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RESUMO

Os anfibios estao sofrendo um severo declinio populacional, o que se faz necessario
a realizacao de estudos que enfatizam aspectos reprodutivos, para atenuar tal
problematica, visando a perpetuacao desses animais. Diante disso, o objetivo desse
trabalho foi mensurar as caracteristicas histotesticulares de Dendropsophus nanus,
obtendo informagdes sobre a biologia reprodutiva da espécie analisada. Para tanto,
foram coletados seis individuos de D. nanus, em uma area de cerrado no Estado de
Mato Grosso do Sul, no més de dezembro de 2015. Os espécimes foram
eutanasiados com lidocaina liquida 5%, em seguida, removeram-se os testiculos
que foram conservados em alcool 70%. Os testiculos foram processados segundo
protocolo do Laboratério de Biologia Estrutural de Vigosa, registraram-se as fotos do
parénquima testicular com o fotomicroscépio de luz, e a analise decorreu com
utiizagdo do programa Image Pro-Plus. O compartimento mais abundante no
parénquima testicular foi o tubular, preenchendo 79,9% enquanto que o
compartimento intertubular ficou restrito a 20,1%. Discriminando os componentes do
intertdbulo testicular, 0 mais reincidente foi o tecido conjuntivo com 68,7%, seguido
da célula de Leydig com 24,9%, vaso sanguineo 3,7%, vaso linfatico 2,4% e ducto
espermatico 0,3%. Na célula de Leydig, o citoplasma foi predominante ocupando
85,5% desta célula, e o nucleo ocorreu em 14,5%. Portanto, com os resultados
obtidos pode-se inferir que a D. nanus na época da amostragem estava em intenso
periodo reprodutivo, com producdo substancial de andrégenos, células germinativas
e gametas.

PALAVRAS -CHAVE: Anfibios, espermatogénese, Reproducéo.

HISTOMORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF TESTES
DENDROPSOPHUS NANUS (BOULENGER, 1889) (ANURA, HYLIDAE)

ABSTRACT
Amphibians are suffering a severe population decline, which makes it necessary to
carry out studies that emphasize reproductive aspects, to mitigate this problem,
aiming at the perpetuation of these animals. Therefore, the objective of this work was
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to measure the histotesticular characteristics of Dendropsophus nanus, obtaining
information on the reproductive biology of the analyzed species. For that, six
individuals of D. nanus were collected in a cerrado area in the State of Mato Grosso
do Sul, in the month of December, 2015. The specimens were euthanized with liquid
lidocaine 5%, then the testicles were removed and kept in 70% alcohol. The testicles
were processed according to the protocol of the Laboratory of Structural Biology of
Vicosa, photos of the testicular parenchyma were recorded through the light
photomicroscope, and the analysis was carried out using the Image Pro-Plus
program. The most abundant compartment in the testicular parenchyma was the
tubular one, filling 79.9% while the intertubular compartment was restricted to 20.1%.
Discriminating the testicular intertubule components, the most frequent was the
connective tissue with 68.7%, followed by the Leydig cell with 24.9%, blood vessel
3.7%, lymphatic vessel 2.4% and spermatic duct 0.3 %. In the Leydig cell, the
cytoplasm was predominant occupying 85.5% of this cell, and the nucleus occurred
in 14.5%. Therefore, with the results obtained it can be inferred that D. nanus at the
time of sampling was in intense reproductive period, with substantial production of
androgens, germ cells and gametes.
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INTRODUCAO

Os animais da classe Amphibia caracterizam-se por possuir tegumento
altamente permeavel e umido, o que permite a realizacdo da respiracao cutanea,
tornando-os suscetiveis tanto ao ganho quanto a perda de agua para o ambiente
terrestre (WELLS, 2010). Os ovos sdo constituidos por uma capsula gelatinosa e
sao desprovidos de protecdo contra a perda de agua. Desta forma, os anfibios
necessitam obrigatoriamente habitar ambientes umidos, ou até mesmo o ambiente
aquatico em alguma fase da vida (DUELLMAN; TRUEB, 1986). Atualmente, existem
cerca de 7.700 espécies de anfibios conhecidas, na qual a ordem Anura possui a
maior riqueza de espécies, com mais de 6.780 espécies, enquanto que no territdrio
brasileiro os anfibios possuem 1.080 representantes (FROST, 2015; SEGALLA et
al., 2016).

A familia Hylidae, no Brasil, ocupa o primeiro lugar em riqueza de espécies,
com atualmente 345 espécies descritas (SEGALLA et al., 2016). A espécie
Dendropsophus nanus, apresenta amplo periodo de vocalizagdo durante o ano,
iniciando a temporada de vocalizagdo em setembro e estendendo até marco, possui
diminuto tamanho corporal e € comumente encontrada em regides de cerrado
(SANTOS et al.,, 2007). No entanto, apresenta alta vulnerabilidade diante das
mudancas climaticas ocorridas no atual cenario mundial, diminuindo
consideravelmente a sua distribuigdo espacial (TORANZA et al., 2016).

O éxito na dispersdao dos vertebrados depende dentre outros fatores, da
interacdo entre as condi¢cdes do meio ambiente em que estado inseridos, com 0s
seus respectivos 6rgaos e ciclos reprodutivos. A regulacdo do ciclo reprodutivo
ocorre em resposta as mudancas abibdticas do meio, resultando na adaptacdo do
organismo do animal, através de mudancgas no seu ritmo neuroendécrino alterando
parametros fisioldégicos reprodutivos (BROWNE; ZIPPEL, 2007). Além disso, a
atividade reprodutiva de varios anfibios esta correlacionada, sobretudo, ao periodo
de umidade, e temperatura, as quais estimulam a maturagédo e desenvolvimento das
células germinativas nos testiculos, o que favorece a espermatogénese (BROWNE;
ZIPPEL, 2007).
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A espermatogénese é um processo altamente sincronizado, que ocorre dentro
de estruturas chamadas de tubulos seminiferos. Nos tubulos seminiferos, as células
basais desse processo, as espermatogbnias dipléides, sofrem substanciais
transformacdées em diferentes estagios, gerando como produto final células
haploides, os espermatozéides (SCHULZ et al., 2009). As mudancas nas condicdes
ambientais, como fotoperiodo, temperatura e umidade influenciam diretamente sobre
o potencial reprodutivo dos anuros, além de interferir na espermatogénese (HUANG
et al., 1997).

A espermatogénese dos anfibios € de natureza cistica, ou seja, todas as
células da linhagem germinativa se desenvolvem dentro de cistos
espermatogénicos, um processo sincronizado e coordenado. Em cada cisto
verificam-se células do mesmo estagio de diferenciacédo, potencializando o processo
espermatogénico (FERREIRA et al.,, 2009). Na espermatogénese 0s gondcitos,
primeiras células germinativas a habitarem os tubulos seminiferos, multiplicam-se e
diferenciam-se em espermatogbnias. A Ultima geracdo destas células, as
espermatogbnias B, iniciam o processo de meiose, formando os espermatocitos
primarios, que resultara na formacao de espermatocitos secundarios e espermatides
arredondadas, que por sua vez se diferenciam em espermatozoides (SCHULZ et al.,
2009).

Nos ultimos anos os anfibios, tém sofrido consideravel declinio populacional,
em diferentes regides do planeta (PEREIRA et al., 2012). Desta forma, é de grande
importancia conhecer os aspectos da biologia reprodutiva, através de estudos
morfolégicos testiculares, que visam o desenvolvimento de estratégias para a
protecdo e conservacao desses animais (CAREZZANO et al., 2015). Devido a
relevancia e a escassez de trabalhos nessa linha de pesquisa, este estudo teve por
objetivo mensurar as caracteristicas histomorfoldégicas do testiculo de
Dendropsophus nanus durante a estacdo chuvosa enfatizando o processo
espermatogénico, gerando informagdes sobre a biologia reprodutiva dessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Através do método de busca ativa foram coletados seis individuos da espécie
Dendropsophus nanus (licenca de coleta SISBIO 45889-1), numa area de cerrado
localizada no municipio de Campo Grande, estado de Mato Grosso do Sul. Os
individuos foram sacrificados através da aplicacdo de lidocaina liquida 5%. Em
seguida, realizou-se o corte longitudinal para remocgao dos testiculos, que foram
incluidos em paraformaldeido 4% com tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,4) num
periodo de 24 horas, apods isso, 0s mesmos foram conservados em alcool 70%.Todo
o0 experimento foi conduzido de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal e aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul — UFMS (protocolo de aprovacao
56729-1).

O material biolégico foi levado ao Laboratério de Biologia Estrutural da
Universidade Federal de Vigcosa, e foram realizados o processamento e andlise
histologica. Os testiculos foram desidratados em uma série etandica crescente,
ficando submersos no periodo de 60 minutos em cada concentracao alcodlica (80,
90, 100). Em seguida, os testiculos foram incluidos em glicol metacrilato (Historesin®
Leica), prosseguiu-se com a realizacdo de cortes seriados de 3 pm, obtidos em
micrétomo rotativo (Reichert-dung; Alemanha) com navalha de vidro. As laminas
foram coradas com azul de toluidina 0,5% e borato de sédio 1%, e preparadas com
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Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha). As imagens do parénquima testicular foram
obtidas com uso do fotomicroscépio Olympus BX-50 (Olympus, Tokyo). Todo o
processamento histolégico foi realizado criteriosamente segundo o protocolo do
laboratério de Biologia estrutural de Vigosa, da mesma forma como executado em
trabalhos anteriores (GOMES et al., 2012 ; PACHECO et al., 2016).

A proporgédo volumétrica do parénquima testicular foi realizada através de
imagens histotesticulares de D. nanus, que foram analisadas com o recurso do
programa Image Pro-Plus, através do qual foram mensurados volumetricamente a
proporcdo dos elementos do compartimento tubular e intertubular, no qual cada
imagem, em aumento de 200x foi aplicada um reticulo com 300 intersecgoes,
utilizando-se 10 imagens por espécime. O compartimento tubular foi discriminado em
todos seus componentes, epitélio germinativo, limen e lamina prépria; cada
interseccao foi computada com o elemento correspondente. Ademais, tratando-se
ainda do epitélio germinativo, este foi detalhado quanto a todos os tipos de cistos
germinativos, as espermatogbnias A e B, espermatdcitos | e I, espermatides; além
também das células de Sertoli.

No intertlbulo também mensurou-se todos o0s seus constituintes, como o
tecido conjuntivo (formado por fibroblastos), mastécitos, vasos sanguineos, vasos
linfaticos, ducto espermatico, e as células de Leydig; estas ultimas responsaveis
pela producdo de andrégeno masculino sob efeito do horménio luteinizante. No
entanto, a analise histomorfolégica do intertubulo, se deu com alcance de 1000
interseccdes por animal, vale ressaltar que as imagens utilizadas para mensurar o
intertibulo possuiam aumento de 400 vezes. As éareas tubulares e dos cistos,
referentes aos tipos celulares contados, foram obtidas a partir da mensuracao de
cinco seccgdes transversais do tubulo seminifero e dos cistos que apresentavam o
contorno o mais circular possivel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testiculos de anfibios anuros sao 6rgaos pares, que se encontram
envoltos de uma tunica albuginea, essa formada por tecido conjuntivo na qual
predomina a presenca de fibras de colageno. No interior dos testiculos verifica-se a
presenca de tubulos seminiferos, o qual é preenchido pelas células da linhagem
germinativa, de espermatogbnias a espermatozdides, além da célula de Sertoli
delimitando os cistos germinativos (FIG.1). Revestindo os tdbulos foram observadas
células mioides. Tal organizagdo é comum em anuros e peixes (CAREZZANO et al.,
2013; URIBE et al., 2014).
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FIGURA 1 — Parénquima testicular de Dendropsophus nanus destacando cistos
germinativos e elementos do intertdbulo. Vs: Vaso sanguineo; Tc:
Tecido conjuntivo; CI: célula de Leydig; VI: Vaso linfatico; Cm: célula
mioide; SpgA: espermatogbnia A; Se: célula de Sertoli. A=
espermatogbnias B; = espermatldes = espermatozoides.

Fonte/Créditos: Pachecc*C ®

A proporcdo ocupada entre os compartimentos tubular e intertubular é
variavel de acordo com a espécie, e constitui um dos principais fatores responsaveis
pelas diferencas na eficiéncia de producdo de espermatozdides (FRANCA;
RUSSELL, 1998). O compartimento tubular predominou no parénquima de
Dendropsophus nanus, ocupando 79,9% da area analisada. Pacheco et al. (2016)
estudando o testiculo de Boana albopunctata, obtiveram resultado semelhante, no
qual o tabulo ocupou 80,7% do parénquima, tal similaridade pode ser elucidada pela
grande proximidade filogenética das duas espécies, ambas espécies da familia
Hylidae.

Em um trabalho realizado com Lithobates catesbeianus, a ra-touro, o
compartimento tubular ocorreu em 81,4% do parénquima, valor similar ao do
presente estudo (GOMES et al.,, 2012). Comparando com vertebrados de outras
classes, roedor da familia Cricetidae, Rhipidomys macrurus, observou-se resultado
superior, com o tubulo ocorrendo em 84,4% da area histotesticular (OLIVEIRA et al.,
2015), similar aos quirépteras, Sturnira lilium, com 85% e Molossus Molossus, com
85.5% (MORAIS et al.,, 2013; MORAIS et al.,, 2014). No estudo realizado em

Phyllostomus discolor, morcego da familia Phyllostomidae obteve-se valor inferior
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comparado ao presente trabalho, com o tdbulo ocupando 67% do parénquima
testicular (JUNIOR et al., 2014).

Analisando discriminadamente a proporcao volumétrica dos constituintes do
tubulo, o epitélio germinativo compreendido por todas as células da linhagem
germinativa, ocupou 52,6% do compartimento tubular, seguido do lume 22,9%, e
lamina propria 4,4%. O epitélio germinativo da espécie estudada apresentou todas
as células da linhagem germinativa, nos diferentes estagios de diferenciagédo, assim
como observado em outros anfibios anuros, Leptodactylus chaquensis (VILLAGRA
et al., 2012), Ceratophrys ornata (CAREZZANO et al., 2013), Boana pulchella
(CAREZZANO et al., 2015), Rhinella schneideri (MONTEZOL et al.,, 2017). Os
diferentes cistos germinativos presentes no epitélio também foram detalhados
volumetricamente, o mais abundante foi da espermatogénia B correspondendo a
44,8% do epitélio germinativo. Os cistos de espermatides foram os segundos mais
reincidentes ocupando 17,2%, seguido da espermatogbénia A 6,3%, espermatocito
primario 11,7%, espermatdcito secundario 1%, enquanto que a célula de Sertoli
(célula somatica responsavel pela sustentacao dos cistos germinativos) ocupou 19%
do epitélio germinativo (FIG. 1). A grande abundancia de espermatogbnia B
demonstra que o processo espermatogénico esta em plena atividade reprodutiva, ja
que essa célula esta no inicio da sequéncia espermatogénica, proporcionando um
pool celular.

A area e didmetro dos tubulos e diferentes cistos germinativos em D. nanus
foi variavel, o tabulo seminifero obteve area média de 615 um e didmetro médio de
155 um. Dentre os cistos germinativos, a espermatog6nia B ocorreu com os maiores
valores tanto de area média 194 um, quanto de didmetro médio 47 um (Tabela 1).
Decrescentemente, as espermatides apresentando &area média de 186 pum e
didmetro médio de 44 um, os espermatdcitos | apresentaram valores de area média
176 um e diametro médio de 44 um, enquanto que os espermatécitos || mostraram
0s menores valores com area média de 151 ym e didmetro médio 37 um. Moya et
al., (2015) ao estudarem o testiculo do peixe Sympterygia bonapartii encontraram
valores superiores de didmetro médio das espermatides, com 280 um, e de
espermatogbnia B, com 195 um.

TABELA 1 — Area e diametro dos tlbulos seminiferos e cistos de células
germinativas de Dendropsophus nanus

Elementos Area (pm?°) Diametro (um)
Tubulo 615 155
Espermatog6nia B 194 47
Espermatécito | 176 44
Espermatécito Il 151 37
Espermatide arredondada 186 44

O compartimento intertubular de D. nanus ocupou 20,1% do parénquima
testicular. Outros trabalhos realizados em anfibios anuros apresentaram resultados
similares, com o intertdbulo testicular representando 19,3% em Boana albopunctata
(Anura, Hylidae) (PACHECO et al.,, 2016), 18,6% em Lithobates catesbeianus
(Anura, Ranidae) (GOMES et al, 2012). Conquanto, em mamiferos este
componente encontra-se em propor¢ao variavel. O compartimento intertubular,
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esteve em frequéncia de 15,62% em Rhipidomys macrurus, 6,87% Necromys
lasiurus (Cricetidae, Sigmodontinae) (OLIVEIRA et al., 2015), enquanto que em P.
discolor (Chiroptera, Phyllostomidae) foi constatada a presengca de 33% do
intertubulo (JUNIOR et al., 2014); 15% em Sturnira lilium (MORAIS et al., 2014); e
em lebes africanos, Panthera leo, 24,4% (BARROS et al., 2006).

Dentre os constituintes 0 que compde o intertubulo, 0 mais reincidente foi o
tecido conjuntivo ocorrendo em 68,7% do compartimento intertubular (Tabela 2).
Boana albopunctata que apresentou o tecido conjuntivo ocupando volume maior,
representando 76,8% do intertibulo mensurado (PACHECO et al., 2016). Roedores
da familia Cricetidae demonstraram valores muito inferiores de tecido conjuntivo,
com Necromys lasiurus apresentando 22,8%, e Rhipidomys macrurus 11,5%
(OLIVEIRA et al., 2015). O segundo componente mais abundante foram as células
de Leydig com proporcao de 24,9% do intertubulo testicular, em Boana albopunctata
essa célula ocorreu em valor muito inferior, ocupando apenas 9,1% desse
compartimento (PACHECO et al.,, 2016). Contraditoriamente, em mamiferos as
células de Leydig ocorreram em valores consideravelmente maiores, como em
Necromys lasiurus 47,1%; Rhipidomys macrurus 74,1% (OLIVEIRA et al., 2015);
Molossus molossus, 87% (MORAIS et al., 2013), Sturnira lilium, 82,2% (MORAIS et
al., 2014).

A célula de Leydig exerce papel imprescindivel no processo espermatogénico,
pois € precursora de andrégenos, dos quais 0 mais importante é a testosterona que
exerce forte influéncia regulatéria sobre a reproducdo dos animais, e sua
concentracao é variavel nas diferentes espécies, por isso a analise da célula de
Leydig é de grande importancia para compreensao da dinamica gonadal (PAYNE et
al., 1996). Animais poligAmicos possuem capacidade androgénica quando
comparado aos monogamicos, assim, machos que copulam com varias fémeas
requerem grande quantidade de testosterona (PAYNE et al., 1996). Os elementos
menos abundantes no intertlbulo foram os vasos sanguineos ocupando 3,7% deste
compartimento, seguido dos vasos linfaticos 2,4%, e ductos espermaticos 0,3%.

TABELA 2 - Proporcdo dos constituintes do compartimento intertubular de
Dendropsophus nanus

Elementos do compartimento intertubular %
Tecido Conjuntivo 68,7
Vaso sanguineo 3,7
Vaso linfatico 2,4
Ducto espermatico 0,3
Célula de Leydig 249
Citoplasma 21
Nucleo 3,9

A célula de Leydig em D. nanus foi discriminada por seus componentes,
nucleo e citoplasma, que apresentou como componente predominante o citoplasma
que preencheu 85,5% desta célula, enquanto que o nucleo restringiu-se a 14,5%.
Boana albopunctata mesmo sendo da mesma familia (Hylidae), apresentou valor
inverso ao do presente estudo, com o citoplasma ocupando 15,4% da célula de
Leydig, e o nucleo 84,6% (PACHECO et al., 2016). Em contraste, um estudo
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realizado em morcego, Sturnira lilium, apresentou valores similares a D. nanus, com
o citoplasma preenchendo 86,7%, e 0 nucleo 13,3% da célula de Leydig (MORAIS et
al., 2014).

Através dos resultados encontrados nesse estudo pode-se inferir que D.
nanus apresentou grande investimento na produgdo gamética. O compartimento
tubular mostrou-se superior ao intertabulo testicular, resultado do volume de células
germinativas em seu interior. Referente ao epitélio germinativo este teve a
espermatogbnia B como cisto espermatogénico mais reincidente, além de que, a
célula de Sertoli ocorreu em proporcao consideravel no epitélio germinativo, o que
indica eficacia do processo espermatogénico nessa espécie estudada. No
intertibulo, o componente mais abundante foi o tecido conjuntivo formado pelos
fibroblastos, que conferem sustentacdo nessa area, a célula de Leydig responsavel
por secretar androgenos, foi a segunda mais incidente nesse compartimento. Nesta
célula o citoplasma ocorreu em proporcao significativamente maior ao nucleo, tal
resultado demonstra a alta producao de testosterona, uma vez que esse horménio é
produzido no citoplasma da célula de Leydig.

CONCLUSAO
A espécie D. nanus na época do estudo, estava no pico da temporada
reprodutiva apresentando importante contingente de células germinativas e lume
repleto de espermatozoides, o que refletiu consideravelmente na predominéncia do
compartimento tubular no parénquima testicular. No compartimento intertubular a
célula de Leydig mostrou um valor significativamente alto, e, sobretudo, o citoplasma
predominou nesta célula, o que indica grande producéao de testosterona.
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