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ESPERMATOGENESES EM Lithobates palmipes (Spix, 1824) EM UM FRAGMENTO DE MATA
ATLANTICA NORDESTINA.

SPERMATOGENESIS IN Lithobates palmipes (Spix, 1824) IN A FRAGMENT OF NORTHEASTERN
ATLANTIC FOREST.

Vanessa Alexandre Lourengo ", Caio Ian Delfino Oliveira ', Marcela Meira Ramos Abrantes ™ ,
Marcio Frazdo Chaves 'V, Stephenson Hallison Formiga Abrantes " , Artur da Nobrega Carreiro V!

Resumo. Lithobates palmipes (Spix, 1824) ¢ uma espécie da familia Ranidae, associada principalmente a florestas tropicais timidas de terras baixas, sendo
amplamente distribuida na Amazonia, mas ocorrendo também de forma disjunta no Nordeste brasileiro, na Mata Atlantica. Os anfibios, em geral, possuem
ciclos reprodutivos que podem ser influenciados por fatores climaticos, como temperatura, umidade e precipitacao. O estudo realizado investigou os aspectos
histologicos dos testiculos de Lithobates palmipes (Spix, 1824), com o objetivo de compreender seu ciclo reprodutivo e as respostas dessa espécie as
variagdes ambientais. A espécie analisada apresenta um ciclo gametogénico do tipo continuo, o que permite a produgdo de espermatozoides ao longo do ano,
sem depender das estagdes chuvosas ou secas. A pesquisa foi realizada a partir de amostras de testiculos de individuos coletados entre setembro de 2011 e
junho de 2012, em um fragmento da Mata Atlantica, na Mata do Buraquinho, Paraiba. As analises histologicas revelaram que os testiculos de Lithobates
palmipes (Spix, 1824) apresentam espermatogénese cistica, com as células germinativas organizadas em loculos, associadas as células de Sertoli. Durante
o periodo de estudo, foram identificados diferentes estagios da espermatogénese, com predominancia de espermatogonias em alguns meses e presenca de
espermatocitos e espermatides em outros. Esses achados indicam que a espécie mantém uma reproduc@o continua, independentemente das variagcdes sazonais
de chuvas, o que pode ser explicado pela presenca de corpos d’agua permanentes na area estudada. O estudo refor¢a a importancia da analise histologica para
entender a biologia reprodutiva dos anuros tropicais e sua relevancia para as estratégias de conservagao de espécies que habitam ambientes impactados pela
urbanizac@o. Além disso, esses resultados podem contribuir para a gestao ambiental e para a protecao de espécies que dependem de ecossistemas frageis.
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Abstract. Lithobates palmipes (Spix, 1824) is a species in the family Ranidae, primarily associated with lowland tropical rainforests. It is widely distributed
in the Amazon but also occurs separately in northeastern Brazil, within the Atlantic Forest. Amphibians, in general, have reproductive cycles that can be
influenced by climatic factors such as temperature, humidity, and precipitation. The present study investigated the histological aspects of the tests of Lithobates
palmipes (Spix, 1824) with the aim of understanding its reproductive cycle and how the species responds to environmental variations. The analyzed species
exhibits a continuous gametogenic cycle, allowing for the production of sperm throughout the year, regardless of rainy or dry seasons. The research was based
on testicular samples from individuals collected between September 2011 and June 2012, in a fragment of the Atlantic Forest known as Mata do Buraquinho,
located in Paraiba, Brazil. Histological analyses revealed that the tests of Lithobates palmipes (Spix, 1824) exhibit cystic spermatogenesis, with germ cells
organized in lobules and associated with Sertoli cells. During the study period, different stages of spermatogenesis were identified, with a predominance of
spermatogonia in some months and the presence of spermatocytes and spermatids in others. These findings indicate that the species maintains continuous
reproduction regardless of seasonal rainfall variations, which can be explained by the presence of permanent bodies of water in the studied area. The study
underscores the importance of histological analysis for understanding the reproductive biology of tropical anurans and its relevance to conservation strategies
for species inhabiting areas impacted by urbanization. Furthermore, these results can contribute to environmental management and the protection of species
that rely on fragile ecosystems.
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INTRODUCAO

A ordem Anura ¢ a de maior diversidade e representatividade entre os anfibios, com aproximadamente
7568 espécies distribuidas em praticamente todos os continentes, com excegdo das regides congeladas!. Suas
populacdes sdo altamente vulneraveis as variagdes do ambiente, devido a sua fisiologia metabolica e reprodutiva,
com grande diversidade de modos reprodutivos, cada um dependente de condigdes ambientais Otimas e especificas'.
Cerca de 41% das espécies de anuros estdo ameagadas de exting@o, o que reforga a necessidade de estudos sobre
esse grupo®. Sdo considerados excelentes bioindicadores, pois podem fornecer informagdes sobre as condigdes
dos ecossistemas terrestres ¢ aquaticos. Além disso, a pele permeavel torna a maioria dos anuros dependente de
areas imidas, limitando assim a mobilidade e as rotas de dispersdo ou migra¢do do grupo, tornando-os ainda mais
suscetiveis a mudangas ambientais do que animais com maior mobilidade e autonomia para migrar, dispersar ou
mesmo escapar?.

A interface entre o meio terrestre e 0 meio aquatico confere aos anfibios um comportamento reprodutivo
peculiar em relagdo aos demais vertebrados, a necessidade de locais adequados para realizagdo de amplexos,
fecundagdo externa e oviposi¢do, assim como sua fisiologia reprodutiva esta sujeita a fatores extrinsecos
(ambientais) e intrinsecos (ciclos hormonais)’. A temperatura e o fotoperiodo sdo os principais fatores ambientais
controladores de ciclos reprodutivos sazonais em anfibios. Mudangas ambientais nesses fatores podem interferir
na espermatogénese e estabelecer ciclos gametogénicos do tipo continuo, descontinuos ou potencialmente
continuo*. Os tipos descontinuos sdo comumente encontrados em espécies de zonas temperadas e geralmente tém
um discreto periodo de reproducdo com pronunciadas mudangas no tamanho das génadas, na produgdo de gametas
e nas estruturas sexuais acessorias. No tipo potencialmente continuo ocorre uma interrupgdo parcial na atividade
gametogénica durante algumas estacdes no ano, mas espermatogonias primarias nos machos permanecem sensiveis
a estimulag@o gonadotrofica. Espécies que habitam regides tropicais, normalmente apresentam o tipo continuo de
ciclo reprodutivo®. De fato, as caracteristicas do equilibrio térmico e hidrico sdo fundamentais na historia evolutiva
dos anfibios, tornando o equilibrio hidrico e a tolerancia térmica indissoliiveis®.

Entretanto, o periodo reprodutivo pode ocorrer também na estagdo seca, quando ha disponibilidade de
ambientes apropriados como os corpos d’agua permanentes®. Nessas regides, os maiores picos de produgdo de
hormonios sexuais coincidem com a preparagao fisiologica para o periodo reprodutivo, onde as maiores taxas de
producdo de androgenos determinam o desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, a manutenc¢ao do
comportamento sexual e o start da gametogénese dos anuros®.

O antigo género Rana (Linnaeus, 1758), antes considerado um unico taxon abrangendo todos os membros
da familia Ranidae, nao é mais considerado como constituindo um grupo monofilético’. As recomendagdes
atuais dividem a familia Ranidae, que compreende 437 espécies, em 27 géneros, sendo o género Rana retido
para um grupo restrito de 58 espécies da Eurdsia e América do Norte. O género Lithobates, 1843 compreende
atualmente 51 espécies da América do Norte, Central e do Sul até o sul do Brasil’. Lithobates palmipes (Spix,
1824) ¢ uma espécie da familia Ranidae, associada principalmente a florestas tropicais umidas de terras baixas,
sendo amplamente distribuida na Amazonia, mas ocorrendo também de forma disjunta no Nordeste brasileiro, na
Mata Atlantica. No entanto, os dados sobre Lithobates palmipes (Spix, 1824) sdo escassos, particularmente para
individuos coletados na Mata Atlantica brasileira®. Portanto, este trabalho objetivou avaliar possiveis alteragdes
nos aspectos histoldgicos dos testiculos em machos desta espécie em um fragmento de Mata Atlantica nordestina,
fornecendo dados adicionais sobre sua biologia.
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MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e amostragem.

Para verificar a atividade reprodutiva dos machos de Lithobates palmipes (Spix, 1824), foram analisados
os testiculos disponibilizados pela Colegao de Herpetologia da Universidade Federal da Paraiba e, por isso, ndo foi
necessaria a documentag¢ao da CEUA, visto que os animais foram de apreensao. Este material foi composto de vinte
testiculos oriundos de animais coletados de Setembro a Dezembro de 2011 e Janeiro a Junho de 2012, na Area
de Preservagao Permanente Mata do Buraquinho (7°08°42”’S e 34°51°54”W), situada a sudoeste do municipio de
Jodo Pessoa, Estado da Paraiba. Trata-se de um remanescente de Mata Atlantica de 515 hectares inseridos dentro
da matriz urbana’. De clima quente e umido a area de estudo apresenta chuvas de outono-inverno, com médias
térmicas anuais de aproximadamente 25°C e os totais pluviométricos variam entre 1500 a 1700 mm. Ja a umidade
relativa do ar esta em torno de 80%. O periodo de maiores indices pluviométricos compreende os meses de margo
a agosto. O periodo seco € considerado curto e varia de 1 a 3 meses’.

Colheita de amostras e individuos

Apo0s a abertura da cavidade celomatica dos espécimes, os testiculos foram identificados e analisados.
Cada testiculo avaliado estava previamente fixado em formol tamponado na concentragdo de 10% para
processamento histologico usual. Estes foram entdo desidratados em série crescente de alcool. A inclusdo foi
procedida com parafina e sec¢des transversais de Spum para obteng@o dos cortes que posteriormente foram corados
com Hematoxilina e Eosina- H/E para a confec¢@o de laminas histolégicas de microscopia de luz. Foram avaliadas
as células reprodutivas quanto a sua morfologia, disposi¢do e propor¢do numérica, identificando os periodos
reprodutivos e correlacionando aos diversos fatores ambientais como precipitagdo, temperatura e umidade. As
células germinativas foram identificadas e organizadas em cinco estadios espermatogénicos, considerando o
estadio em que se encontravam dentro do tibulo seminifero. Estadio 1 — Epitélio seminifero contendo apenas
espermatogo nias e tubulo seminifero sem Lumen definido; Estadio 2 — espermatocitos primarios e secundarios
na margem do Lumen; Estadio 3 — espermatides em diferentes estdgios de diferencia¢do. Os dados referentes aos
indices pluviométricos, umidade relativa do ar e temperatura média foram fornecidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os machos de Lithobates palmipes (Spix, 1824) atingem cerca de 7 a 8 centimetros de comprimento
rostro-cloacal. Os testiculos estdo localizados na cavidade celomatica proxima aos rins e ligados a parede dorsal
do abddémen pelo mesoérquio. Sdo descritos como orgdos pares, arredondados, compactos, de cor ligeiramente
amarelada, esbranquicada ou branco-leitosa. Variagdes anatomicas podem ser observadas durante o periodo
reprodutivo.

Através das analises dos cortes histologicos foi possivel observar que as unidades estruturais dos
testiculos de Lithobates palmipes (Spix, 1824), chamados Loculos seminiferos, abrigam em seu interior as células
da linhagem germinativa e as cé€lulas de Sertoli. As células germinativas, por sua vez, estdo agrupadas em cistos
caracterizados por prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli. Os cistos apresentam-se em diversos
estadios de diferenciagdo celular, caracterizando uma espermatogénese cistica (Figura 1).
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FIGURA 1 - Tubulos seminiferos de Lithobates palmipes corados em HE em fase reprodutiva. EGn:
Espermatogonias; ETc: Espermatocitos; ESt: Espermatides

Em todas as laminas analisadas, os tubulos seminiferos apresentaram-se bem definidos e os estagios
celulares bem demarcados (Figura 1), sendo facilmente identificados trés tipos celulares nos testiculos de
Lithobates palmipes (Spix, 1824), as espermatogdnias, os espermatocitos e as espermatides alongadas, com cada
loculo apresentando varios cistos de células espermatogénicas (Figura 1).

As espermatogonias foram caracterizadas como células que apresentavam o maior tamanho no interior
dos loculos, com o citoplasma bem evidente, localizadas na periferia locular, com forma ovoide e cromatina
granular (Figura 1). S3o envolvidas por tecido conjuntivo chamadas de células foliculares ou células de Sertoli
produzindo diversas copias celulares dentro destes cistos passando por diversos processos de maturagio celular.
Os espermatdcitos primarios, originados nas Ultimas divisdes mitdticas, apresentaram uma forma semelhante as
espermatogonias, entretanto, de tamanho reduzido devido a diminui¢do do volume citoplasmatico e com formato
ligeiramente fusiforme em associacdo com as células de Sertoli. Sua cromatina se apresenta inicialmente difusa
variando durante a profase da primeira divisdo meidtica.

As espermatides, decorrentes da segunda divisdo meidtica, possuem um citoplasma escasso e sdo
caracterizadas pelo formato alongado do nucleo (Figura 1). Estas células se agrupam em feixes compactos,
orientadas na mesma direcdo a medida que amadurecem, desfazendo o arranjo cistico.

Dos vinte testiculos analisados, sete pertenciam a individuos juvenis e treze eram de individuos adultos.
Os juvenis foram capturados durante o periodo de chuva (Janeiro, Fevereiro e Margo). Os testiculos destes
individuos exibiram o primeiro estagio espermatogenético, apresentando unicamente espermatogonias (Tabela 1).

Titulo: Sazonalidade germinativa em testiculo de Lithobates palmipes

Set Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun

2011 2011 2011 2012 2012 2012 2012 2012 2012
Espermatogonia X X X X X X X X X
Espermatdcito X X X X X X
Espermatide X X X X X X

TABELA 1 — Tipos celulares encontrados nos testiculos de Lithobates palmipes.
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O grau de desenvolvimento das células germinativas dentro dos loculos variou ao longo do periodo ana-
lisado. Cistos de espermatogdnias foram encontrados ao longo de todo o periodo analisado (Tabela 1). Ja os cistos
de espermatocitos e espermatides alongadas foram encontrados em seis dos nove meses analisados e em treze
das vinte laminas analisadas. Nao foram observados espermatozoides nas laminas analisadas possivelmente pela
auséncia de material da cauda do epididimo, regido onde ocorre o processo de maturagdo dos espermatozoides. Li-
thobates palmipes (Spix, 1824) apresentou feixes de espermatides alongadas entre Setembro ¢ Dezembro de 2011
(periodo seco), sendo intercalado por trés periodos nos quais foram encontrados apenas cistos de espermatogonias
nos meses de Janeiro, Fevereiro e Marco de 2012 (Tabela 1) e voltando a apresentar espermatides alongadas nos
meses de Abril, Maio e Junho de 2012 (periodo chuvoso) (Tabela 1; Grafico 1).
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GRAFICO 1 — Estadios espermatogenéticos encontrados em Lithobates palmipes e sua associagdo com as taxas
de Pluviosidade e Evaporacdo da estudada (Dados abidticos obtidos pelo INMet).

O parénquima testicular ¢ constituido por corddes seminiferos, formados por células de Sertoli e gonoci-
tos, envolvidos por uma camada de musculatura lisa, as células midides. A produg@o do gameta masculino envolve
os processos de divisao celular e diferenciacdo, pelos quais os espermatozoides sdo produzidos nos testiculos e
esse processo ¢ denominado de espermatogénese'. Os espermatozoides sdo formados dentro dos tibulos semini-
feros dos testiculos. Esses tibulos contém uma série complexa de células germinativas em desenvolvimento que
posteriormente formam células altamente especializadas, os gametas masculinos'®.

As espermatogonias, derivadas das células germinativas primordiais, através de modificagdes celulares
formam os espermatocitos primarios que, por uma divisdo meidtica reducional, formam os espermatocitos se-
cundarios. Na etapa seguinte, eles passam por uma meiose equacional dando origem as espermatides, as quais
passam pelo processo da espermiogénese, no qual sofrem varias modificagdes e formam os espermatozoides'®. Os
espermatocitos primarios originados na ultima divisao mitotica sdo células menores que seu antecessor, possuem
um nucleo esférico, baséfilo!. A organizagdo germinativa € cistica, como descrito para anuros, e cada cisto contém
células germinativas no mesmo estagio'?. Os cistos de espermatocitos primarios sdo os mais frequentes, assim
como as espermatogonias que podem ser encontradas isoladas ao longo dos tubulos ou formando agrupamentos
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espermatogoniais na periferia dos testiculos''. Em algumas espécies, apenas a porgdo apical das células de Sertoli
estd envolvida no processo de espermatogénese, enquanto a por¢do basal, contendo o nicleo ¢ mantida para a
proxima geragdo de cistos'>.

Espermatides alongadas e espermatozoides iniciais estdo dispostos em feixes paralelos com os nucleos
incorporados nas partes apicais vacuolizadas das células de Sertoli e os flagelos direcionados para o limen de um
tubulo seminifero. Nesse estagio do desenvolvimento, cistos se abriram devido a uma ruptura das células de Sertoli
e finalmente formam espermatozoides com um flagelo™.

Os fatores ambientais e comportamentais que afetam os anuros também podem influenciar o processo
espermatogénico, tanto em termos da variagao de certos tipos celulares ao longo do ano quanto em termos da va-
riagdo da organizagao germinativa nos testiculos observada entre as espécies'>. Com base nessa descrigdo e no fato
de que foram encontrados no interior dos tubulos seminiferos dos adultos da populagdo de Lithobates palmipes
(Spix, 1824) estudada, cistos de espermatides alongadas, em fase final de maturacéo, tanto no periodo seco (janei-
ro, fevereiro e margo) quanto nos meses considerados chuvosos (abril, maio e junho) consideramos que Lithobates
palmipes (Spix, 1824) nessa regido apresenta ciclo gametogénico do tipo continuo; reproduzindo-se o ano todo,
como também encontrado para outras espécies de anuros de regides tropicais. Nestas espécies com ciclo game-
togénico do tipo continuo, os espermatozoides geralmente sdo produzidos ao longo do ano e os testiculos sempre
contém ninhos de células espermatogénicas'.

Além de fatores ambientais naturais, como temperatura ¢ umidade, atividades antropicas em ambientes
reprodutivos ou em seu entorno podem ter efeitos diversificados no desenvolvimento desses animais'¢. Entretanto,
a reprodugdo da populagdo estudada parece ocorrer independentemente do regime de chuvas da area. Isto € possi-
vel devido, em parte, pela menor heterogeneidade de habitats e a constante disponibilidade de corpos d’agua per-
manentes e de ambientes aquaticos temporarios ao longo do ano na area estudada. Embora esse regime de chuvas
estabeleca um periodo de seca curto para a area estudada, estes fatores podem favorecer a manutengao da atividade
reprodutiva da espécie mesmo no periodo mais seco. Além disso, o periodo estabelecido como seco foi precedido
de indices pluviométricos acima da média, o que promoveu o crescimento da vegeta¢do e, consequentemente,
um favorecimento no desenvolvimento de sitio reprodutivo na area que foram mantidos durante o periodo seco.
No entanto, ha informagdes limitadas sobre o ambiente urbano e os efeitos da urbanizag¢ao na populagdo local de
anuros. Portanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar esses efeitos e estabelecer conclusdes'.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos aspectos histologicos dos testiculos de Lithobates palmipes (Spix, 1824) revela a complexi-
dade da reprodug@o dos anuros em resposta as variaveis ambientais. Esse estudo reforca a importancia da analise
histologica sobre a biologia reprodutiva de anuros tropicais, especialmente em areas de matas urbanas fragmen-
tadas, onde fatores ambientais podem influenciar significativamente os padrdes reprodutivos. Compreender como
a espécie de Lithobates palmipes (Spix, 1824) se adapta a tais condigdes ¢ essencial para o desenvolvimento de
estratégias de conservagdo, garantindo a manutencdo das populagdes em ambientes cada vez mais impactados
pelas atividades humanas.
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