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RESUMO

VIEIRA-DA-SILVA, Laura Virginio. A atividade secretdria cutanea em
pererecas: uma abordagem morfologica. 2020. 49 p. Trabalho de Concluséo de
Curso (Especializacdo em Animais de Interesse em Saude. — Centro de Formacéo
de Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo, 2020.

A pele nos anfibios € um 6rgdo envolvido em diversas funcfes vitais, como
respiracdo e defesa quimica contra predadores e microrganismos. Essas funcdes
estdo relacionadas a diferentes componentes da pele, tais como as glandulas
cutaneas de dois tipos basicos, as mucosas e as de veneno. Entre 0os anuros, em
especial nas pererecas, chama a atencdo o fato que, em situacdes de estresse,
enquanto algumas espécies conseguem liberar imediatamente grandes
quantidades de secrecéo, geralmente espessa e pegajosa, outras ndo modificam
seu modo secretério cuténeo, fazendo uso de estratégias comportamentais para
escapar do perigo. Essas diferencas, a primeira vista, deveriam se relacionar com
a maior ou menor capacidade de contracdo das células mioepiteliais que
envolvem as glandulas da pele, agindo isoladamente ou em conjunto com outras
caracteristicas morfolégicas cutaneas. Este trabalho objetivou o estudo
morfologico e morfométrico da pele de diferentes pererecas capazes de liberar
secrecdo abundante, Trachycephalus mesophaeus e Corythomantis greeningi, em
comparagdo com uma perereca pouco secretora, Itapotihyla langsdorffii.
Procuramos focar nas principais caracteristicas das glandulas cutaneas,
principalmente no que se refere as células mioepiteliais, mas também analisamos
outras caracteristicas estruturais, como a espessura da camada dérmica
calcificada e o numero de células pilares espalhadas na derme. Amostras de pele
dorsal de individuos adultos (n = 3) de T. mesophaeus, I. langsdorffii, C. greeningi
obtidas de animais previamente fixados em solugdo de paraformaldeido
tamponada, foram processadas para histologia em historesina. Os cortes (2 um)
foram corados com azul de toluidina-fucsina. As imagens foram obtidas e
analisadas em um microscoépio de luz Olympus BX51, equipado com uma camera
digital e o software Olympus Cellsens 1.17. As medi¢cdes foram realizadas em
triplicata e as médias calculadas. A analise estatistica foi realizada através da
ANOVA one-way e as diferengas foram consideradas significantes quando P <

0,05. Os resultados mostraram que, em todas as espécies analisadas, 0s



mioepitélios, tanto das glandulas de veneno como das mucosas, nao
apresentaram diferencas significativas em suas espessuras, contrariado o que era
inicialmente esperado. Em relacdo as outras caracteristicas estruturais, chama a
atencdo o numero de células pilares aparentemente mais numerosas em |.
langsdorffii e C. greeningi, fato que também n&o era esperado inicialmente, além
da camada calcificada mais espessa em T. mesophaeus e C. greeningi. Nosso0s
resultados demonstram que as estruturas morfologicas cutaneas analisadas
aparentemente ndo possuem um papel individual predominante em uma ou outra
espécie. Todas devem participar de um sistema mais complexo de liberacdo da
secrecdo cutanea, conjuntamente com outros fatores de origem filogenética,

fisiolégica e comportamental.

Palavras-chave: Anura. Pele. Glandulas cutaneas. Secrec¢éo cutanea. Morfologia.



ABSTRACT

VIEIRA-DA-SILVA, Laura Virginio. Cutaneous secretory activity in tree frogs: a
morphological approach. 2020. 49 p. Monograph (Specialization in Animals of
Interest in Health) — Centro de Formacgéo de Recursos Humanos para o SUS/SP;
Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2020.

The skin in amphibians is an organ involved in several functions, such as breathing
and chemical defense against predators and microorganisms. These functions are
related to different skin components, such as cutaneous glands of two basic types,
the mucous glands and the poison glands. Among anurans, in special in tree frogs,
calls attention the fact that, in stressful situations, while some species can release
large amounts of secretion, usually thick and sticky, others do not modify their
secretory mode, making use of behavioral strategies to escape of danger. These
differences, at first sight, may be related to greater or lesser capacity to control
myoepithelial cells that involve the skin glands, isolated or together with other
cutaneous morphological characteristics. This work aims at the morphological and
morphometric study of the skin of different tree frogs capable of release abundant
secretion, Trachycephalus mesophaeus and Corythomantis greeningi, in
comparison with a little secretory tree frog, Itapotihyla langsdorffii. We tried to focus
on the main characteristics of the cutaneous glands, mainly with regard to the
myoepithelial cells, but we also analyzed other specific characteristics, such as the
thickness of the calcified dermal layer and the number of pillar cells scattered in the
dermis. Samples of dorsal skin of adults (n = 3) from T. mesophaeus, I. langsdorffii
and C. greeningi obtained from animals previously fixed in buffered
paraformaldehyde solution, were processed for histology in historesin. The
sections (2 pm) were stained with toluidine blue-fuchsin. The images were
analyzed in an Olympus BX51 light microscope, equipped with a digital camera
and the Olympus Cellsens 1.17 software. The measurements were performed in
triplicate and the media was calculated. A statistical analysis was performed using
unidirectional ANOVA and the differences were significant when P < 0.05. The
results showed that in all analyzed species, in some cases, both the poison and
the mucous glands, did not show differences in thickness, contrarily of what was

expected.



In relation to the other structural characteristics, called attention the number of
pillar cells that were apparently more numerous in I. langsdorffii and in C.
greeningi, fact that was not initially expected, in addition to the thicker calcified
layer in T. mesophaeus and C. greeningi. Our results demonstrate that the
cutaneous morphological structures do not seem to perform a predominant
individual role in any of the analyzed species. All structures seem to participate of a
more complex system of skin secretion release, together with other factors of

phylogenetic, physiological and behavioral origin.

Keywords: Anura. Skin. Cutaneous glands. Cutaneous secretion. Morphology.
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1 INTRODUCAO

Os anfibios surgiram no periodo Devoniano e foram o0s primeiros
vertebrados a conquistar o ambiente terrestre. Ha cerca de 390 milh6es de anos
atrds surgiu-se os labirintodontes, considerados 0s primeiros representantes da
classe Amphibia (DUELLMAN; TRUEB, 1986; RETALLACK, 2011). Atualmente
sdo conhecidas 8.120 espécies de anfibios que estdo alocados na Sub-classe
Lissamphibia, que é composta por trés ordens distintas: Anura (sapos, ras e
pererecas) (Figura 1A), Urodela (salamandras e tritbes) (Figura 1B) e
Gymnophiona (cecilias ou cobras-cegas) (Figura 1C) (ZARDOYA; MEYER, 2001;
POUGH et al., 2002; FROST, 2019).

Figura 1- Representantes das trés ordens que compdem a classe Amphibia

Fonte: Fonte: Fonte:

https://www.flickr.com/photo https://www.iucnredlist.org/s https://www.superstock.com
s/mariosacramentophotos/6 pecies/59467/11928700 lasset/7718402/
326765760/ Salamandra salamandra Siphonops annulatus

Itapotihyla langsdorffii

Os anfibios sdo animais ectotérmicos, isto é, seu metabolismo depende
totalmente da temperatura ambiente (FERREIRA et al, 2006; MANGIONE;
GARCIA; CARDOZO, 2011), e possuem pele umida e permeavel apresentando
respiracdo pulmonar e/ou cutanea e branquial. Por esse motivo, os anfibios
apresentam grande dependéncia da agua, principalmente no periodo reprodutivo,
apesar de a maioria das espécies viverem fora do ambiente aquatico. Essas
caracteristicas  favoreceram  adaptacdes  morfologicas, fisiolégicas e
comportamentais peculiares, que permitiram uma colonizacdo cosmopolita, desde
os desertos até ambientes gelados do Artico (BENTLEY, 1966; DUELLMAN;
TRUEB, 1986; STEBBINS; COHEN, 1995; WARBURG, 1997; TRACY et al.,
2010).
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1.1 Caracteristicas Gerais da Pele de Anfibios

O tegumento dos anfibios é considerado a interface morfofuncional entre o
organismo e o ambiente. Além da protecdo fisica, participa da respiracdo, no
transporte de ions e agua, no controle de temperatura, na recepg¢do sensorial
quimica e mecéanica, na reproducdo e na defesa contra microrganismos e
predadores (FOX, 1986; TOLEDO; JARED, 1993c; ZUG, 1993; STEBBINS;
COHEN, 1995; TOLEDO; JARED, 1995; DUELLMAN; TRUEB, 1996; CLARKE,
1997).

Como em todos os vertebrados, a pele dos anfibios € composta por uma
epiderme e uma derme (DUELLMAN; TRUEB, 1996) (Figura 2).

Figura 2- Tegumento dos anfibios

GlandulaGranulosa Glandula

Cromatoforo mucosa

T & - X = .
- -] 1 K
-lole - e

-
3 ) A .

Epiderme f., A TeTw .
1t B ;e:‘ H 0 G slalaltinge Glofefeff

,..ic»a

Derme
Esponjosa

Derme
Compacta

Fonte: Duellman; Trueb, 1986.
Esquema representando o tegumento dos anfibios composto por epiderme, derme esponjosa e
derme compacta, além das células pigmentares e das glandulas caracteristicas.

7

A epiderme, de origem ectodérmica, € um estrato epitelial, geralmente
organizado em quatro camadas de células, sendo estrato cérneo (mais externo),
estrato granuloso, estrato espinhoso e o estrato germinativo (mais profundo). Essa
Gltima camada se apoia sobre a lamina basal, que separa o epitélio da derme
subjacente, e é responsavel por originar todas as outras camadas epiteliais (Zug,
1993; Fox, 1986 e 1994; BRITO-GITIRANA; AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et
al., 2009).
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Abaixo da epiderme esté localizada a derme, de origem mesodérmica, que
€ composta basicamente de duas camadas de tecido conjuntivo: o estrato
esponjoso, que contém uma camada de cromatoforos (xantoforos, iridéforos e
melandéforos) colageno, fibras elasticas, nervos, vasos sanguineos e glandulas
(mucosas e granulosas) (BAGNARA, 1986; FROSTMASON et al., 1994,
STEBBINS; COHEN, 1995); e o estrato compacto, que contém fibras colagenas
frequentemente dispostas em blocos e paralelas a superficie do corpo (FOX,
1994; STEBBINS; COHEN, 1995). Imediatamente abaixo do estrato compacto
localiza-se a tela subcutanea, composta de tecido conjuntivo frouxo, onde se
situam principalmente os vasos sanguineos e nervos (PATT; PATT, 1969; FOX,
1994).

A pele dos anfibios, em geral, € permeavel e bastante elastica, oferecendo
resisténcia a tensdo mecanica (MANGIONE; GARCIA; CARDOZO, 2011).

Sua grande diversidade de cores se da pelo diferentes tipos de pigmentos
localizados nos cromatéforos. (FERREIRA et al, 2006) Essa diferenciacdo de
cores pode ter varias fungdes, como camuflagem (FRANCA, 2015), permitindo
que fiqguem despercebidos aos olhos dos predadores, mimetismo, permitindo
copiar a cor e forma de algum animal nocivo ao predador e coloragao

apossematica, indicando a presenca de substancias toxicas na pele.
1.1 Glandulas Mucosas e Glandulas de Veneno

Os anfibios anuros apresentam dois tipos fundamentais de glandulas: as
mucosas e as granulosas ou de veneno, ambas encontradas no estrato esponjoso
(TOLEDO; JARED, 1995). As glandulas mucosas geralmente sao mais
numerosas, acinosas e apresentam lumen evidente. Encontra-se distribuida por
toda a superficie do corpo e tem como funcdo a secrecdo de um muco que
envolve o corpo do animal. Esse muco mantém a pele constantemente Umida,
ajudando na respiracdo cutanea e a evitar a desidratacdo (TOLEDO; JARED,
1995; FERREIRA et al, 2006; FRANCA, 2015; MANGIONE; GARCIA; CARDOZO,
2011). As glandulas granulosas constituem-se em estruturas sinciciais secretoras,
cujo lumen é completamente preenchido por granulos. Mais abundantes na regiao
dorsal, sdo responsaveis pela producéo de secrec¢des toxicas utilizadas na defesa

passiva dos anfibios contra predadores e microrganismos (LUTZ, 1966;
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DUELLMAN; TRUEB, 1986; TOLEDO; JARED, 1995; FERREIRA et al, 2006;
FRANCA, 2015).

Tanto as glandulas mucosas como as granulosas sao alveolares e
envolvidas por uma camada de células mioepiteliais que auxiliam na liberacdo do
material sintetizado (TOLEDO; JARED, 1995; DELFINO et al., 1998; DELFINO et
al., 1999; DELFINO et al., 2006).

1.2 Camada Calcificada

Entre o estrato esponjoso e o estrato compacto de algumas espécies de
anuros, observa-se uma camada calcificada, também denominada camada
Eberth-Katschenko (ELKAN, 1976, JARED et al., 1995; KATCHBURIAN et al.,
2001; FERREIRA et al, 2006; MANGIONE; GARCIA; CARDOZO, 2011; MENDES,
2015). Essa camada é formada por depoésitos de sais de calcio além de
proteoglicanas e glicosaminoglicanas (JARED & ANTONIAZZI, 1999;
KATCHBURIAN et al.,, 2001). A real funcdo dessa camada ainda é incerta.
Acredita-se que possa ser uma barreira que auxilia contra a dessecacdo, uma
reserva de calcio e fosfato, ou simplesmente uma estrutura que possa proteger 0s
animais contra eventuais predadores (ELKAN, 1968; TOLEDO; JARED, 1993a, b,
c; TOLEDO; JARED, 1995; KATCHBURIAN et al., 2001).

1.3 Corythomantis greeningi

Corythomantis greeningi (Figura 3) pertence a familia Hylidae, normalmente
encontrado nas regifes da Caatinga brasileira (KATCHBURIAN et al, 2001;
MENDES, 2015). Possui dimorfismo sexual bastante evidente. O macho possui
diversas espiculas corneas, o que o deixa com a pele mais enrugada, enquanto a
fémea possui a pele mais lisa, sem verrugas ou camada cornea desenvolvida
(MENDES, 2015). Possui uma cabeca co-ossificada com o cranio, a qual utiliza
para tampar a entrada de sua toca ou pequenas frestas para se proteger de
predadores e da dessecacao, comportamento que € denominado fragmose (Jared
et al, 2005; MENDES, 2015). Apesar da ideia de que a co-ossificacdo da cabeca
do C. greeningi estd relacionada a dessecacdo (Sales-de-Aquino et al, 2012;

MENDES, 2015), estudos sugerem que essa estrutura craniana tem também
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como funcé@o proteger o anuro contra predadores, além de estar indiretamente
ligada ao equilibrio de agua em seu corpo (Jared et al, 2005).

Figura 3- Corythomantis greeningi

Fonte: Carlos Jared.
Individuo da espécie Corythomantis greeningi

1.4 Trachycephalus mesophaeus

Trachycephalus mesophaeus (Figura 4) é uma perereca da familia Hylidae.
Possui uma coloragdo que varia de marrom claro até tons de bege, podendo
chegar até sete centimetros de comprimento, alimentando-se exclusivamente de
insetos. E frequentemente encontrada no interior de bromélias, no alto das arvores
(Jared C, comunicacdo pessoal). Os animais dessa espécie podem ser
encontrados nas bordas da Mata Atlantica, desde o Rio Grande do Sul, até
Pernambuco(Cunha; Oliveira; Hartmann , 2010; Solé et al, 2010; SANTANA et al,
2016), vivendo proximos a fontes de 4gua (SANTANA et al, 2016). E uma espécie
com um alto nivel de reproducgdo, fazendo o uso de pocas temporarias ou
permanentes para tal. (SANTANA et al, 2016).


https://drive.google.com/file/d/1oY_GQl4-9g2snnM72m22x9pdSt2MpCXd/view
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Figura 4- Trachycephalus mesophaeus

Fonte: Carlos Jared.
Individuo da espécie Trachycephalus mesophaeus

1.5 Itapotihyla langsdorffii

Itapotihyla langsdorffii (Figura 5) € uma espécie da familia Hylidae e Unica
espécie do género ltapotihyla. E encontrada por quase toda a Mata Atlantica,
incluindo nordeste da Argentina e centro e sul do Paraguai (LINGNAU et al, 2006;
Vrcibradic,Teixeira & Borges-Junior, 2009; Sales-de-Aquino et al, 2012). Possui
um dimorfismo sexual bastante evidente. A fémea é razoavelmente maior do que o
macho (Sales-de-Aquino et al, 2012), podendo colocar até seis mil ovos durante a
época da reproducdo (Vrcibradic,Teixeira & Borges-Junior, 2009). Sua dieta
consiste basicamente de ortopteros, como grilos e gafanhotos, mas ja foram
encontrados restos de pequenos anuros e penas em seu estdbmago, o que indicia
gue essa espécie de perereca pode se alimentar de alguns vertebrados (Sales-de-
Aquino et al, 2012; Vrcibradic,Teixeira & Borges-Junior, 2009). Assim como
Corythomantis greeningi, |. langsdorffii possui ossos do cranio bastante duros que
podem ter a funcédo de tampar a entrada de buracos (Jared et al, 2005; Sales-de-
Aquino et al, 2012), auxiliar o controle de perda de agua do corpo, e oferecer
protecdo contra predadores. O principal meio de defesa da espécie é a secrecao
de uma substancia que pode causar efeitos diversos, desde dores no corpo e
lacrimejamento excessivo a dificuldades visuais, caso haja um possivel toque da

regido com veneno aos olhos (Sales-de-Aquino et al, 2012).



Figura 5- Itapotihyla langsdorffii

Fonte: Carlos Jared.
Individuo da espécie Itapotihyla langsdorffii
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Estudar a morfologia e morfometria da pele de diferentes pererecas
capazes de liberar secrecdo abundante, Trachycephalus mesophaeus e
Corythomantis greeningi, em comparacdo com uma espécie de perereca cuja pele

ndo é muito secretora, Itapotihyla langsdorffii.

2.2  Objetivos especificos

e Obter dados morfolégicos da pele que possam estar relacionados com a
sua capacidade de secrecéo;

e Caracterizar morfologicamente as glandulas cutaneas dessas espécies;

e Analisar morfometricamente a espessura da camada mioepitelial das
glandulas granulosas;

e Analisar morfometricamente outras caracteristicas estruturais, como a
espessura da camada dérmica calcificada e a quantidade de células pilares

longitudinais espalhadas sobre a derme;

21



3 METODOLOGIA
3.1 Obtencao e fixacdo das amostras histologicas

O presente estudo utilizou trés espécimes de Trachycephalus mesophaeus,
de Corythomantis greeningi e de Itapotihyla langsdorffi. Os animais foram
sacrificados com uma dose letal de 50mg/kg de Tiopental, por via intraperitonial e
fixados em solucdo de paraformaldeido (4%) em tampdo PBS 0,1 M, pH 7,2 para
retirada de amostras de pele da regido dorsal do corpo. Em seguida a remocao
das amostras, os animais utilizados foram preservados em formalina e

encaminhados a cole¢éo herpetologica do Instituto Butantan.

3.2 Técnica histolégica

Amostras de aproximadamente 1 cm? de pele dorsal foram removidas dos
animais e processadas de acordo com o seguinte protocolo (KIERNAN, 2001):

- fixacdo em paraformaldeido (4%) em tampéo PBS 0,1 M, pH 7,2, de 8 a 10

horas;

- desidratacdo gradual em etanol: 70%, 95% e 100%

- inclusédo orientada em historresina (Leica);

O material incluido em historresina foi cortado em micr6tomo nas espessuras
de 2 pm, e posteriormente foi corado pelo azul de toluidina-fucsina, para

finalmente ser estudado histologicamente.

> Coloracao azul de toluidina-fucsina

- coloracgéo dos cortes em historresina com azul de toluidina por 30 segundos

- lavagem dos cortes com agua destilada;

- coloracéao pela fucsina por 5 segundos;

- lavagem em agua corrente;

- secagem da lamina em chapa aquecida;

- montagem da lamina com Entellan®.
Essa coloracdo € utilizada para visualizagcdes morfolégicas gerais dos
tecidos incluidos em historresina. O azul de toluidina cora os componentes

basofilicos em azul e a fucsina cora o citoplasma em magenta.
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Os cortes histolégicos foram realizados de forma semiseriada, descartando-
se 10 cortes entre os cortes colhidos. Para cada amostra, foram realizadas trés

laminas histologicas, onde trés cortes foram analisados aleatoriamente.

3.3 Fotomicrografias

As imagens foram obtidas no microscopio de luz Olympus BX51, equipado
com uma camera digital e um software (Olympus Cellsens 1.17) para captura e

analise de imagem.

3.4 Analises estatisticas

Medidas de cada corte foram realizadas em ftriplicata e as médias
calculadas foram entdo usadas como valores representativos. Os dados foram
analisados estatisticamente através do teste ANOVA one-way. As diferencas de

resultados foram consideradas estatisticamente significantes quando P < 0,05.
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4 RESULTADOS

Externamente a pele dorsal das trés espécies, é uma estrutura irregular,
abundante em verrugas que dao a pele um aspecto espinhoso e &aspero.
Histologicamente o tegumento dorsal € formado por cerca de seis camadas
celulares. A derme € dividida em estrato esponjoso, onde sdo observadas
glandulas mucosas e granulosas, e estrato compacto, composto principalmente

fibras de colageno que se dispéem longitudinalmente (Figura 6).

Figura 6- Histologia da pele dorsal

Fonte: préprio autor.

(imagem A) Morfologia geral da pele de T. mesophaeus. (imagem B) Morfologia geral da pele de C.
greeningi. (imagem C) Morfologia geral da pele de I. langsdorffii. (E) epiderme, (G) glandula
granulosa, (m) glandula mucosa, (ca) camada calcificada, (D) derme, (seta) células pilares, (v)
vasos sanguineos.



As glandulas mucosas estdo dispostas logo abaixo da epiderme, sao
menores que as granulosas, possuem lumen e ndo sao sinciciais. As glandulas
granulosas ndo possuem lumen, sdo sinciciais e se apresentam totalmente
preenchidas por granulos esféricos. Ambos os tipos glandulares sdo envolvidos
por uma monocamada de células mioepiteliais, que é mais desenvolvida nas
glandulas granulosas e se conectam com o exterior através de dutos epidérmicos

por onde a secrecao € liberada na superficie corporal.
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Figura 7- Aspecto das glandulas cutaneas

2opm |

Fonte: proprio autor.

(imagem A) T. mesophaeus. (imagem B) C. greeningi. (imagem C) |. langsdorffii. (E) epiderme, (G)
glandula granulosa, (m) glandula mucosa, (ca) camada calcificada, (*) camada mioepitelial, (D)
derme, (v) vasos sanguineos.



Com relacdo a camada mioepitelial, ndo houve diferenca significativa na
espessura da camada entre as espécies. Porém, na espécie Corythomantis
greeningi essa camada apresentou ser um pouco mais fina do que nas demais

espécies (Figura 8).

Figura 8- Espessura da camada mioepitelial
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3,50

3,00
2,50
2,00
1,50
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0,50
0,00

Fundo Lateral =~ Fundo Lateral =~ Fundo Lateral

Espessura (um)

Trachycephalus Itapotihyla Corythomantis
mesopheus langsdorfii greeningi

Fonte: préprio autor.
Comparacao da espessura da camada mioepitelial entre as trés espécies estudadas.

Entre o estrato esponjoso e compacto da derme existe uma camada
formada por depésitos de calcio, chamada de camada calcificada. Essa camada
apresentou ser bem mais espessa na espécie Trachycephalus mesophaeus,
enquanto na espécie Itapotihyla langsdorffii, apresentou-se bem mais delgada
(Figura 9).
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Figura 9- Espessura camada calcificada
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Fonte: préprio autor.
Comparacao da espessura da camada calcificada entre as trés espécies estudadas.

Foi também possivel observar em Itapotihyla langsdorffii e Corythomantis
greeningi a presenca de células pilares em grande nimero. Essas células formam
longas fibras que atravessam toda a altura da pele, sendo muito finas e contendo
um nucleo fusiforme muito alongado. Pelas suas caracteristicas morfol6gicas, sao
provavelmente de origem mioepitelial, partindo da tela subcutanea, e fixando-se
na camada mais basal da epiderme. Em Trachycephalus mesophaeus, essas

células sdo praticamente inexistentes.



Figura 10- Aspecto das células pilares

Fonte: préprio autor.
(imagem A) I. langsdorffii.. (imagem B) C. greeningi. (E) epiderme, (G) glandula granulosa, (ca)
camada calcificada, (*) camada mioepitelial, (D) derme, (seta) células pilares.
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5 DISCUSSAO

A andlise por microscopia de luz evidenciou que a pele e as glandulas
cutaneas seguem o padrdo basico ja descrito para varias outras espécies de
anfibios anuros (DUELLMAN; TRUEB, 1986; TOLEDO; JARED, 1995; STEBBINS;
COHEN, 1995).

Qualitativamente observamos que a pele dorsal de Trachycephalus
mesophaeus é bem mais espessa e abriga uma maior quantidade de glandulas
cutaneas, principalmente granulosas, quando comparada as demais espécies
estudadas. As glandulas granulosas dos anfibios sdo normalmente responsaveis
pela producdo de substancias toxicas e/ou impalataveis (TOLEDO; JARED, 1995;
MELZER et al., 2013).

As células mioepiteliais, que envolvem totalmente as glandulas granulosas,
tém sido associadas com o0 processo de extrusdo da secregcdo glandular
(HOLMES; BALLS, 1978; DELFINO, 1991). A espessura da camada mioepitelial
entre as espécies estudadas ndo diferiu estatisticamente.  Assim,
surpreendentemente, Trachycephalus mesophaeus e Corythomantis greeningi,
espécies extremamente secretoras, comparadas a Itapotihyla langsdorffii, que ndo
secreta tanto pela pele, apresentaram camadas mioepiteliais com espessuras
semelhantes. Esse resultado aparentemente contradiz 0 que era inicialmente
esperado. Partia-se do pressuposto de que essas espécies que secretam muito
apresentariam camadas mioepiteliais muito mais espessas do que a espécie que é
menos secretora. No entanto, um estudo mais aprofundado das camadas
mioepiteliais deveria levar em conta a analise da enervagdo no entorno das
glandulas, de modo a melhor compreender como o estimulo nervoso atua sobre a
contracdo das células mioepiteliais, o que poderia indicar a real relevancia do seu
papel na liberacdo da secrecdo cutanea em cada espécie estudada.

Além de glandulas, na pele dos anuros existe uma estrutura comumente
encontrada denominada camada calcificada ou camada de Eberth-Kastschenko.
Essa camada ja foi bem caracterizada quimica e morfologicamente em trabalhos
anteriores (JARED et al., 2005; KATCHBURIAN et al., 2001). No entanto, a funcao
da camada calcificada ainda ndo é bem compreendida (TOLEDO; JARED, 1993c;
JARED et al., 2005; KATCHBURIAN et al., 2001). Alguns autores relacionam essa
estrutura a economia hidrica (ELKAN, 1968; TOLEDO; JARED, 1995) e/ou a uma
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reserva natural de célcio do organismo (TOLEDO; JARED, 1993c; JARED et al.,
2005; KATCHBURIAN et al., 2001; NAVAS et al., 2004). Acresce ainda o fato de
varias espécies de anuros ndo apresentarem camada calcificada, fendbmeno ainda
ndo bem explicado, mas que provavelmente esta relacionado com a origem
filogenética de cada espécie. No presente trabalho, as trés espécies estudadas
apresentaram essa camada, sendo aquela presente em Trachycephalus
mesophaeus a mais espessa quando comparada com a de Itapotihyla langsdorffii,
gue € visivelmente a mais delgada das trés espécies. Supomos que essa camada,
dependendo da sua espessura e do sua forma, pode fornecer a pele diferentes
niveis de dureza e flexibilidade, o que poderia ter papel no momento da expulsao
da secrecéo do interior das glandulas cutaneas.

Em relacdo as células pilares, elas sdo quase inexistentes em
Trachycephalus mesophaeus enquanto que em Itapotihyla langsdorffii e em
Corythomantis greeningi, elas sdo bem evidentes e numerosas. Essas células,
embora frequentemente presentes na pele de muitos anuros, foram até o
momento relegadas ao esquecimento, e ndo existe na literatura nenhum trabalho
a seu respeito. Pelas observacdes ja realizadas no Laboratério de Biologia Celular
do Instituto Butantan, parecem, por sua morfologia, ser de origem mioepitelial e
devem fornecer melhor sustentacdo para a pele dos animais. Caso sejam de fato
de origem mioepitelial, quando contraidas, poderiam exercer um importante papel
na compressao e expulsao do contetdo das glandulas cutaneas.

Diante desse quadro, é possivel que o fato de uma espécie ser mais
secretora que outra ndo seja somente ligado as suas caracteristicas morfolégicas,
mas também a caracteristicas filogenéticas e fisiologicas, além das
comportamentais, que poderiam exercer papéis tdo ou mais importantes do que a
unicamente a estrutura. Assim, o mais provavel seria que esses varios fatores
atuassem de formas combinadas e variadas em cada espécie, liberando

quantidades maiores ou menores de secrecdo cutanea em situacdes estressantes.
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CONCLUSOES

Em todas as espécies, a camada mioepitelial ndo apresentou diferencas

significativas conforme o esperado.

As células pilares sdo aparentemente mais numerosas e espessas em |.
langsdorffii, que é a espécie menos secretora, enquanto em T. mesophaeus

essas ceélulas sdo praticamente inexistentes.

T. mesophaeus mostra a camada dérmica calcificada mais espessa,

engquanto em |. langsdorffii essa camada é muito fina.

Nossos resultados podem constituir uma evidéncia de que, diferentemente
do esperado, a espessura dos mioepitélios pode ndo exercer influéncia

significativa no controle da liberacdo de secrecéo cutanea.

T. mesophaeus, espécie aparentemente privada de células pilares, é
exatamente aquela em que a camada dérmica calcificada mais espessa foi
encontrada. Essa correlacdo inversa interessante merece uma melhor
investigacdo sobre a real influéncia de caracteristicas estruturais na

liberag&o de secregdo cutanea.

Outros fatores fisiolégicos, como controle hormonal/neural sobre
caracteristicas contrateis da pele e musculatura subcutanea, poderiam
exercer papéis mais importantes na liberacdo imediata da secrecéo da pele

em situacOes estressantes do que apenas a estrutura.

E possivel que fatores morfologicos, filogenéticos e fisiologicos, além dos
comportamentais, atuem de formas combinadas e variadas em cada
espécie, liberando quantidades maiores ou menores de secrecdo cutanea

em situagOes estressantes.
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ANEXO(S)

Encontram-se abaixo relacionadas os dados brutos utilizados para elaboracéo dos
graficos:

Corythomantis greeningi

MEDIDAS POR GLANDULA (em pm)
. ) lateral
lamina glandula embaixo (esquerda+direita)
9089 1 1,00
Corythomantis 2 0,82
greeningi 3 0.94
média 0,92 1,99
259 1 1,23
Corythomantis 2 0,41
greeningi 076
média 0,80 1,99
260 1 0,32
Corythomantis 2 0,53
greeningi 3 0,47
média 0,44 0,99
base lateral
media geral 0,72 1,66
desvio padrao 0,25 0,58

CAMADA CALCIFICADA (em pm)

[amina Inicio Meio Final media
259 6,63 7,47 3,75 5,95
260 3,09 2,93 4,41 3,48

9089 6,87 7,14 9,15 7,72




Figura 11- Corythomantis greeningi: LAmina 259

".r’ -
Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.
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Figura 12- Corythomantis greeningi: Lamina 260

Fonte: préprio auor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.
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Figura 13- Corythomantis greeningi: Lamina 9089

Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.
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Figura 14- Corythomantis greeningi: camada calcificada

Fonte: préprio autor.
(imagem A) lamina 259. (imagem B) lamina 260. (imagem C) lamina 9089.
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Trachycephalus mesophaeus

MEDIDAS POR GLANDULA (em pm)
. . lateral
lamina glandula embaixo (esquerda+direita)
10015 1 1,07
Trachycephalus 2 0,53
mesophaeus 3 0,82
média 0,81 2,51
283 1 1,81
Trachycephalus 2 0,82
mesophaeus 0,58
média 1,07 3,20
285 1 2,12
Trachycephalus 2 1,09
mesophaeus 123
média 1,48 2,40
base lateral
media geral 1,12 2,70
desvio padrao 0,34 0,43
>
CAMADA CALCIFICADA (em pm)
lamina Inicio Meio Final media
283 29,94 28,88 53,57 37,46
285 48,80 37,94 42,48 43,07
10015 46,20 20,01 25,73 30,65




Figura 15- Trachycephalus mesophaeus: Lamina 283

Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.
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Figura 16- Trachycephalus mesophaeus: Lamina 285

Fonte: préprio autor.

andula 3.

(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) gl



Figura 17- Trachycephalus mesophaeus: Lamina 10015

Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.
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Figura 18- Trachycephalus mesophaeus: camada calcificada

Fonte: préprio autor.
(imagem A) lamina 283. (imagem B) lamina 285. (imagem C) lamina 10015.
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Itapotihyla langsdorffii

MEDIDAS POR GLANDULA (em pm)
. . lateral
lamina glandula |embaixo (esquerda+direita)
272 1 0,88
Itapotihyla 2 1,64
langsdorffii 3 1,24
média 1,25 2,49
275 1,52
Itapotihyla 1,00
langsdorffii 1,76
média 1,43 3,56
276 1,41
Itapotihyla 0,70
langsdorffii 3 0,60
média 0,90 2,31
base lateral
media geral 1,19 2,78
desvio
padrao 0,27 0,68
CAMADA CALCIFICADA (em pm)
LAmina Inicio Meio Final media
272 1,82 2,70 1,42 1,98
275 2,41 1,70 2,31 2,14
276 2,16 4,33 3,12 3,20
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Figura 20- Itapotihyla langsdorffii: Lamina 272

Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.

Figura 21- Itapotihyla langsdorffii: Lamina 275

Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.
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Figura 22- Itapotihyla langsdorfii: Lamina 276

Fonte: préprio autor.
(imagem A) glandula 1. (imagem B) glandula 2. (imagem C) glandula 3.

Figura 23- Itapotihyla langsdorffii: camada calcificada

(imagem A) lamina 272. (imagem B) lamina 275. (imagem C) lamina 276.



