80, 90, 95 e 100%), e submetidas ao ponto
critico utilizando CQ. Posteriormente, as amostras foram metalizadas com ouro e
observadas ao microscopio de varredura LEO VP1430 do Nucleo de Microscopia

e Microanalise da UFV.
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3.2.6 Avaliacdo do tegumento sob espectroscopia de raios X por energia
dispersiva (EDS)

A presenca da camada E-K foi avaliada a partir da andlise de distribui¢céo de
elementos quimicos no tecido: carbono, sodio, magnésio, fésforo, enxofre
potédssio, célcio e zinco. Para isto, amostras do tegumento das trés regides
corporais foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio
0,1M, pH 7,2. Posteriormente, as amostras foram lavadas (2x) em tampéao e
embebidas em solucdo de glicerina 30% por 3 h, seguida por criofratura com
nitrogénio liquido e desidratada em série alcodlica crescente (70, 80, 90, 95 e
100%), durante 10 min em cada solu¢cédo. ApGs a desidratacao, as amostras foram
submetidas ao ponto critico utilizando £®©cobertas com carbono. O material
processado foi fixado no suporte para visualizacdo das camadas do tegumento. As
andlises por EDS foram feitas em microscopio eletrénico de varredura LEOVP
1430, com aumento de 800X e com 20Kv de tensdo de voltagem, utilizando o
sdtware Iridium Ultra, pertencente ao Nucleo de Microscopia e Microandlise da

UFV.

3.2.7 Avaliacéo do tegumento em microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para avaliagcdo da ultraestrutura dos componentes tegumentares, amostras
foram fixadas por 2 h em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sodio
0,1M, pH 7,2. Em seguida, elas foram lavadas (2x) em tampéao e pos-fixadas em
tetroxido de ésmio por 2 h. Apos duas lavagens no tampéo cacodilato de sédio, o
material foi desidratado em série crescente de alcool etilico (70, 80, 90, 95%), por
20 min para cada concentragao e transferido para trés banhos em alcool absoluto.
Posteriormente, o material permaneceu por 15 min em mistura de alcool: resina
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Spurr na propor¢ao de 3:1, 15 min em alcool: resina Spurr na propor¢ao de 1:1, 30
min em alcool: resina Spurr na proporcao de 1:3 e, por ultimo, permaneceram 48
h em resina pura. As amostras foram polimerizadas com resina Spurr (Spurr,
1969) a 60 °C durante trés dias.

Seccdes semi-finas com 0,bm de espessura foram obtidas em
ultramicrétomo $orvall MT-2B ultra microtomee, posteriormente, coradas com
azul de toluidina 1% a 60 °C. Secc0Oes ultrafinas (80 nm) foram obtidas com o
auxilio de navalha de vidro e colocadas em grade de cobre, contrastadas por 15
min em acetato de uranila aquosa 1% e 10 min em citrato de chumbo (Reynolds,
1963). Por fim, as imagens foram capturadas no microscopio eletronico de

transmissa@eisseM 109 do Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

3.3 Resultados

3.3.1 Biometria corporaledP. burmeistere H. semilineatus

Com relacédo a biometria corporal, os espécimeburmeisteri(Fig. 1A)
pesaram em média 15,03 g + 4,07 e apresentaram comprimento rostro-cloacal
médio de 6,9 cm £ 0,83, enquanto que 0s animais da espé&menilineatugFig.

1E) apresentaram, respectivamente, médias de 3,45 g + 0,66ne #4(1,38.

3.3.2 Morfologia e histoquimica do tegumento nas trés regides corporRis de
burmeisterie H. semilineatus

As analises morfologicas da superficie tegumentarPdeéourmeisteri
mostraram pequenas verrugas na regido da cabeca (Fig. 1B) e tronco dorsal (Fig.

1C), sendo nesta ultima mais planas, e grandes verrugas no tronco ventral (Fig.
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1D), com algumas projecdes no apice e separadas por estrias profundas (Fig. 2C).
Na cabeca, as verrugas se mostraram mais altas, arredondadas e com espacos
maiores entre elas (Fig. 2A), enquanto que no tronco dorsal elas sdo mais baixas,
com apice plano, e mais proximas umas das outras (Fig. 2B).

Em H. semilineatus a regido da cabeca e tronco dorsal apresentaram
verrugas menores que asRleburmeisteriFig. 1F, G e 2D). Ja o tegumento do
tronco ventral possui grandes verrugas, porém mais baixas que as descrRas para
burmeisterj com estrias rasas separando-as (Fig. 1H e 2F).

N&o foram visualizados tubérculos e espinhos no tegumento das duas
espécies. Abertura de ductos glandulares, de formato eliptico ou triagunlar foram
encontrados nas duas espécies e nas trés regides estudadas (Fig. 2E).

Em todo o tegumento das duas espécies, a epiderme apresentou epitélio
estratificado pavimentoso com aproximadamente cinco camadas celulares, sendo
a mais externa, o estrato corneo, pouco queratineadmposto por uma camada
de células achatadas com nucleos alongados (Fig. 3A). Logo abaixo, observou-se
o estrato intermediario, composto por células achatadas a cubicas, com nucleo
oval e central (Fig. 3B). Grande quantidade de desmossomos, unindo as
membranas celulares, foram visualizados nesta regido (Fig. 3C). Por w@timo,
estrato basal, composto por uma camada de células com formato variando de
cubico a colunae nacleo central (Fig. 3B). Células de Merkel, identificadas pelo
citoplasma claro e nucleo oval (Fig. 3D), e células em forma de moringa, também
chamadas dé&lask Cell alongadas e com nucleo basal, estavam presentes no

estrato intermediéario (Fig. 3E).
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Figura 1: As figurasA-D correspondem a espé&eburmeisterie as figurag-H
correspondem a espécie semilineatusA e E- Fotografia de um exemplar
macho deP. burmeisterie H. semilineatusrespectivamente. As FigurBsD e H

sdo imagens obtidas em estereomicroscopiaF j&@ G sao fotografias do
tegumento que mostranB e F- Regido da cabeca evidenciando a presenca de
verrugas (*);C e G- Regido do tronco dorsal mostrando verrugas *e H-

Regido do tronco ventral mostrando a presenca de verrugas (*) e estrias (seta). As
fotografiasA, B, F e G foram feitas por José Lino Neto.
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Figura 2: Fotomicrografias eletronicas de varreduraPddéurmeisteri(A-C) e

H. semilineatugD-F) mostrando o tegumento das regides corporais da cabeca
(A e D), tronco dorsalB) e tronco ventralG e F) com verrugas (*), estrias
(setas) e abertura das glandulas (cabeca de Bet®egido do tronco dorsal
evidenciando as diferentes formas da abertura dos ductos das glandulas
tegumentares (cabeca de seta).
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Os resultados histoquimicos mostraram células PAS positivas no estrato
intermediario da epiderme (Fig. 3F). Além disso, a lamina basal, que separa a
epiderme da derme também foi positiva para esta técnica (Fig. 4A).

Abaixo da lamina basal, nas trés regifes corporais e nas duas espécies, esta
a derme esponjosa, formada por tecido conjuntivo frouxo (Fig. 4A), levemente
alcianofilico (Fig. 4B), com fibrocitos (Fig. 4A), células metacromaticas, como
mastocitos (Fig. 4C), glandulas exoécrinas (Fig. 3F e 4B), nervos e vasos
sanguineos. Fibras colagenas do tipo | e Ill foram identificadas pela coloragéo
vermelha e amarelesverdeado, respectivamente (Fig. 4D).

Abaixo da lamina basal, na derme esponjosa, estdo as unidades
cromatoforas. No tegumento da cabeca e do tronco dor$allmemeisteriesta
unidadeé composta por trés tipos celulares: os xantéforos, mais superficiais, com
formato globular, nucleo redondo e central, seguidos dos iridoforos, células
amareladas de formato alongado e nucleo basal, e por fim, os melanoéforos,
contendo granulos de melanina circular e cor escura. Estas células possuem
prolongamentos dendriticos que se estenderam em dire¢cdo aos xantéforos (Fig.
5A). Ja emH. semilineatusndo foi observada uma unidade cromato6fora téo
organizada nestas regides, quanto ao observad®. durmeisteri.Os iridoforos
estdo organizados em duas a trés camadas celulares e circundados por
melandforos, dispostos de maneira aleatdria, mais amarronzados e com granulos
nao tdo evidentes quanto os Bleburmeisteri Nao foi observada a presenca de

xantoforos (Fig. 5B).
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Figura 3: A- Seccao transversal da epidermeHdesemilineatusevidenciando o
estrato cérneo (Ec) com células nucleadas (N) e estrato espinhoso (Ee) com
diversos desmossomos (cabeca de seta) (MBY).Seccdo transversal da
epiderme deP. burmeisteri,mostrando-a formada por um estrato corneo (Ec),
espinhoso (Ee) e basal (Eb), todos nucleados (N). Logo abaixo, observa-se as
unidades cromatoforas formadas por xantéforos (Xa), iridéforos (Ir) e
melanoforos (Me). Coloracdo: HES- Seccdo transversal da epiderme Hie
semilineatusevidenciando desmossomos (cabeca de seta) no estrato espinhoso
(Ee) (MET).D- Seccéo transversal da epidermeHdesemilineatusinostrando os
estratos corneo (Ec), espinhoso (Ee) e basal (Eb), além de células de Merckel
(Cm). Coloracdo: HEE- Seccédo transversal da epiderme Rleburmeisteri,
mostrando o estrato corneo (Ec), espinhoso (Ee) e basalH&sk, Cell (Fc) e
unidades cromatoforas, formadas por xantéforos (Xa), iridoforos (Ir) e
melanodforos (Me). Coloracdo: HE:- Seccdo transversal da epiderme Rle
burmeisteri,mostrando unidades cromatéforas (*), células PAS positivas (cabeca
de seta) na epiderme (E) e nas glandulas seromucosas (seta). Coloracéo: PAS.
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Figura 4: A- Seccgao transversal do tegumentoRleburmeisterimostrando a
epiderme (E), derme esponjosa (De) e compacta (Dc), unidades cromatéforas (*),
fibrGcitos (seta) e lamina basal PAS positiva (cabeca de seta). Coloraca®-PAS.
Seccdao transversal do tegumentoHiesemilineatusmostrando a epiderme (E),
derme esponjosa (De) e compacta (Dc), além de células das glandulas
seromucosas AB(seta). Coloracadlcian BluepH 2,5.C- Seccéo transversal do
tegumento deH. semilineatusnostrando mastocitos metacromaticos. Coloracao:
azul de toluidina. D- Seccdo transversal do tegumentoHdesemilineatus
mostrando derme esponjosa (De), derme compacta (Dc) com fibras em vermelho
(tipo 1) e verde (tipo Ill). Coloracad®icrosirius Red
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No tronco ventral das duas espéciastouse a auséncia de unidades
cromatoforas, entretanto foi possivel encontrar iridoforos e melanéforos dispostos
aleatoriamente no tecido (Fig. 5C).

Em P. burmeisteri as analises ultraestruturais revelaram organelas
pigmentadas e redondas em todo o citoplasma dos xantéforos, plaquetas refletoras
de luz nos iridéforos e melanossomos pigmentados nos melandéforos (Fig. 5D).
Além disso, os prolongamentos dos melanéforos entremearam as outras células da
unidade, separando-as (Fig. 5D).

Em P. burmeisteri e H. semilineatusas trés regides corporais a camada
mais profunda do tegumento, denominada derme compacta, € formada por tecido
conjuntivo denso ndo modelado, contendo basicamente fibrécitos mergulhados
em uma extensa matriz extracelular (Fig. 4A). As fibras colagenas estéo
orientadas em camadas transversais e longitudinais (Fig. 6A), sendo estas
intercaladas. Além disso, em intervalos recorrentes, fibras colagenas verticais se
estendem desde a regido mais profunda da derme compacta até a derme esponjosa
(Fig. 6B e C). Sob polarizacado, estas foram identificadas como fibras coldgenas
do tipo | e lll, com predominio de fibras do tipo | (Fig. 4D). Abaixo da derme
compacta ha vasos sanguineos, nervos. No tronco ventral das duas espécies,

abaixo da derme compacta hd uma camada de iridoforos (Fig. 5C).
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Figura 5: A- Seccédo transversal da epiderme Rleburmeisterimostrando a
epiderme (E) e unidades cromatoforas formadas por xantoforos (Xa), iridoforos
(Ir) e melandéforos (Me). Coloracdo: HB- Seccao transversal da epiderme-de
semilineatusmostrando a epiderme, irid6foros (Ir), melanéforos (*) e derme
compacta (Dc). Coloracdo: HEC- Seccdo transversal da epiderme Fe
burmeisteri mostrando a epiderme, irid6foros (Ir), melanéforos (Me), derme
esponjosa (De) e compacta (Dc), além de glandulas lipidicas (Lp). Coloracao: HE.
D- Seccéo transversal da epiderme FBle burmeisteri (MET) mostrando a
epiderme (E) e uma unidade cromatéfora formada por xantéforos (Xa), iridoforos
(Ir) e granulos dos melandforos (cabeca de seta) entremeando as duas células
subjacentes.
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As duas espécies ndo apresentaram a camada Eberth-Kats(Bd€)ko
quando analisadas em microscopia de luz sob corantes histolégicos e
histoquimicos. Os resultados obtidos pela técnica de EDS confirmou este achado,
ao mostrar a distribuicho homogénea de elementos quimicos no tegumento.

Apenas foi verificada a acumulacéo de fosforo no nucleo de células (Fig. 7).

3.3.3 Histomorfometria do tegumento®eburmeistere H. semilineatus

Os resultados histomorfométricos mostraram que o tegumento do tronco
ventral das duas espécies possui maior espessura de epiderme que as demais
regides. EmH. semilineatusna regido da cabe@méda foi menor para este
parametro. Ainda nas duas espécies, a espessura da derme esponjosa no tronco
ventral foi maior que as médias observadas para o tronco dorsal e cabdta. Em
burmeisterj a derme compacta apresentou maior espessura na regido da cabeca,
seguida das médias para o tronco ventral e dorsal, enquanto qud. em
semilineatuss valores obtidos para as espessuras da cabeca e tronco dorsal foram
semelhantes entre si e menores do que o valor observado para o tronco ventral.

A comparacdo dos resultados histomorfométricos entre as espécies, nas
trés regides corporais (Tab. 1) mostrou dueburmeisteripossui as maiores

médias para a espessura dos trés componentes tegumentares (P < 0,05).

3.3.4 Histolologia, histoquimica e histomorfometria das glandulas tegumentares
deP. burmeistere H. semilineatus

Com relacaas glandulas tegumentares, foi observadoRenburmeisteri
quatro tipos de glandulas e df semilineatusdois tipos, sendo que estas se

fizeram presentes nas trés regides corporais avaliadas. Uma vez que as glandulas
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granulares possuem caracteristicas histologicas diferentes quanto ao seu conteudo,

estas foram descritas separadamente e denominadas glandulas granulares A e B.

Tabela 1: Espessura média da epiderme, derme esponjosa e derme compacta
emP. burmeisteri e H. semilineatusonsiderando trés regides corporais.

Epiderme (um) Derme esponjosa (um) Derme compacta (um)

CABECA
P. burmeisteri 38,46 + 10,592 96,51 * 25,62a 198,58 + 39,902
H. semilineatus 19,77 +5,85b 41,08 + 15,67b 78,59 + 18,14b

TRONCO DORSAL

P. burmeisteri 38,61+ 10,612 111,26 + 32,09a 142,37 + 38,892

H. semilineatus 22,35 +5,68b 48,54 +17,33b 79,71 + 26,73b
TRONCO VENTRAL

P. burmeisteri 51,47 £15,572 137,67 + 39,74a 171,02 £ 43,372

H. semilineatus 26,62 +8,67b 62,32 +20,78b 113,45 + 27,95b

Média + desvio-padrdo®"etras diferentes na mesma coluna s&o
diferentes estatisticamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey, considerando a
regiao corporal.
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Figura 6: A- Seccao transversal da epidermeHlesemilineatusmostrando as
fibras coldgenas em corte transversal (FiT) e longitudinal (FiL; MBT¥$eccéo
transversal da epiderme dP. burmeisteri mostrando a epiderme (E),
cromatoforos (*), derme compacta (Dc) e fibras colagenas verticais (seta).
Coloracédo: HEC- Seccéo transversal da epidermePdéburmeisterimostrando
fibras coldgenas em corte transversal (FiT), longitudinal (FiL) e verticais (FiV;
MET).

Figura 7. Mapa da distribuicdo dos elementos quimicos obtida por EDS. Cada
figura esta indicando um elemento quimico definido na porcao superior das
mesmas.



Nas duas espécies foram observadas glandulas seromucosas e granulares
do tipo A. Histologicamente, nas seromucosas a porcao secretora é formada por
células cubicas com nucleo basal a oval, liumen amplo e sem secrecdo no seu
interior. Algumas células se apresentaram basofilas outras acidoéfilas, ao serem
coradas por HE (Fig. 8A). J4 nas glandulas granulares A, a por¢cdo secretora é
sincicial, com nucleos basais alongados e citoplasma basal com uma fina faixa
basofilica, sendo o restante aciddéfilo, com granulos pequenos, esféricos, densos e
bem delimitados (Fig. 8B).

Em P. burmeisteriobservou-se mais dois tipos de glandulas, identificadas
como granulares B e lipidicas. As glandulas granulares B apresentaram
caracteristicas histolégicas semelhantes as granulares A, com excecdo da
morfologia dos granulos, que sdo grandes, arredondados e heterogéneos quanto a
forma e a coloracdo (Fig. 8C). Ja nas glandulas lipidicas o citoplasma basal é
eosinofilico, @ ndcleos arredondados e grandes goticulas lipidicas foram
visualizadas no citoplasma sincicial (Fig. 8D). Ao redor de todas as glandulas,
observou-se um mioepitélio formado por células alongadas e achatadas co
nacleos alongados (Fig. 8A - C).

Comparando-se a quantidade de cada glandula nas regides corporais de
cada espécie, percebe-se que as glandulas seromucosas foram as mais numerosas
nas duas espécies e nas trés regides, sendo o tronco ventral o local de maior
ocorréncia. EnH. semilineatusas glandulas granulares A foram mais abundantes
no tronco ventral, seguido da cabeca e do tronco dorsal. JA éormeister;
estas glandulas estavam em maior quantidade no tronco ventral, seguida pelo

tronco dorsal e cabeca. As glandulas granulares B e lipidicas se apresentaram em
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maior quantidade no tronco dorsal que nas regides do tronco ventral e cabeca de
P. burmeisteri

Os resultados obtidos da comparacao entre as espécies quanto a quantidade
de glandulas nas trés regifes corporais estdo mostrados na tabela 2. O tegumento
da cabeca e do tronco ventral ndo apresentou diferenca entre as espécies quanto a
quantidade de glandulas (P > 0,05). Entretanto, o tegumento do tronco dorsal de
H. semilineatusapresentou mais glandulas seromucosas Rudurmeisteri
ocorrendo o inverso para as glandulas granulares A (P < 0,05).

Com relacdo ao tamanho, os resultados mostraram que as glandulas
granulares A e B sdo maiores que as glandulas lipidicas e seromucoBas em
burmeisteri As glandulas granulares A sdo maiores mpacedo tronco dorsal,
enquanto que as glandulas granulares B sdo maiores no tronco ventral. As
glandulas granulares A d¢ semilineatusdo mais altas e mais largas do que as
glandulas seromucosas, sendo os tamanhos das mesmas semelhantes nas trés
regides. Comparando-se as espécies, glandulas granulares e seromucosas do
tegumento dé>. burmeisteriforam maiores em tamanho que as glandulald.de

semilineatugTab. 3).

52



Figura 8: A- Seccdao transversal do tegumentoRieburmeisterimostrando a
epiderme (E), iridoforos (Ir), derme esponjosa (De), glandulas seromucosas (SM)
com células basoéfilas (setas), células mioepiteliais (cabeca de seta) e ducto (Du)
Coloracéo: HEB- Seccdo transversal do tegumentdddsemilineatusnostrando

a epiderme (E), iridoforos (Ir), melanoforos (Me), derme compacta (Dc), glandula
granular A (Ga) e células mioepiteliais (cabeca de seta). ColoracdoCHE.
Seccgdo transversal do tegumentoRleburmeisterimostrando a epiderme (E),
glandula granular B (Gb) e células mioepiteliais (cabeca de seta). Coloracdo: HE.
D- Seccéao transversal do tegumentdPdédurmeisterimostrando a epiderme (E),
cromatoforos (*), derme compacta (Dc), glandula lipidica (Lp). Coloracéo: HE.
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Tabela 2: Quantidade de glandulas seromucosas, granulares A e B e lipidicas
no tegumento d@. burmeisteri e H. semilineatusonsiderando trés regides
corporais por 0,1mfn

Seromucosa Granular A Granular B Lipidica
CABECA
P. burmeisteri 1,37 + 0,89 0,15 £ 0,36a 0,17 £0,38 0,62 + 0,66

H. semilineatus 1,25 +0,92a 0,20 +0,40a - -
TRONCO DORSAL

P. burmeisteri 1,00 £0,84a 0,20 +0,40a 0,37 +£0,74 0,95 + 090

H. semilineatus 1,57 +1,19b 0,05 +0,22b - -
TRONCO VENTRAL

P. burmeisteri 1,75 £1,25a 0,50 + 0,55a 0,20 £0,40 0,85+0,76

H. semilineatus 1,67 +1,30a 0,60 £0,92a - -

Média + desvio-padrad;Letras diferentes na mesma coluna s&o diferentes
estatisticamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey, considerando cada regido
separadamente.

A analise histoquimica ndo apresentou diferenca entre as coloracdes feitas
em resina e parafina. As glandulas se coram da mesma forma para as duas
técnicas nas trés regidbes corporais de ambas as espécies. As glandulas
seromucosas foram positivas para PAS (Fig. @&jan bluepH 2,5 (Fig. 9B) e
mercurio de bromofenol (Fig. 9CINas células secretoras a marcagao positiva
estava localizada na porcao apical.

Nas duas espécies, glandulas granulares A marcsgositivamente
pelo mercurio de bromofenol nos granulos presentes no sincicio da porcao
secretora (Fig. 9D). J& nas glandulas granulares B, os granulos citoplasmaticos
foram positivos tanto para PAS (Fig. 9E) quanto para mercurio de bromofenol
(Fig. 9F). As glandulas lipidicas foram positivas para a colorag&ed O nas

goticulas da porgéo sincicial da glandula (Fig. 9G).
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Tabela 3: Valores médios da altura (um) e largura (um) das glandulas

seromucosas, granulares A e B e lipidicas do tegumenia darmeisteri e H.
semilineatusconsiderando trés regides corporais.

P. burmeisteri

H. semilineatus

P. burmeisteri

H. semilineatus

P. burmeisteri

H. semilineatus

P. burmeisteri

H. semilineatus

P. burmeisteri

H. semilineatus

P. burmeisteri

H. semilineatus

ALTURA

LARGURA

ALTURA

LARGURA

ALTURA

LARGURA

Seromucosa Granular A Granular B Lipidica
CABECA

51,22 +12,34a 62,98 + 21,93a 89,81 + 45,27 58,11 + 16,86

27,02 +6,68b 31,73+ 12,09b -

71,15+ 19,85a 94,424 + 49,18b 101,60 + 29,39 85,70 + 19,84

51,47 +1392b 72,20 +14,71b -
TRONCO DORSAL

54,32 + 14,14a 98,25 + 36,48a 89,12 + 24,16 62,44 + 13,17

36,64 +15,11a 49,21 +13,49a -

62,91 + 19,73a 132,60 + 32,03a 118,24 £ 21,11 80,08 + 24,24

52,51 + 16,14b 57,58 + 31,26b -
TRONCO VENTRAL

55,26 + 14,57a 82,72 + 30,45a 100,14 + 15,27 77,14 + 26,56

39,02 + 14,46b 42,73 +14,38b -

66,93 +17,34a 111,44 + 49,70a 128,29 + 23,78 93,68 + 25,57

61,52 +19,06a

61,30 + 16,05b

Média + desvio-padrdo®"Letras diferentes na mesma coluna s&o diferentes

estatisticamente (P < 0,05) pelo teste de Tukey, considerando-se cada regido e

cada variavel separadamente.
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Figura 9: A- Seccéao transversal do tegumentoRdeburmeisterimostrando a
epiderme (E), derme compacta (Dc), glandulas seromucosa (SM ), com células
PAS positivas (seta) e cromatoforos (*). Coloracdo: FASSeccao transversal

do tegumento dél. semilineatusmostrando a epiderme (E), cromatéforos (*),
derme compacta (Dc) e glandula seromucosa com célulags&m). Coloracgio:
alcian blue pH 2,5. C- Seccéo transversal do tegumento Fle burmeisteri
mostrando a epiderme (E), cromatéforos (*) e glandulas seromucosas com
granulos de proteinas em células MBeta). Colorac&o: mercurio de bromofenol.

D- Seccéo transversal do tegumentdPddurmeisterimostrando a epiderme (E),
cromatéforos (*) e glandulas granulares A com granulos de proteinas. Coloracao:
mercurio de bromofenoE- Seccao transversal do tegumentoPdeéburmeisteri
mostrando cromato6foros (*) e glandula granular B (Gb) com granulos.PAS
Coloracao: PASE- Seccdao transversal do tegumentddeurmeistermostrando
cromatéforos (*), glandulas seromucosas e glandula granular B (Gb) com
granulos MB e derme compacta (Dc). Coloragdo: mercurio de bromof&sol.
Seccado transversal do tegumento Rle burmeisterimostrando uma glandula
lipidica (Lp). Coloracéao: Oil Red O.
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3.4 Discussao

Os resultados mostraram que o tegumento Pdeburmeisterie H.
semilineatus apesar de possuir a mesma estrutura basica, apresenta algumas
peculiaridades entre as espécies e entre as regides corporais estudadas. Essas
caracteristicas podem ser relacionadas ao comportamento e ao micro-habitat de
cada espécie.

Das duas espécieB, burmeisterifoi a Gnica que apresentou glandulas
lipidicas. O achado histoquimico para esta glandula foi semelhante ao descrito por
Waburget al. (2000), para a espédidtoria caeruleg Nosiet al. (2002), pareP.
hypochondrialis azureae Barbeau e Lillywhite (2005), eiyla andersonii P.
hypochondrialise Rana utricularia Sabe-se que a secrec¢do lipidica cria um
microambiente apolar que reduz a perda de &gua e sua evaporacdo na superficie
do tegumento, protegendo-o contra a dessecac¢do durante os periodos mais quentes
do dia (Duellman e Trueb, 1994). Este fato é importante nesta espécie, ao
considerar que ela apresenta habitos noturnos e diurnos, quando geralmente é
encontrada pendurada em galhos, em vegetacao rasteira marginal, com altura
superior a 1,5m e arbustiva marginal (Dayrell, 2007). Ao dia, elas sao vistas em
ambientes ensolarados e disposta na posicao fetal. Essa posicdo fetal reduz a area
de perda de agua, contribuindo para evitar o dessecamento (Wells, 2007).

Ja H. semilineatus de habito noturno, sdo encontradas em vegetacao
emergente, rasteira marginal e arbustiva marginal, geralmente sobre folhagem
umida (Dayrrel, 2007), o que revela serem mais dependentes de ambientes
aguosos e com temperatura mais baixa.

Os resultados obtidos para as duas espécies mostram que no tronco ventral
o tegumento é mais desenvolvido, ao apresentar grandes verrugas, estrias, maior
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quantidade dos tipos glandulares e maior espessura das camadas tegumentares. A
maior espessura epidérmica no tronco ventral sugere um papel protetor contra o
atrito constante do ventre com o substrat@skstrias solucionam o problema de
acumulo e retencdo de produtos de secrecdo em regides onde ha maior
concentracdo de glandulas, ao distribui-los ao longo da superficie tegumentar por
capilaridade (Brito Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembugghal., 2007;
Goncalves e Brito-Gitirana, 2008; Felsembusrghal., 2009). Varios trabalhos

(Elias e Shapiro, 1957; Felsemburgh al, 2007; Felsemburglet al., 2009)
sugerem que as verrugas aumentam a area do tegumento, o0 que o torna capaz de
alocar maior quantidade de glandulas (Duellman e Trueb, 1994). Este fato foi
confirmado pelos nossos resultados que revelaram uma maior quantidade e
tamanho das glandulas seromucosas presentes na espessa derme esponjosa desta
regido, em ambas as espécies.

Sabe-se que o tegumento do tronco ventral € altamente vascularizado e,
consequentemente, funciona como um grande reservatorio de agua,
principalmente na regido pélvica (Duellman e Trueb, 1994; Wells, 2007). A alta
concentracdo de glandulas seromucosas nessa regido funciona como um
mecanismo de atracdo de moléculas de agua, j4 que o produto de sua secrecao,
glicoproteinas, polissacarideos neutros e &cidos, sdo altamente hidrofilicos e
facilitam o acumulo, a entrada e o armazenamento de agua. Essas moléculas
formam uma cobertura aquosa na superficie, evitando o superaquecimento e a
desidratacdo do animal e cont@mupara a termorregulacdo e as trocas gasosas e
idnicas (Els e Henneberg, 1990; Brito-Gitiragtaal., 2007). Além disso, Brito-

Gitirana et al. (2007) sugerem que esse tipo de secrecdo contribua para a
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sobrevivéncia dos anuros, ao diminuir o atrito e tornar o animal escorregadio,
auxiliando na fuga quando estes séo capturados por predadores.

A epiderme estratificada em todas as regides e nas duas espécies, com
estrato corneo nucleado, pouco queratinizado e umido, confere ao tegumento
protecdo mecanica sem impedir que ocorram as trocas gasosas e idnicas
(Duellman e Trueb, 1994). De acordo com Parakkal e Matoltsy (1964) e
Lillywhite et al. (1997), as células PAS positivas, encontradas na epiderme
sintetizam, armazenam e secretam muco, auxiliando na protecdo contra
desidratacdo e na respiracdo cutanea. Os inumeros desmossomos no estrato
intermediario nos leva a afirmar que se trata de um tipico estrato espinhoso,
discordando de alguns autores que o tratam apenas como estrato intermediario
(Parakkal e Matoltsy, 1964; Felsembusghal., 2007; Felsemburgat al., 2009).

A grande quantidade de desmossomos, observados sob MET, ajuda na
distribuicdo da forca de tensao, impedindo que as células se rompam (Junqueira e
Carneiro, 2008). As células em forma de moringiagk Cell3 e as células de
Merkel foram encontradas no estrato intermediario, diferente do descrito por
Duellman e Trueb (1994), que descreveram a localizacédo dessas células no estrato
basal. As células de Merkel sdo mecanoreceptoras e podem assessorar no
reconhecimento do ambiente (Junqueira e Carneiro, 2008). J4 as células em forma
de moringa estado relacionadas ao transporte de ions, sendo importantes na
osmorregulacao (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005).

Apesar das glandulas granulares A terem sido encontradas em maior
guantidade na regiao ventral, seu maior tamanho foi visto na por¢céao dorsal. Este
resultado também foi observado para as glandulas granulares B e lipidiPas em

burmeisteri A secrecdo proteica, identificada na glandula granular A,
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provavelmente esta mais relacionada com a defesa quimica do que propriamente
com caracteristicas do habitat, ao considerar que as duas espécies em gquestao
apresentaram este tipo glandular. Glandulas produtoras de toxinas em um
tegumento Umido é uma caracteristica sinapomorfica de anfibios (Duellman e
Trueb, 1994), podendo variar quanto ao contetdo e grau de toxicidade (Tempone
et al., 2007). Aminas biogénicas, alcaloides, cardiotoxinas, neurotoxinas,
alucinégenos e anestésicos tém sido identificados nos anuros, sendo relacionado
ao comportamento inter e intra-especifico e a defesa contra microrganismos
patogénicos, por isso, tém sido alvo de empresas farmacéuticas wjilezam

no tratamento de doencas causadas por bactérias e protozoarios (Duellman e
Trueb, 1994; Daly, 1995; Toledo e Jared, 1995; Clarke, 1997; Conlon, 2011;
Fernandes-Pedrosa, 2013).

Nossos resultados mostram que as glandulas granulares B sdo capazes de
produzir glicoproteinas, provavelmente envolvidas na defesa quimica como as
glandulas granulares A. Este resultado foi diferente do observado por
Felsemburgh et al. (2007) que, ao avaliarem glandulas granulares de
Odontophrynus americanoscom morfologia semelhante a das glandulas
granulares B deP. burmeisteri, verificaram que o sincicio produz apenas
substéancias proteicas. A heterogeneidade visualizada neste trabalho para esta
glandula, tanto para a forma quanto para a coloragcdo do granulo, provavelmente
se deve aos diferentes estagios de maturacdo dos mesmos ou a heterogeneidade da
secregdo, como descrito étinax nasicgTerreniet al., 2003) eHyla regilla
(Delfino et al.,2006).

A camada E-K, ausente em ambas as espécies, permite longos periodos de

exposicdo ao ambiente sem riscos de dessecacdo (@ared., 2009.
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Possivelmente, a auséncia desta camada estda sendo suprida, por unidades
cromatoforas altamente complexas, derme esponjosa capaz de atuar como
reservatorio de agua e diferentes tipos de glandulas exdcrinas.

As células cromatéforas formam uma barreira de protecdo térmica,
refletindo a radiacdo solar, controlando a dessecacdo e a temperatura desses
animais (Duellman e Trueb, 1994). A termorregulacdo esta envolvida tanto na
determinacdo da temperatura corporal 6tima, para que as vias metabdlicas atuem
eficientemente, quanto na definicdo da taxa de evaporacdo da agua, uma vez que
guanto maior a temperatura corporal maior a taxa de dessecacdo (Wells, 2007).
Este fato explica as diferentes organizaces das unidades cromatéforas observadas
no dorso e ventre das duas espécies. Locais mais expostos a radiacdo, como o
dorso, apresentaram células cromatoforas formando camadas continuas. Areas
onde a exposicao a radiacdo € menor, como o tronco ventral, essas unidades estéo
mais espacadas ou em menor quantidade. Segundo Lillyehitd. (1997),
animais xeéricos tendem a aumentar o nimero de camadas de células cromatoforas,
0 que reduz a evaporacao de agua (Duellman e Trueb, 1994). gamilineatus
observou-se a auséncia de xantoforos, assim com@adypedates maculatus
(Lillywhite et al.,1997). NGs supomos que a auséncia dos xantoforos seja suprida
pelas varias camadas de iridoforos encontradas nesta espécie.

Outro importante papel das unidades cromato6foras € a manifestacéo da cor
do tegumento desses animais, que além de estar envolvida no comportamento
social e sexual, também esta relacionada ao balanco hidrico e termorregulagao.
Como os cromatoforos séo sensiveis a mudancas luminosas e temperatura, cores
mais claras para periodos diurnos podem retardar o aguecimento e reduzir a perda

de agua (Duellman e Trueb, 1994; Pougihal, 2003, 2008). Mudancas de
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coloracdo foram observadas em campo, durante os periodos de colefd, para
burmeisterie H. semilineatusgujas coloracdes mostraram-se mais claras durante
o dia e escuras a noite.

As analises morfolégicas mostraram que as dermes esponjosa e compacta
sdo formadas basicamente por fibras colagenas. A organizacdo destas fibras e a
presenca de grande quantidade de substancia fundamental amorfa faz com que a
derme esponjosa sirva como reservatorio de agua, enquanto que a derme
compacta estaria envolvida na resisténcia a tensao e sustentacédo (Atealedo
2006; Jungqueira e Carneiro, 2008). A marcaglian blue positiva na derme
esponjosa, corresponde a presenca de mucopolissacarideos, observada
principalmente no tronco ventral das duas espécies, além disso, Aztvaldo
(2007) constataram a presenca de acido hialurénico apenas na derme esponjosa de
Bufo ictericusconfirmando que esta funcionaria como reservatorio de agua.

Ja na derme compacta, a grande concentracdo de fibras colagenas do tipo |
conferem resisténcia e sustentacdo ao tegumento, considerando que estas se
mostraram arranjadas em diferentes direcdes: longitudinais, transversais e
verticais (Duellman e Trueb, 1994; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Jungueira e
Carneiro, 2008). Os feixes de fibras colagenas verticais, provavelmente auxiliam
na sustentacao desta rede, funcionando como apoio, além de servirem como guia
de migracao para as células, como descrito por Gresan(1995) emXenopus
Laevis Estas células migratorias podem ser mastécitos que, no presente trabalho,
foram observados nas dermes.

Portanto, as diferencas na morfologia do tegumento podem justificar sua
influéncia sobre o comportamento e a escolha do habitat e micro-habitat de cada

espécie. Essas diferencas incluem mensura¢cées dos componentes do tegumento
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entre as regides corporais e o tipo de arranjo das unidades cromatéforas no dorso e
ventre. Além disso, a presenca de diferentes tipos de glandulas e,

consequentemente, a composi¢cado de substancias por elas secretadas permitem o
estabelecimento de mecanismos de protecdo mecanica e quimica importantes para

a sobrevivéncia destas espécies.
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4. Capitulo 1l

Morfologia do tegumento de duas espécies do généendropsophuviventes

na Mata Atlantica
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4.1 Introducéo

A taxonomia de anfibios tem sido alvo de muitas discussfes entre 0s
pesquisadores, principalmente quando se confronta a taxonomia tradicional,
baseada em andlises morfoldgicas, e a taxonomia moderna, que considera achados
moleculares (Faivoviclet al.,., 2005; Rossa-Feres e Nomura, 2005; Prado e
Pombal-Jr, 2008; Faivovictet al, 2010). Diferentes aspectos morfologicos
(Mercés e Junca, 2010), osteologicos (Prado e Pombal-Jr, 2008) e
comportamentais (Silva e Benmamam, 2008) tém sido considerados a fim de se
obter um diagnostico mais real da taxonomia do grupo.

Apesar de morfologicamente semelhante, o tegumento dos anfibios
apresenta um alto grau de plasticidade, podendo ser considerado espécie-
especifico. As variacbes podem ocorrer quanto a caracteristicas morfologicas,
como espessura de suas camadas, quantidade e distribuicdo de cromatoforos, tipo
e distribuicdo de glandulas (Toledo e Jared, 1995; Lillywatitd., 1997; Delfino
et al, 1999; Delfinoet al, 2002; Azevedet al, 2006; Felsemburgét al, 2007;
Melzeret al, 2011; Pratest al, 2012), bem como o produto de secre¢ao (Daly
et al, 1995; Clarke, 1997; Vanhoyt al, 2003; Leiteet al, 2005; Temponet
al., 2007; Conceicaet al, 2009; Braneet al, 2013).

A principal caracteristica relacionada a diversidade do tegumento esta
ligada a morfologia de suas glandulas e ao produto de secrecdo, sendo as mais
comuns as glandulas mucosas, responsaveis pela umidificacdo do tegumento
(Dapson, 1969; Brito-Gitiranet al, 2007; Rigolcet al, 2008; Sahiret al, 2008),

e as glandulas granulares, responsaveis pela produgdo de substancias toxicas que
protegem o animal contra predadores e patdégenos (Delfiab, 2001; Nosiet

al., 2002; Terrenet al, 2003; Gongalves e Brito-Gitirana, 2008).
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No entanto, outros aspectos morfolégicos podem auxiliar na taxonomia de
Anuros. Analises da superficie externa do tegumento revelam grandes dgerenca
entre as regides dorsal e ventral do corpo. A presenca de verrugas, tubérculos e
espinhos foram descritas para varias espécies (Elias e Shapiro, 1957; Brito-
Gitirana e Azevedo, 2005; Felsemburghal, 2007; 2009), sendo que apenas
Elias e Shapiro (1957) descrevem a presenca desta em membros da familia
Hylidae. A presenca da camada de Eberth-Katschenko (E-K) tem sido
documentada em algumas espécies (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Magigione
al., 2011), ndo havendo relatos na literatura acerca da sua presenca em hilideos.

Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi descrever e comparar
morfologia do tegumento de duas espécies do mesmo gé&emdropsophus
elegans(Wied-Neuwied, 1824) ®. minutus Peters,1872), avaliando possiveis

caracteristicas espgéeespecificas.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Captura dos animais

Quatro exemplares machos de cada espBeiedropsophus elegaifgvied-
Neuwied, 1824) ®. minutus Peters, 1872), foram coletados por meio de procura
ativa e visualizacdo direta na lagoa da Mata da Biologia, localizadampus
Vicosa da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em Vigosa/MG (20°45°27,5"S
e 42°51°38,7"W), durante 0s meses de setembro de 2012 a marco de 2013, sob
licenca do IBAMA numero 10504-1. ApOs a captura, os animais foram colocados
em sacos plasticos contendo um pouco de agua e ar e transportados vivos para o
Laboratorio de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV,

onde permaneceram até o momento da eutanasia.
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4.2.2 Biometria corporal, eutanasia e obtencdo do tegumento

O comprimento rostro-cloacal e o peso dos animais foram avaliados
utilizando-se paquimetro de metal e balanca de precisdo de 0,001g (Bel
Engineering® 210A), respectivamente. Em seguida, os animais foram
eutanasiados aplicando-se xilazina (10 mg/kg/IM) e quetamina (150 mg/kg/IM),
para sedacdo e anestesia, e posterior decapitacdo, conforme as normas do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria - Resolugcdo N° 1000 de 11 de maio de
2012 (CFMV, 2013) e sob autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFV (processo 067/2012).

Amostras do tegumento de trés regides corporais, cabeca, tronco dorsal e
tronco ventral, foram retiradas com auxilio de bisturi e tesoura. Apds a
dissecagéo, as amostras foram fixadas por imersdo em solugdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) por 24 h, para analise em microscopia de luz, e em solucdo de
glutaraldeido 2,5% em tampdao cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2 (Souza, 2007),
para a avaliagdo em microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de raios

X.

4.2.3 Avaliacado do tegumento sob microscopia de luz

4.2.3.1 Processamento histoldgico

Todas as amostras do tegumento foram processadas histologicamente
para inclusdo em parafina e resina. Para o primeiro meio de inclusdo, as amostras
fixadas foram desidratadas em série alcodlica crescente (70%, 80%, 90% e
absoluto), com banhos de 1 h em cada concentracédo, sendo realizado trés banhos
no alcool absoluto. Em seguida, as amostras foram diafanizadas em xilol,
fazendo-se trés passagens de 1 h em cada banho, e embebidas em parafina,
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também em trés banhos, por 1 h cada. As amostras do teguenbidoadas em
parafina foram levadas ao micrétomo (Leica, RM2155) para a obtencdo de
seccOes de 5 um de espessura, utilizando-se navalhas de aco.

Ja as amostras para inclusdo em glicol metacrilato (Historesina®)Leica
foram desidratadas seguindo a mesma série alcoolica crescente (70%, 80%, 90% e
absoluto), sendo que os banhos foram de 30 min em cada solucdo. Na sequéncia,
o material passou por infiltracdo em historesina usada, por 24 h, e em historesina
nova por 2 h, quando fenblocado em resina com polimerizador. Foram obtidos
cortes histoldgicos do tegumento com 3 pm de espessura em micrétomo (Leica,
RM2155), utilizando navalhas de vidro.

Os cortes histoldgicos incluidos em parafina e resina foram montados
entre lamina e laminula ap6s as coloragfes, utilizando-se resina de montagem

(Entellar?).

4.2.3.2 Coloracdes histoldgicas e histoquimicas

Todas as coloracdes utilizadas foram feitas em cortes histolégicos
incluidos em parafina e historesina. A excecdo ocorreu no caso da técnica
histoquimica para a deteccdo de lipideos, cujo material foi fixado em
paraformaldeido 4% tamponado e diretamente infiltrado, por 24eimblcado
em resina, sem desidratacao prévia.

A descricdo histologica do tegumento foi realizada utilizando-se as
seguintes coloracdes: hematoxilina-eosina (HE), para avaliagdo da arquitetura do
orgao e afinidade acido-basica dos seus constituintes (Tetl@ada2003) e azul
de toluidina, para evidenciar a presenca de células e estruturas metacromaticas

(Tolosaet al.,2003).
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Ja as avaliacBes histoquimicas foram feitas utilizando as técnicas de
periodic acid schif{PAS), que identifica polissacarideos neutros e glicoproteinas
(Bancroft e Cook, 1994 lcian bluepH 2,5, que marca polissacarideos acidos
nas formas sulfatadas e carboxiladas (Pearse, 1968), mercurio de bromofenol, que
evidencia a presenca de proteinas totais (Pearse, 136Bje@ O, utilizado para
marcar lipideos (Bancroft e Stevens, 1996). Os protocolos utilizados para cada

coloracao estdo descritos nos anexos | a V1.

4.2.3.3 Avaliacao dos tipos de fibras colagenas em microscopia de polarizacéo

Utilizou-se a coloracao daicrosirius red(anexo VII) para caracterizar as
fibras colagenas existentes no tegumento (Junquetiral., 1979). Apds a
coloracéo, as laminas histologicas foram visualizadas em microscépio de luz
(Olympus BX-53), equipado com lente polarizadora e filtro que permitem a
visualizacdo das fibras colagenas do tipo | em vermelho e Il em amarelo-

esverdeado.

4.2.3.4 Histomorfometria do tegumento

Andlises morfométricas do tegumento foram feitas utilizando-se cortes
histoldgicos incluidos em resina e corados em HE. Foram fotografados,
aleatoriamente, 10 campos histolégicos por regido e por animal em
fotomicroscopio (Olympus BX-53)pertencente ao Laboratorio de Sistematica

Molecular da UFV.
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Utilizando-se o programbmage ProPluspertencente ao Laboratorio de
Biologia Vegetal da UFV, foram feitas as seguintes mensuracfes: espessura da

epiderme, derme esponjosa e derme compacta.

4.2.3.5 Analise estatistica

Os resultados histomorfométricos obtidos para as regides corporais dentro
da mesma espécie foram avaliados descritivamente, através da comparacao entre
as médias. Quando fez-se a comparacdo entre espécies para cada parametro
analisado, em cada regido, os resultados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey a 5% de significancia. Para isso, utilizou-se o
programa Genes, pertencente & UFV. Os resultados foram expressos como média

* desvio-padrao.

4.2.4 Avaliagédo do tegumento sob estereomicroscopia

Cinco exemplares de cada espécie provenientes da colecdo herpetolégica do
Museu de Zoologia Jodo Moojen da UF¥ampusVicosa, foram analisados
quanto a morfologia da superficie tegumentar da cabeca, tronco dorsal e ventral.
Estes animais foram fixados em formol 10% e mantidos em alcool 70%. As
superficies corporais foram visualizadas e fotografadas utilizando-se
estereomicroscopioZeiss V20 e software AxionVision pertencentes ao

Laboratério de Ortopterologia da UFV.

4.2.5 Avaliagdo do tegumento em microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Amostras das trés regibes tegumentares foram fixadas por 2 h em

glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 para analise da
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sua superficie. Em seguida, as amostras foram lavadas (2x) em tampéo e pos-
fixadas em tetroxido de 6smio por 2 h. Depois de novamente lavadas em tampéao,
as amostras foram desidratadas em uma série crescente de alcool etilico, durante
15 min em cada concentracdo (70, 80, 90, 95 e 100%), e submetidas ao ponto
critico utilizando CQ. Posteriormente, as amostras foram metalizadas com ouro e
observadas ao microscopio de varredura LEO VP1430 do Nucleo de Microscopia

e Microanalise da UFV.

4.2.6 Avaliacdo do tegumento sob espectroscopia de raios X por energia
dispersiva (EDS)

A presenca da camada E-K foi avaliada a partir da andlise de distribui¢céo de
elementos quimicos no tecido: carbono, sodio, magnésio, fosforo, enxofre,
potédssio, célcio e zinco. Para isto, amostras do tegumento das trés regibes
corporais foram fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de sédio
0,1M, pH 7,2. Posteriormente, as amostras foram lavadas (2x) em tampéao e
embebidas em solucdo de glicerina 30% por 3 h, seguida por criofratura com
nitrogénio liquido e desidratada em série alcodlica crescente (70, 80, 90, 95 e
100%), durante 10 min em cada solucdo. ApGs a desidratacdo, as amostras foram
submetidas ao ponto critico utilizando £®©cobertas com carbono. O material
processado foi fixado no suporte para visualizacdo das camadas do tegumento. As
analises por EDS foram feitas em microscépio eletrbnico de varredura LEOVP
1430, com aumento de 800X e com 20Kv de tensdo de voltagem, utilizando o
software Iridium Ultra pertencente ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da

UFV.
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4.3 Resultados

A espécieD. elegangFig. 1A) apresentou peso corporal de 1,24 g+ 0,13 e
comprimento rostro-cloacal de 2,46 cm + 0,20, enquant®quanutus(Fig. 1D)
pesou, em média, 2,82 g £ 0,63 e mediu 2,04 cm % 0,19. As principais diferencas
entre elas estao resumidas na tabela 2.

Superficialmente, sob MEV e estereomicroscopia, observou-se na
epiderme deD. elegansalgumas projecbes na cabeca e no tronco dorsal
semelhantes a verrugas, com apice achatado (Fig. 1BP.Eninutusapenas a
epiderme se projeta, formando pequenas barreiras para a formacdo de pogcos em
toda a extensdo dorsal (Fig. 1E). Ja na regido ventral das duas espécses nota-
grandes verrugas (Fig. 1C e F). Em todas as regides, tanib elagansjuanto
D. minutusas projecdes foram separadas por estrias.

O tegumento desses anuros € constituido por epiderme, com epitélio
estratificado pavimentoso formado pelo estrato cérneo, mais superficial, com uma
camada de células alongadas, achatadas e pouco queratinizadas, contendo ndcleos
acompanhando a forma da célula, pelo estrato espinhoso, formado por células
menos achatadas que o estrato cOrneo e com nudcleos centrais e ovalados, e pelo
estrato germinativo, mais basal, com célul@siaas contendo nudcleo central e
oval (Fig. 2A). As duas espécies apresentaram poucas células em forma de
moringa, cujo formato se mostrou alongado e com nucleo basal (Fig. 2B), e
células de Merkel, ovais, com citoplasma claro e nucleo arredondado e central,
nas regibes da cabeca e do tronco dorsal (Fig. 2C). Ja no ventre, essasecélulas s
mostraram abundantes. Percebeu-se que a quantidade dessas células nesta regido

se mostrou maior efd. minutusque enD. elegans.
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Abaixo da epiderme das duas espécies, obsa®auderme esponjosa
formada por tecido conjuntivo frouxo contendo células cromatéforas, glandulas
exdcrinas envoltas por células mioepiteliais e vasos sanguineos, sendo estes mais
numerosos enmD. minutus Logo abaixo estd a derme compacta, formada
basicamente por fibroblastos e fibrécitos mergulhados em uma extensa matriz
extracelular (Fig. 2D). Nesta, as fibras colagenas se posicionaram na horizontal,
na maior parte da camada, intercaladas por fibras verticais (Fig. 2H). Em ambas as
espécies e em todas as regifes, abaixo da derme compacta, obseatgous
vasos sanguineos e nervos. O corgritgosirius red quando analisado sob
polarizacdo, evidenciou a presenca de fibras colagenas do tipo | e lll nas duas
dermes, sendo que na derme compacta houve predominio de fibras do tipo | (Fig.
2E).

Nas duas espécies, as células cromatoforas, xantoforos, iridéforos e
melandforos, ndo se arranjaram em unidades bem definidas. Elas estavam
sozinhas, dispostas em faixas continuas ou formando aglomerados celulares. Em
geral, na cabeca e no tronco dorsal as células formavam uma faixa continua de
iridéforos com 2 a 3 camadas @n eleganse uma camada ed. minutus estas
células apresentam-se arredondadas com nucleo redondo e central. Abaixo dos
iridoforos observou-se melanéforos dispostos aleatoriamente, apresentando
prolongamentos finos que se direcionam para os irid6foros formando uma camada
logo abaixo da epiderme ein elegangFig. 2F). Os melanéforos d2 minutus
se apresentaram bem maiores que Rmelegans(Fig. 2G). Nessas espécies
poucos xantoforos foram visualizados. No tronco ventral de ambas, os iridéforos
foram encontrados abaixo da derme compacta e ndo foram observados

melanoforos e xantéforos (Fig. 2H).
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Figura 1. As figurasA-C correspondem a espédie eleganse as figuradD-F
correspondem a espédde minutus A e D- Fotografia de um exemplar macho de

D. eleganse D. minutus respectivamente. A Figu@ é uma imagem obtida em
estereomicroscopia, &, E e Fsdo micrografias Sob MEV. As imagens mostram:

B e E- Regido da tronco dorsal evidenciando a presenca de verrugas (*), estrias
(setas) e elevacdes epidérmicas (cabeca de €etdj— Regido do tronco ventral
mostrando verrugas (*) e estrias (setas). As fotogr&fi@sD foram feitas por

José Lino Neto.
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Entre a derme esponjosa e a derme compeaiana camada basdfila (Fig.
3A) e metacromatica (Fig. 3B), conhecida como camada Eberth-Katschenko (E-
K), visualizada apenas na cabeca e no tronco dorsal de ambas as espécies.

Em D. minutusesta camada se mostrou mais espessa. Através das analises por
EDS foi possivel identificar célcio (Fig. 3E), fosforo (Fig. 3F) e sédio (Fig. 3G)
em maiores concentracdes e zinco (Fig. 3H) e potéassio (Fig. 3I) em menores,
formando esta camada. Hn minutusforam observadas células envolvidas pela
camada E-K, apresentando nucleos minusculos e citoplasma claro (Fig. 3A). Em
D. elegansessas células raramente foram observadas. A analise histoquimica da
camada E-K mostrou uma leve alcianofilia, quando corada|otan Blue pH

2,5, nas regides em que esteve presente (Fig. 3C).

Com relacdo as glandulas exdcrinas, as duas espécies apresentaram, nas
trés regides tegumentares, glandulas seromucosas e glandulas granulares do tipo
A. Apenas a espécib. elegansapresentou glandulas granulares do tipo B. As
glandulas seromucosas sdo formadas por uma camada de células cubicas,
baséfilas ou aciddéfilas, com nucleo basal e oval compondo a por¢cdo secretora,
(Fig. 4A), além de lumen amplo. Ja as glandulas granulares A e B apresentaram
células com nucleo basal e alongado, citoplasma basal com uma fina faixa
basofila e porcdo secretora sincicial. Neste sincicio foram encontrados granulos
grandes e ovais na glandula granular AodelegangFig. 4B) e pequenos e ovais
em D. minutus(Fig. 4C). Na glandula granular B foram observadas grandes
vesiculas redondas e translicidas (Fig. 4D). Bmminutus as glandulas

granulares foram encontradas em pouca quantidade.
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Figura 2: A- Seccao transversal do tegumento [Dle elegansmostrando a
epiderme com seus estratos corneo (Ec), espinhoso (Ee) e basal (Eb), além da
derme esponjosa (De). Coloragdo: B .Seccao transversal do tegumentdde
minutus mostrando a epiderme (E) com células em forma de moringa (setas),
derme esponjosa (De), derme compacta (Dc) e vasos sanguineos (Vs). Coloracéo:
Azul de toluidinaC- Seccéo transversal do tegumentddeninutusmostrando a
epiderme (E) com células de Merckel (cabeca de seta) e derme esponjosa (De).
Coloracdo: HED- Seccdo transversal do tegumentoDdeslegansmostrando a
epiderme (E), iridéforos (Ir), xantoforos (Xa), melanéforos (*) e derme compacta
(Dc). Coloracdo: HE.E- Seccdo transversal do tegumento [be minutus
mostrando as fibras colagenas em vermelho (Tipo I) e verde (Tipo Ill), formando
as dermes esponjosa (De) e compacta (Dc). ColorRBgéosirius red F- Seccao
transversal do tegumento Be elegansamostrando a epiderme (E) com células de
Merckel (cabeca de seta), prolongamentos de melanofotos (*), iridoforos (Ir),
camada E-K (estrela) e derme compacta (Dc). Coloragédo: GiESeccédo
transversal do tegumento & minutusmostrando a epiderme (E), melandforos

(*), iridéforos (Ir), camada E-K (estrela) e derme compacta (Dc). Coloracao: HE.
H- Seccao transversal do tegumentoDdeelegansmostrando a epiderme (E) e
derme compacta (Dc) com fibras verticais (seta). Coloragao: HE.

84



85



g e e
\xﬂrk“#_ﬁ'l o)
.- _ S LR

Figura 3: A- Seccdao transversal do tegumentdDdeninutusmostrando a derme
esponjosa (De) e compacta (Dc), melanéforos (*), cama#a(&strela) com
pequenas células por ela envolvida (seta). ColoracdoBHEecc¢ao transversal

do tegumento d®. elegansmostrando a epiderme (E), melanéforos (*), derme
compacta (Dc), e camada E-K metacromatica (estrela). Coloracdo: Azul de
toluidina. C- Seccédo transversal do tegumento e elegansmostrando a
epiderme (E), melandforos (*), camada E-K alcianofilica (estrela), derme
esponjosa (De) e compacta (Dc), além de glandulas seromucosas (SM).
ColoracaoAlcian bluepH 2,5.D- Seccéo transversal do tegumentddeninutus
mostrando vasos sanguineos (Vs), derme compacta (Dc) e mastécitos
metacromaticos (seta). Figurksl- Fotomicrografias sob EDS, evidenciando os
elementos quimicos que formam a camada E-K, sendo a Eg@alcio (Ca) F-
Fosforo (P)G- Sodio (Na)H- Zinco (Zn) el- Potassio (K).
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Figura 4: A- Seccao transversal do tegumento [Dle elegansmostrando a
epiderme (E), derme compacta (Dc), melanéforos (*) e glandulas seromucosas
(SM) com células eosinofilicas (seta). Coloracdo: BESeccao transversal do
tegumento déd. elegansmostrando a epiderme (E), melanoforos (*), iridoforos
(Ir) glandulas seromucosas (SM) e glandular A (Ga). Coloragcao:GiEeccao
transversal do tegumento & minutusmostrando a epiderme (E), melandforos

(*), derme compacta (Dc) além de glandulas granulares A (Ga), com células
mioepiteliais (cabeca de seta). Coloragdo: HE. Seccao transversal do
tegumento deD.elegans mostrando a epiderme (E), melanéforos (*), derme
compacta (Dc), glandulas seromucosas (SM) e glandulares B (Gb). Coloracao:
HE.
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N&do houve diferencas histoquimicas entre as regides e as espécies
estudadas. As glandulas seromucosas foram positivas para PAS (Fig. 5A), AB
(Fig. 5B) e MB (Fig. 5C) na superficie apical. As glandulas granulares A
apresentaram o citoplasmatica MB positivo (Fig. 5D). Ja seus granulos
apresentaram suas delimitacbes MB positivos, com o interior pouco corado. As
glandulas granulares B foram positivas paraAlzian blue pH 2,5 no
citoplasmatica (Fig. 5E). Alguns granulos das glandulas granulares A
apresentaram diferentes intensidades de roxo quando corados pelo azul de
toluidina (Fig. 5F). A metacromasia também foi observada em células das porcdes
superior e inferior das dermes, sendo provavelmente mastécitos (Fig. 3D). Todo o
tegumento apresentou-se negativo para a deteccao de lipid€xibrpdrO.

Analisando cada espécie separadamente, viu-se que a epideride em
elegansfoi mais espessa no tronco ventral, enquanto queDemminutusas
espessuras foram similares nas trés regiées corporais. A derme esponjosa se
mostrou mais espessa na cabecdeminutuse no tronco ventral el. elegans
engquanto que a derme compacta foi mais espessa no tronco ventral das duas
espécies.

Comparando-se as espessuras da epiderme das duas espécies por regido,
observou-se quB. elegansapresentou maior espessura apenas no tronco yentral
quando comparada col. minutus Com relacdo a derme esponjosa e derme
compacta, D. elegansapresentou maiores espessurasuminutus para todas

as regides (Tab. 1).
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Figura 5: A- Seccado transversal do tegumento Dle elegansmostrando a
epiderme (E), derme esponjosa (De) e compacta (Dc) além de glandulas
seromucosa (SM), com células PAS positivas (seta).Coloracdo: B2ARccéo
transversal do tegumento d2. minutus mostrando a epiderme (E), derme
esponjosa (De) e compacta (Dc), além de glandula seromucosa com células AB
(seta). ColoragaddAlcian bluepH 2,5.C- Secc¢éo transversal do tegumentoDde
minutus mostrando a epiderme (E), cromatoéforos (*), derme compactagDc)
glandulas seromucosas com granulos de proteinas em células(Seta).
Coloracao: Mercurio de bromofend- Secc¢do transversal do tegumentoDde
elegansamostrando a epiderme (E) e glandulas granulares A (Ga) com granulos de
proteinas. Coloracdo: Mercurio de bromofen&: Seccdo transversal do
tegumento deD. elegansmostrando a epiderme (E), derme compacta (Dc),
glandula seromucosa (SM) e granular B (@ian blue positiva. Coloragéo:
Alcian bluepH 2,5.F- Secc¢do transversal do tegumentddelegansmostrando

a epiderme (E) e glandula granular A com alguns granulos metacromaticos (Ga).
Codloragéo: Azul de toluidina.
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Tabela 1: Espessura média da epiderme, derme esponjosa e derme
compacta d®. eleganse D. minutus nas trés regides do corpo.

Epiderme (um) Derme Esponjosa (um) Derme Compacta (um)

CABECA
D. elegans 25,41 +7,27a 49,40 £17,31a 68,97 + 20,802
D. minutus 26,93 £ 6,27a 31,87 +10,39b 56,29 + 15,20b

TRONCO DORSAL

D. elegans 25,40 + 8,38a 42,09 +15,21a 57,57 +16,78a

D. minutus 24,36 +5,32a 28,46 £9,02b 51,66 + 13,44b
TRONCO VENTRAL

D. elegans 30,60 +9,36a 55,18 + 20,41a 93,84 + 26,522

D. minutus 25,13 +7,93b 30,10 + 7,98b 67,49 + 17,54b

Média + Desvio Padrdo®™Letras diferentes na mesma coluna so
diferentes estatisticamente (P<0,05) pelo teste de Tukey, considerando
cada regido separadamente.
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Tabela 2: Principais diferencas do tegument®delegans D. minutus

DERME ESPONJOSA

EPIDERME
Cromatéforos GLANDULAS Camada E-K N
- x - Projecoes
Espécies | Regido J Células .
Células superficiais
Flask . s . Granular Granular envoltas
de Xantéforos Iridéforos Melanéforos | Seromucosas Espessura
Cells Merkel A B pela
E-K
+++
Dispostos Verrugas
Cabeca + + + ++ ++ ++ ++ + +
¢ em 2-3 achatadas
camadas
D.
elegans +++
Tronco Dispostos Verrugas
+ + + ++ ++ ++ ++ + +
dorsal em 2-3 achatadas
camadas
Tronco Verrugas
++ ++ - ++ - +++ ++ +++ - -
ventral grandes
++
. " -
Cabeca + + + Disposto ++ + - ++ ++ P»rollego_es
eml grandes epidérmicas
camada
D.
minutus ++
Tronco Disposto ++ Projecdes
+ + + ++ + - ++ ++ o
dorsal em1l grandes epidérmicas
camada
Tronco Verrugas
+++ +++ - ++ - +++ + - - -
ventral grandes

Os sinais indicam: (+++) abundante; (++) quantidade moderada;ré+)-)ando

visualizado.
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4.4 Discusséao

Os resultados obtidos mostraram que o tegumentD.deleganse D.
minutusapresenta diferencas morfologicas que permitem uma diferenciacao entre
as especies.

As caracteristicas morfolégicas de maior discrepancia entre as duas
espécies foram observadas nos granulos das glandulas granulares A, sendo
grandes enD. eleganse pequenos erd. minutus e a presenca de um terceiro
tipo glandular emD. elegans sendo denominadas granulares B. Aénhdulas
tegumentares participam tanto da defesa mecéanica quanto da manutencdo da
umidade tegumento. Isto porque elas preduzecrecfes mucosas contendo
glicoproteinas, glicosaminoglicanas acidas sulfatadas e carboxiladas e
polissacarideos neutros, cuja hidrofilia auxilia durante a fuga, diminuindo o atrito,

e contra a dessecacdo (Els e Henneberg, 1990; Duellman e Trueb, 1994; Brito-
Gitirana e Azevedo, 2005; Wells, 2007). Eelegansessa secrecao € liberada

tanto pelas glandulas seromucosas quanto pelas granulares B, enquant®que em
minutusapenas as seromucosas fazem este papel. As granulares A de ambas as
espécies apresentaram secrecdo de natureza proteica, cuja funcao esta relacionada
principalmente a defesa quimica, sendo geralmente toxica para predadores e
microrganismos patogénicos (Daly, 1995; Toledo e Jared, 1995; Conlon, 2011).

As projecOes epidérmicas observadasierminutusformam uma barreira
de retencdo de adguade substancias secretadas pelas glandulas tegumentares, e
provavelmente permitem a formacdo de pequenos pocos para acumulo das
mesmas. Este fato pode ter contribuido para a adaptacdo desses animais a
diferentes ambientes e climas. HHm elegans as projecdes sdo semelhantes a

verrugas aumentando assim a area de superficie, otimizando o desempenho das
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funcdes realizadas pelo tegumento. Nesta espécie, a umidificacdo, ao invés de
reter grandes quantidades de agua através da formacédo de pocos, € intensificada
pela presenca de glandulas granulares produtoras de polissacarideos, que atraem
moléculas de agua e impedem a dessecacéao (Els e Henneberg, 1990).

Além das projecdes epidérmicas, outras caracteristicas morfolégicas foram
identificadas como diferencial entre as espécies. O numero de células em forma de
moringa e de células de ewkel foi maior na superficie ventral de ambas as
espécies, ma®. minutusapresentou maior quantidade delas @ueelegans
Considerando que as células de Merkel participam no reconhecimento do
ambiente e as células em forma de moringa tém a capacidade de realizar o
transporte de ions (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Junqueira e Carneiro, 2008),
sugerese que a regido ventral erd. minutus tenha um papel maior na
osmorregulacdo e na mecanorrecepcao. Yorio e Bentley (1977), ao testarem o
efeito de horménios e resisténcia elétrica tanto na regido dorsal quanto na ventral
de Agalychnis dacnicolorprovaram que esta ultima possui maior permeabilidade
a agua e ions. Como as células em forma de moringa participam da
osmorregulacdo, ndés supomos que sua presenca em maior quantidade nesta regido
seja essencial para a ocorréncia do transporte de ions. Além disso, a alta
vascularizacdo desta regido pode auxiliar na distribuicdo de &agua e ions
absorvidos (Duellman e Trueb, 1994).

Apesar da espessura das regibes do tegumento ter mostrado diferencas
entre as espécies, con elegansapresentando as maiores medidas no tronco
ventral, a regido da derme esponjosa destaca-se por revelar caracteristicas espécie-
especificas marcantes: o tamanho dos melanoforos, a espessura da camada E-K e

a quantidade de ceélulas envolvidas por esta camada. Estes parametros se
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mostraram maiores enD. minutus quando comparado cor. elegans
Possivelmente,as pequenas células envolvidas pela camada E-K estdo
relacionadas com a formacédo desta camada. Por isso, conin ennutusa
camada E-K é mais espessa, essas células séo facilmente visualizadas. As
caracteristicas histoquimicas da camada E-K foram semelhantes ao descrito por
Azevedo et al. (2006) paraBufo ictericuse Mangioneet al. (2011) para
Ceratophryinessp,, apresentando metacromasia, alcianofilia e calcio. Nossos
resultados mostraram que, além dessas caracteristicas, esta camada contém
fésforo, sodio, zinco e potassio. Sabe-se que a camada E-K é formada por fibras
coldgenas e elasticas, onde minerais como calcio e fosfato sdo depositados
(Azevedoet al, 2005; Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Azeveelbal, 2006;
Felsemburglet al, 2009; Mangionet al, 2011). Muitos trabalhos propdem que
a funcdo desta camada seja de barreira contra desseca¢do ou protecdo mecanica
(Els e Henneberg, 1990; Duellman e Trueb, 1994; Wells, 2007), n6s supomos que
esta seja também um local de reserva de minerais impgrpamngeo processo de
osmorregulacdo desses animais, pois a ocorréncia da homeostasia no tegumento
exige um equilibrio de ions entre o ambiente interno e o externo (Wells, 2007).

A familia Hylidae possui taxonomia controversa e complexa (Faiveatich
al., 2005), sendo um fator de divergéncias entre morfologistas e bi6logos
moleculares (Frost, 2013D. elegansfoi removida da sinonimia délyla
leucophyllata(Caramaschi e Jim, 1982), sendo posteriormente classificada como
Hyla eleganse em seguid®endropsophus elegarfaivovichet al., 2005). J4 a
espécieD. minutus era inicialmente chamaddyla minuta (Frost, 2013). Suas
caracteristicas morfologicas, tanto do adulto quanto das larvas, permitirddn que

minutus desse 0 home a um grupo, contendo aproximadamente sete espécies
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(Kaplan, 1994). Poucos trabalhos utilizam o tegumento de anfibios para validar
dados taxonémicos, embora nenhum compare espécies do mesmo género, nem
trate de hylideos (Brito-Gitirana e Azevedo, 2005; Felsembetghl., 2007;
Rigolo et al, 2008; Felsemburgkt al, 2009). Esses achados mostram que
ferramentas que auxiliem na taxonomia de anuros sdo de grande importancia, pois
criam mais uma alternativa na determinacdo taxonémica de diversas espécies,
estabelecendo possiveis relacdes filogenéticas.

Portanto, as caracteristicas da superficie tegumentar, a presenca de
glandulas, a organizacdo de células cromatoforas e da camada E-K, bem como
espessura de camadas indicam uma possivel utilizacdo da analise morfoldgica do

tegumento como ferramenta para diferenciacao de espécies da familia Hylidae.
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5 CONCLUSOES GERAIS
1- Superficialmente, as espéciedypsiboas semilineatus Phyllomedusa

burmeisterie Dendropsophus elegampresentaram projecdes tegumentares
semelhantes a verrugas na por¢do da cabeca e tronco dorsal.J& em
minutus observou-se apenas elevacdes epidérmicas. Na regido ventral de
todas as espécies notou-se a presenca de grandes verrugas separadas por

estrias.

2- O tegumento das espécies avaliadas € formado por uma epiderme estratificada,
formada pelas camadas coOrnea, com células nucleadas e pouco
queratinizadas, espinhosa, com inameros desmossomos, e basal. 0s
principais tipos celulares encontrados foram os queratinécitos, as de células

de Merckel e células em forma de moringa.

3- Abaixo da epiderme visualizou-se a derme esponjosa, onde observamos
cromatoforos formando camadas continuas na regido da cabeca e tronco
dorsal e dispostos aleatoriamente no tronco ventral, além de glandulas
exocrinas diferenciadas para cada espécie, e derme compacta formada
principalmente por fibras colagenas do tipo | e lll, dispostas de forma
horizontal, cruzada e alternada, além de fibras verticais, vasos sanguineos e

nervos.

4- EmD. minutuse D. elegansobservamos entre as dermes, da regido da cabeca e
tronco dorsal, uma terceira camada, denominada E-K. Nesta foi possivel
identificar a presenca de glicosaminoglicanas &acidas sulfatadas e
carboxiladas, além de calcio, fésforo, sodio, zinco e magnésio. No ventre

esta camadeadéa ausente.
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5- Cada espécie apresentou um conjunto de glanddyasiboas semilineatus
D. minutusapresentaram glandulas seromucosas e granulares A. Apesar d
possuirem o mesmo conjunto de glandulas, a morfologia das granulares A
apresentose diferene entre elas.Phyllomedusa burmeistempresentou
glandulas granulares A e B, glandulas seromucosas e lipidicas.
Dendropsophus elegarapresentou glandulas granulares A e B, além de

Seromucosas

6- Glandulas seromucosas foram positivas para RASan blue pH 2,5e
mercurio de bromofenol. As glandulas granulares A apresentaram
marcacdes positivas para mercurio de bromofenol, enquanto que as
granulares B d®. burmeisteriforam positivas tanto para PAS quanto para
mercurio de bromofenol. J& as granulares BDdeslegansapresentaram
marcacdes positivas paadcian bluepH 2,5. As glandulas lipidicas foram

positivas parail red O

7- As caracteristicas histomorfométricas mostraram que cada espécie apresenta
diferentes espessuras dos componentes tegumegntquantidades e
tamanhos de glandulas para suas regifes. Neste contexto, a regido ventral

apresentou caracteristicas espécie-especificas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS
O estudo de espécies, tanto endémicas de Mata Atlantica, quanto espécies

que habitam outros biomas, refor¢ca a importancia da conducao de pesquisas que
visem contribuir no desenvolvimento de metas cujo objetivo principal seja
auxiliar nas questdes de preservacao dessas espécies e do ambiente em que elas
habitam. Neste sentido, o tegumento dos anuros pode nos fornecer informacdes
importantes quanto a fisiologia e comportamento do animal, além de apoiar
pesquisas quanto a taxonomia das espécies, elucidando aspectos evolutivos e

filogenéticos e até mesmo validar e revelar dados de histéria natural, sendo estes

tdo escassos na literatura
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7 ANEXOS

7.1 Anexo |: Coloragao por hematoxilina e eosina

Parafina

1. Desparafinizar as laminas histologicas;

2. Encubar durante 1 min em hematoxilina;
3. Lavar em &gua corrente por 2 min;

4. Encubar durante 40 segundos em eosina;
5. Lavar em agua corrente durante 1 min;

6. Desidratar, diafanizar e montar com laminula.

Resina

1. Encubar as lamina histolégicas em hematoxilina durante 10 min;
2. Lavar por 3 min em agua corrente;

3. Encubar durante 30 s em eosina;

4. Lavar por 2 min em agua corrente;

5. Secar e montar com laminula.
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7.2 Anexo IlI: Coloragao por azul de toluidina

Parafina

1. Desparafinizar as laminas histologicas;

2. Encubar durante 1 min em azul de toluidina 1% com borato de sédio
0,5%;

3. Lavar em agua corrente por 2 min;

4. Desidratar, diafanizar e montar com laminula.

Resina

1. Encubar as laminas histoldgicas durante 1 min em azul de toluidina

1% com borato de sédio 0,5%:;

2. Lavar por 3 min em agua corrente.

3. Secar e montar com laminula.
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7.3 Anexo It Coloragéo poOil Red O

Resina
1. Encubar durante 1 h a 60 °C em solucdoQileRed O0,3% em
isopropanol 60%;
2. Lavar rapidamente em agua corrente;

3. Secar e montar com laminula.
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7.4 Anexo IV: Coloraca®eriodic Acid Schif{PAS)

Parafina

1.

2.

3.

Desparafinizar as laminas histologicas;

Encubar em solucdo de acido peridédico 1% por 20 min;
Lavar em agua corrente por 2 min;

Encubar em Reativo de Schiff por 25 min no escuro;
Lavar em agua corrente durante 1 min;

Contra corar com hematoxilina por 1 min;

Lavar rapidamente em agua corrente;

Desidratar, diafanizar e montar com laminula.

Resina

1.

2.

3.

Encubar em solucdo de acido periédico 1% por 25 min;
Lavar em agua corrente por 2 min;

Encubar em Reativo de Schiff por 30 min no escuro;
Lavar em agua corrente durante 1 min;

Contra corar com hematoxilina por 2 min;

Lavar rapidamente em agua corrente;

Secar e montar com laminula.
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7.5 Anexo V: Coloracao paklcian BluepH 2.5

Parafina

1. Desparafinizar as laminas histologicas;

2. Encubar em solu¢éo de acido acético glacial 3% por 5 min;

3. Emcubar diretamente em solucdo Akeian Blue 1%, pH 2.5 em
solucéo de &cido acético glacial 3% durante 40 min a 60°C;

4. Lavar em agua destilada durante 1 min;

5. Contra corar solugéo dast red0,5% por 2 min;

6. Lavar rapidamente em agua destilada;

7. Desidratar, diafanizar e montar com laminula.

Resina

1. Encubar em solu¢do de acido acético glacial 3% durante 5 min;

2. Encubar em solucao de Alcian Blue 1% pH 2.5 em solucdo de acido
acético glacial 3% durante 2 h a 60 °C;

3. Lavar na mesma solucéo de acido acético 3%;

4. Contra corar com solugao taest red0,5% por 2 min;

5. Lavar rapidamente em agua destilada;

6. Secar e montar com laminula.
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7.6 Anexo VI: Coloragao por mercurio de bromofenol

Parafina
1. Desparafinizar as laminas histologicas;
2. Encubar durante 30 min solucdo de azul de bromofenol 0,5% com
cloreto de mercurio 1,5% em &cido acético 2%;
3. Lavar 3x, durante 10 mincada, em solu¢éo de acido acético 0,5%;
4. Lavar em agua corrente até que os cortes histoldogicos mudem da cor
verde para azul;

5. Desidratar, diafanizar e montar com laminula.

Resina
1. Encubar durante 2h solucdo de azul de bromofenol 0,5% com cloreto
de mercurio 1,5% em &cido acético 2%;
2. Lavar rapidamente em agua corrente;
3. Lavar 3x, durante 10 min cada, em solu¢éo de acido acético 0,5%;
4. Lavar em agua corrente até que os cortes histolégicos mudem da cor
verde para azul;

5. Secar e montar com laminula.
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7.7 Anexo VII: Coloracao pgicrosirius red

Parafina

1.

2.

Desparafinizar as laminas histologicas;

Encubar em solugdo deirius RedFsBA 0,1% em solugdo aquosa
saturada de 4cido picrico durante 1 hora;

Lavar em agua corrente por 2 min;

Encubar em HCI 0,01N durante 2 min.;

Lavar em agua corrente durante 1 min;

Contra corar com hematoxilina de Harrys por 2 min;

Lavar rapidamente em agua corrente;

Desidratar, diafanizar e montar com laminula.

Resina

1.

Encubar as lamina histol6gicas em soluca®ulieis Red~BA 0,1%
em solucdo aquosa saturada de acido picrico durante 48 horas;
Encubar em HCI 0,01N durante 2 min;

Lavar por 2 min em agua corrente;

Contra corar com hematoxilina de Harrys por 2 min;

Lavar rapidamente em agua corrente;

Secar e montar com laminula.
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