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Introdução Geral 

     A classe Amphibia apresenta uma grande diversidade com uma larga 

distribuição ao redor do globo. Hoje são reconhecidas 8.261 espécies em todo o mundo 

(Frost 2020), sendo 13% destas ocorrentes no Brasil, totalizando 1.136 espécies 

alocadas em 20 famílias (Segalla et al. 2019). Mais especificamente no estado de Mato 

Grosso do Sul são descritas 97 espécies, representando 9% do total de espécies do 

país (Souza et al. 2017).  

O grupo está entre os vertebrados com maior variação de traços reprodutivos 

que incluem habitat, ovoposição e comportamentos sexuais (Haddad & Prado 2005; 

Leite et al. 2015). Estes traços podem ser modulados por muitos fatores naturais 

abióticos, como clima, temperatura e umidade (Todd et al. 2011; Chaves et al. 2017). 

Entretanto, eles podem também ser influenciados por fatores bióticos, como relações 

comportamentais entre casais ou entre machos, como busca por amplexo ou 

competição de vários machos por uma fêmea (Emerson 1997; Zamudio et al. 2016), 

visto em espécies poliândricas com machos satélites próximos aos que ativamente 

vocalizam, espreitando na tentativa de fertilizar a fêmea também (Berec & Bajgar 2011). 

Além dos fatores naturais, a presença de atividades humanas em ambientes onde 

populações silvestres habitam também é um importante fator modulando características 

reprodutivas de anuros, o que resulta em vários impactos, tais como: declínios 

populacionais, distúrbios hormonais e reprodutivos, alterações morfológicas e intersexo 

(McCallum 2007; Collins 2010; Skelly et al. 2010; Lambert et al. 2015; Brodeur & 

Candioti 2017; Borges et al. 2019; Thambirajah et al. 2019). 

Os anuros são os integrantes mais diversificados dentre os anfíbios, sendo 

facilmente reconhecidos por suas características, como a locomoção por salto, ausência 

de cauda e a vocalização dos machos durante o período reprodutivo (Vitt & Caldwell 

2014). Além disso, realizam trocas gasosas através da pele e possuem um ciclo de vida 

característico, com reprodução por amplexo e imaturos com desenvolvimento através 

de metamorfose (Vitt & Caldwell 2014). As espécies variam muito em termos de 

tamanho e coloração, de forma que o corpo de cada uma está adaptada ao hábito de 

vida, com modificações morfológicas ou comportamentais para as atividades terrestres, 

arborícolas ou aquáticas (Heyer 1969; Bernarde 2012; Zamudio et al. 2016). As 

características reprodutivas, variações e especificidades da ordem podem refletir, entre 

outras coisas, os diferentes ambientes em que habitam (Haddad & Prado 2005). 

As regiões tropicais apresentam uma grande diversidade em termos de 

reprodução de anuros, ocorrendo espécies de reprodução explosiva (aquelas nas quais 

a reprodução concentra-se em alguns meses do ano, com vários indivíduos se 
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reproduzindo ao mesmo tempo) e reprodução contínua (estendida ao longo do ano), 

além de haver algumas espécies oportunistas, que se reproduzem quando há condições 

favoráveis (Prado et al. 2000; Vitt & Caldwell 2014). Comumente, anuros se reproduzem 

durante a estação mais úmida do ano, ainda que algumas espécies possuem 

plasticidade reprodutiva para contornar situações ambientais adversas com diferentes 

estratégias (Heyer 1969; Santos et al. 2011; Toledo et al. 2012). 

Em geral, para garantir a perpetuação e um número ótimo de prole, as espécies 

contam com estratégias reprodutivas que podem ser vistas como um conjunto de fatores 

fisiológicos e comportamentais, que levam os organismos a terem sucesso reprodutivo 

em determinados ambientes. Essas características podem estar relacionadas ao local 

de ovoposição, esforço reprodutivo, característica dos ovos, desenvolvimento de 

imaturos e cuidado parental, que definem o modo reprodutivo, algo bem característico 

em anuros (Prado et al. 2000).  Os modos reprodutivos são muito variáveis, com 39 

modos definidos por Haddad & Prado (2005), dos quais 31 são para a região 

Neotropical. Nesta região, as espécies apresentam diferentes combinações dos traços 

reprodutivos e muitas vezes pode apresentar mais de um modo, que são selecionados 

por diversas pressões, o que resulta em diferentes estratégias de amplexo, ovoposição, 

desenvolvimento de girinos e comportamentos com relação ao cuidado parental, que 

pode ser presente ou ausente dependendo da espécie (Haddad & Prado 2005; Toledo 

et al. 2012; Zamudio et al. 2016). 

Espécies de Leptodactylus tem como características a reprodução em beiras de 

lagos e poças, em ninhos cheios de espuma gerada por secreção glandular, onde ocorre 

tanto o amplexo quanto a ovoposição (Prado et al. 2002). Também possuem registros 

de poliandria, com estudos apontando para a relação da massa testicular e produção 

espermática (Prado & Haddad 2003).  

Leptodactylus podicipinus (Cope, 1862) possui aproximadamente 33 a 45 mm 

de comprimento rostro-cloacal e membros anteriores pequenos em relação aos 

posteriores, que são desenvolvidos para saltos (Ponssa et al. 2011). Geralmente, a 

coloração dos indivíduos é marrom-esverdeada no dorso com diversos pontos brancos 

na região ventral, membrana timpânica visível e dobras dorsolaterais (Heyer 1994).  

É uma espécie que possui ampla distribuição geográfica e alta plasticidade 

reprodutiva. Pode ser considerada oportunista quanto ao uso do habitat e, sob 

condições favoráveis, pode se reproduzir o ano todo (Heyer 1994; Prado et al. 2000). 

Possui alimentação generalista, que varia de acordo com a disponibilidade de presas 

no ambiente (Rodrigues et al. 2004). Vive em áreas abertas, podendo ser comum em 

ambientes antropizados (Eterovick & Sazima 2004). Assim como a maioria das espécies 

de anfíbios, L. podicipinus vive em águas rasas nos estágios larvais, período em que as 
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suas gônadas se diferenciam e podem ser negativamente influenciadas por 

contaminantes que persistem no ambiente (Hayes et al. 2010; Smits et al. 2014).  

Os sítios de vocalização dos machos de L. podicipinus podem ser bacias naturais 

ou construídas, que muitas vezes contam com a cobertura da vegetação da margem ou 

folhas da serapilheira, onde os machos ficam parcialmente submergidos enquanto 

vocalizam (Prado et al. 2002). A espécie também apresenta dimorfismo sexual com 

caracteres sexuais secundários nos machos, como calos sexuais e o saco vocal (Heyer 

1994) e, em geral, são mais leves e menores do que as fêmeas (Prado et al. 2000). Há 

cuidado parental de girinos por parte das fêmeas até a metamorfose (Prado et al. 2002).  

Os testículos são órgãos pares, localizados na região abdominal, conectados 

ventralmente aos rins pelo mesórquio (Ogieslka 2009). Apresentam forma ovoide e de 

coloração branca, os lóculos são esféricos e podem ser observados devido a 

transparência da túnica pois não possui pigmentação por melanócitos, algo comum em 

outras espécies (Figura 1) (Oliveira & Franco-Belussi 2012). Tal coloração por 

melanócitos pode ser alterada durante o período reprodutivo ou ser espécie-especifica 

(Zhou et al. 2011; Oliveira & Franco-Belussi 2012). Os corpos gordurosos e a massa 

dos testículos podem variar ao longo do ano em relação a estação reprodutiva e demais 

características, como o tamanho do corpo e influência de pressão sexual, sendo a última 

na forma do risco de competição espermática (Byrne et al. 2002; Santos & Oliveira 2008; 

Chaves et al. 2017). 

 

Figura 1. Morfologia testicular externa de diferentes espécies de anuros. Hl: Holoaden 
luederwaldti, Lp: Leptodactylus podicipinus, Hm: Hylodes magalhaesi. Pc: Physalaemus 
centralis. Adaptado de Oliveira & Franco-Belussi 2012. 
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As gônadas masculinas são revestidas externamente pela túnica albugínea que 

serve de sustentação e proteção (Haider 2004; Oliveira & Franco-Belussi 2012). De 

acordo com o habitat e os diferentes modos reprodutivos, pode haver variações na sua 

espessura e rigidez (Leite et al. 2015). 

Os testículos internamente são organizados em lóculos seminíferos, não 

possuem septos e as camadas de tecido conjuntivo delimitam a área desses lóculos. A 

região entre os lóculos é denominada intersticial, que contém vasos sanguíneos, células 

do tecido conjuntivo e células de Leydig, além de ductos eferentes circundando a região 

dos lóculos (Oliveira & Franco-Belussi 2012; Leite et al. 2015). 

As células de Leydig são responsáveis pela síntese de andrógenos (Shan et al. 

1997; Haider 2004; Santos & Oliveira 2008) e podem sofrer variações morfológicas de 

acordo com as mudanças sazonais (Pudney 1996; Pierantoni et al. 2002; Sasso-Cerri 

et al. 2005). A produção de hormônios sexuais é importante para a dinâmica reprodutiva, 

sobretudo o papel de hormônios andrógenos em machos, que influenciam as 

características reprodutivas, tanto fisiológicas, como na regulação das células de Leydig 

e Sertoli (Shan et al. 1997; Pierantoni et al. 2002), quanto comportamentais, que vão 

desde o estímulo para vocalização e formação do amplexo, até o aumento da 

agressividade em relações macho-macho (Emerson 1997; Harvey et al. 1997). 

As células de Sertoli estão envolvidas em processos fundamentais no epitélio 

germinativo, como nutrição e sustentação dos cistos onde as células germinativas se 

desenvolvem. Também realizam fagocitose de resíduos citoplasmáticos provenientes 

do processo de espermiogênese (Billard 1970). Em anfíbios e peixes as células de 

Sertoli continuam se proliferando mesmo após o animal atingir maturação sexual 

(Bouma & Cloud 2005; Schulz et al. 2005). 

No interior dos lóculos seminíferos estão distribuídos os cistos germinativos, que 

possuem vários grupos de células germinativas. Esses cistos possuem células no 

mesmo estágio germinativo, no entanto, dentro do lóculo pode haver vários cistos em 

variados estágios de diferenciação (Oliveira et al. 2003). 

A configuração cística (Figura 2) é sustentada por extensões citoplasmáticas das 

células de Sertoli, frequentemente observadas em associação aos cistos até as fases 

finais de diferenciação, quando a forma cística é desfeita e substituída por uma 

configuração em feixe (Santos & Oliveira 2008). Essas células ficam associadas a 

parede basal do lóculo e continuam conectadas até estágios mais avançados da 

espermatogênese (Ferreira et al. 2009; Santos et al. 2011). 
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Figura 2. Esquema da Configuração cística do testículo de vertebrados, observa-se os 
compartimentos intersticial (IC) com membrana basal (BM), células mióides (M), vasos 
sanguíneos (BV) e células de Leydig (LE). No compartimento germinativo (GC), 
destaca-se o epitélio germinativo (GE), as células de Sertoli (SE), espermatozoides (SZ) 
no lúmen (L). Retirado de Schulz & Nóbrega 2011.    

O processo de diferenciação celular durante a espermatogênese se dá quando 

o cisto germinativo é formado pela associação e mitose de células-filhas de 

espermatogônias, estas células se encontram na base do epitélio locular e são as 

menores células germinativas. As espermatogônias se proliferam por processo de 

mitose que, após alterações morfológicas, se diferenciam em espermatócito primário. 

Os espermatócitos primários são células maiores que após um primeiro processo 

meiótico originam as células tipo espermatócito secundário, de tamanho bem menor. 

Após a segunda meiose essas células se diferenciam em espermátides, que são células 

haploides que se alongam e adquirem a formação em feixe, deixando a configuração 

cística, que gera por fim espermatozoides após o processo de espermiogênese, 

processo que dá a forma final dos espermatozoides, geralmente com as caudas 

voltadas para o lúmen. Também é possível observar espermatozoides nos estágios 
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finais livres, preparados para seguir para os túbulos eferentes (Oliveira et al. 2003; 

Oliveira & Franco-Belussi 2012). 

Em anuros a progressão do processo da espermatogênese pode durar toda uma 

estação, sendo que ao final do inverno pode restar apenas os estágios finais, levando a 

espermiogênese a ocorrer durante a estação reprodutiva, o que caracteriza o processo 

de reprodução descontínua. Apesar de algumas diferenças no processo de progressão 

germinativa, anuros, peixes e mamíferos compartilham de mecanismos similares quanto 

ao processo da espermatogênese (Pierantoni et al. 2002; Nóbrega et al. 2009). 

O estudo da espermatogênese em anuros, permite melhor compreensão dos 

processos de controles internos e externos durante o ciclo reprodutivo desses animais, 

esclarecendo as diversificadas características e modos de vida das espécies. Os fatores 

ambientais e comportamentais podem influenciar o processo espermatogênico, tanto na 

variação de determinados tipos celulares durante o ano, como na variação da 

organização germinativa no testículo entre as espécies (Ferreira et al. 2009; Santos et 

al. 2011; Oliveira & Franco-Belussi 2012). 

Apesar da morfologia do espermatozoide ser similar em algumas espécies 

(Figura 3), ela pode conter características únicas em diferentes grupos, o que pode estar 

relacionado ao tipo de fertilização, modo reprodutivo, tipo de amplexo e até mesmo 

presença ou ausência de competição espermática (Zamudio et al. 2016; Salles et al. 

2017). Estudos apontam que a pressão sofrida por indivíduos de espécies com 

poliandria pode influenciar o tamanho do testículo, assim como a produção e morfologia 

do espermatozoide, acarretando na seleção sexual e, portanto, sendo um fator 

importante para a evolução e desempenho reprodutivo das espécies (Ball & Parker 

1997; Byrne et al. 2002; Zeng et al. 2014). 
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Figura 3. Morfologia de espermatozoides de espécies de Leptodactylidae. A - 

Lithodytes lineatus; B - Leptodactylus macrosternum; C - L. bufonius; D – L. 

syphax; E – L. latrans; F – L. podicipinus; G – L. petersii. Seta: borda acrossomal. 

Escala: 5µm Foto: Salles et al. 2017. 

Os anfíbios que vivem em ambientes antropizados estão expostos a várias 

ameaças e muitas delas afetam partes específicas do seu desenvolvimento (Croteau et 

al. 2008). Dessa forma, um foco importante para estudos são as características 

reprodutivas de anuros silvestres provenientes de ambientes com diferentes usos do 

solo, como áreas urbanas e áreas sem atividade agrícola. As características do 

ambiente são determinantes para muitas estratégias e modos reprodutivos de anfíbios 

e, portanto, exercem grande influência na reprodução desses animais (Haddad & Prado 

2005; Toledo et al. 2012). Essas áreas estão sujeitas a mudanças naturais, variações 

do ambiente, além da exposição à diversos contaminantes e influência antrópica, 

capazes de promover alterações na fisiologia e na reprodução de anfíbios e 

consequentemente, causar uma alteração na população desses animais (Smits et al. 

2014; Lambert et al. 2015). 
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Em investigações laboratoriais, várias substâncias apresentaram atividades que 

mimetizam ou antagonizam aquelas dos hormônios sexuais esteroides e que, portanto, 

tornam esses compostos fortes candidatos a agentes causadores da deterioração da 

qualidade espermática e de desordens do sistema genital masculino (Sharpe & 

Skakkebaek 1993). Assim, o estudo de parâmetros morfológicos e características do 

tecido reprodutivo desses animais tem provido resultados para avaliação da reprodução 

de anfíbios (Çakici 2013; Franco-Belussi et al. 2014; Gregorio et al. 2016).  

Ainda que L. podicipinus apresente alta plasticidade reprodutiva, seja 

amplamente distribuído e comum em ambientes antropizados, o conhecimento acerca 

da estrutura e fisiologia testicular desta espécie é escasso. Neste sentido, o presente 

estudo realizou uma investigação para avaliar as características da morfologia testicular 

e dos espermatozoides desta espécie em ambiente urbano. 
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Resumo 

Os anuros possuem diversas estratégias reprodutivas associadas intimamente à 
dinâmica germinativa do testículo e a produção espermática. Leptodactylus podicipinus 
apresenta alta plasticidade reprodutiva e ampla distribuição geográfica, comumente 
encontrados em ambientes antropizados. Embora seja capaz de se reproduzir o ano 
todo, o conhecimento acerca da sua estrutura testicular nesses habitats é escasso. O 
presente estudo avaliou a organização celular do testículo, características morfológicas 
dos espermatozoides desta espécie em um ambiente urbano. Neste estudo foram 
utilizados 11 machos sexualmente maduros. As coletas foram realizadas por meio de 
excursões noturnas durante os períodos de abril e setembro, o período coincidiu com a 
pós-estação chuvosa. Dados biométricos, tais como massa testicular, comprimento 
rostro-cloacal e massa corporal absoluta foram associados com as variáveis de 
parâmetros espermáticos (tamanho da cabeça e cauda dos espermatozoides). Foram 
realizadas avaliações da morfologia espermática e cálculos estereológicos do testículo. 
Os resultados apresentaram correlações entre a massa testicular e o tamanho dos 
espermatozoides, sendo positiva em relação ao tamanho da cabeça e negativa em 
relação ao tamanho da cauda. A área de lóculo e o tamanho da cauda dos 
espermatozoides também apresentou correlação negativa. Houve cabeças e caudas 
dos espermatozoides com morfologia distinta do padrão descrito para a espécie. A 
estrutura germinativa apresentou mais de 50% da área locular composta por 
espermatozoides, 17% de espermátides, 16% de espermatócitos e 1% de 
espermatogônias. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento dos aspectos 
relacionados à biologia reprodutiva do Leptodactylus podicipinus em ambiente urbano. 

Palavras-chave: Anfíbios, morfologia testicular, espermatozoide, gônada masculina. 
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Abstract 

Anurans have multiple reproductive strategies, which are intimately associated with the 
testes germinative dynamics and sperm production. Leptodactylus podicipinus presents 
a high level of reproductive plasticity and wide geographical distribution, being commonly 
found in anthropized environments. Although the species has the capacity to reproduce 
throughout the year, the knowledge about their testes structure in urban habitats is 
scarce. The present study evaluated the morphological characteristics of the species 
testes and sperm in an urban environment. Were used 11 males sexually mature from 
the city of Campo Grande, state of Mato Grosso do Sul, Brazil. The sampling were trough 
night excursions during the months of April and September, the period occurred in the 
post rainy season. The biometric data of testes mass, snout-vent length and absolute 
body mass were associated with sperm parameters variables (length of spermatozoids 
head and tail). Were performed sperm morphology evaluation and testes stereological 
calculations. The results presented correlations between testes mass and 
spermatozoids length, being positive related to the head length and negative related to 
the tail length. The locular area and the tail length also presented a negative correlation. 
There were heads and tails of sperm with a morphology different from the pattern 
described for the species. The germinative structure presented more than 50% of the 
locular area composed of spermatozoids, 17% spermatids, 16% spermatocytes and 1% 
spermatogonia. The data contributes to the knowledge of the aspects related to the 
reproductive biology of Leptodactylus podicipinus from urban environment. 

Keywords: Amphibians, testicular morphology, sperm, male gonad. 
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1. Introdução 

Dentre os anfíbios, os anuros são os integrantes com grande variedade de 

modos e estratégias reprodutivas que consistem em vários processos fisiológicos e 

comportamentais, intimamente ligados a fatores externos e internos aos quais esses 

indivíduos estão sujeitos [1,2]. Dessa maneira, algo tão vital como a reprodução de uma 

espécie pode ser modulado por diversas características como clima, temperatura, 

umidade e até mesmo relações comportamentais entre machos-fêmeas e machos-

machos [1, 2, 3, 4, 5]. Além dos fatores naturais, a presença de atividades humanas em 

ambientes reprodutivos ou seus arredores pode resultar em vários impactos no 

desenvolvimento desses animais [6,7,8,9,10,11,12]. 

Estudos apontam que a pressão sexual sofrida por indivíduos de espécies com 

poliandria pode influenciar o tamanho dos testículos, assim como a produção e a 

morfologia dos espermatozoides [13,14,15]. Portanto, o estudo da espermatogênese em 

anuros permite melhorar a compreensão dos processos de controles internos e externos 

durante o ciclo reprodutivo desses animais, o que pode contribuir para o esclarecimento 

das diversificadas características e modos de vida das espécies. Os fatores ambientais 

e comportamentais dos anuros podem influenciar o processo espermatogênico, tanto 

na variação de determinados tipos celulares durante o ano, como na variação da 

organização germinativa no testículo entre as espécies [16,17,18]. 

A maioria das espécies de anuros, vivem em águas rasas nos estágios larvais, 

período em que as suas gônadas se diferenciam e podem ser negativamente 

influenciadas por contaminantes que persistem no ambiente [19,20]. 

Contudo, o conhecimento acerca da estrutura e fisiologia testicular em locais 

urbanos ainda é escasso. Neste sentido, o presente estudo realizou uma investigação 

para descrever as características da morfologia testicular e dos espermatozoides de 

Leptodactylus podicipinus (Cope, 1862), de um ambiente urbano. 

 

2. Material e métodos 

2.1. Amostragem 

Foram utilizados machos adultos e sexualmente maduros L. podicipinus (n=11), 

com aproximadamente 37mm de comprimento rostro-cloacal, provenientes de um 

ambiente urbano - o “Lago do Amor” - localizado dentro da Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul, no Campus de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil 

(20°30'12.11"S 54°37'1.65"O). As coletas foram realizadas por meio de excursões 

noturnas, utilizando o método de busca ativa em sitio de vocalização [21]. As excursões 

foram nos períodos de abril e setembro de 2020, que coincide com o período pós-
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estação chuvosa. Desta maneira, as coletas puderam acometer a variação na dinâmica 

do epitélio germinativo, mesmo a espécie sendo classificada com possuindo reprodução 

“contínua” [2]. Os animais utilizados neste experimento foram mantidos de acordo com 

os Princípios Éticos em Experimentação Animal (protocolo UFMS # 997/2018). As 

coletas foram realizadas com a licença de coleta e manutenção de anfíbios em 

laboratório (SISBIO/ICMBio #45889-1). 

 

2.2. Biometria 

Os espécimes foram eutanasiados por aplicação de benzocaína (5%) tópica nas 

regiões ventral e inguinal. Posteriormente, foram determinados o comprimento rostro-

cloacal (mm) e massa corpórea (mg). As gônadas foram extraídas e pesadas para 

calcular o índice gonadossomático (IGS) (massa das gônadas (g) / massa corpórea (g) 

X100) [22]. 

 

2.3. Análises histológicas 

Após a eutanásia, as gônadas esquerdas foram destinadas para análises 

histológicas, sendo então fixadas durante 3 horas por imersão em Metacarn (60% de 

metanol, 30% de clorofórmio e 10% de ácido acético) em temperatura ambiente [23]. 

Após a fixação foram submetidas ao processamento de rotina para microscopia de luz 

convencional. 

As gônadas foram incluídas em Paraplast (Sigma - Aldrich®) e feitas 3 secções 

longitudinais não consecutivas por animal (3 µm de espessura, 50 µm de distância entre 

as secções). Os cortes histológicos foram corados em Hematoxilina-Eosina (HE) e 

posteriormente analisados em Microscópio ZEISS modelo Primo Star do Laboratório de 

Patologia Experimental (LAPEx)- INBIO-UFMS. 

As análises histológicas qualitativas foram realizadas com o intuito de avaliar a 

arquitetura do testículo dos L. podicipinus. Para tanto, utilizou-se aumento de 100x e 

400x vezes em microscopia de luz para a análise de área de lóculo e células 

germinativas, respectivamente. Estas análises abrangeram a identificação morfológica 

dos principais tipos celulares de diferentes gerações de células germinativas 

(espermatogônias, espermatócitos primários, espermatócitos secundários, 

espermátides e espermatozoides), através de parâmetros já estabelecidos [18,24]. 
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2.4. Morfometria do Testículo 

Para as análises morfométricas os cortes testiculares longitudinais foram 

observados em microscópio de luz ZEISS modelo Primo Star em 400X, acoplado ao 

sistema digitalizador de imagens Opticam modelo LOPT14003, analisadas no software 

Image-Pro Plus v. 6.0. Para isso, a análise da dinâmica das células germinativas foi 

determinada de acordo com o volume locular ocupado pelas células, no qual foram 

medidos o volume de 10 lóculos de cada indivíduo avaliado (10 lóculos x 11 indivíduos), 

sendo obtida uma média do volume desses lóculos. A média da área de ocupação dos 

cistos de células germinativas foi obtida através do método de diagrama graticulado de 

Weibel [25], através do qual pontos de cada tipo de cisto foi identificado. Dessa maneira 

foi obtida a área ocupada por cada cisto nos lóculos, tendo como base 252 pontos, que 

representam a área locular. 

 

2.5. Morfologia espermática 

As gônadas direitas foram coletadas e separadas para a análise da morfologia 

espermática e utilizadas preparações a fresco seguindo as diretrizes já descritas [26] 

com as adaptações apontadas a seguir: com uma agulha de insulina foram injetadas 

0,1 mL de formol salina a 10% dentro das gônadas; posteriormente essa solução foi 

aspirada e utilizada para fazer alíquotas; em seguida foram colocadas uma ou duas 

gotas dessa suspensão sob lâminas histológicas e, após 30 minutos, foram observadas 

em microscopia de contraste de fase (400X) em que 200 espermatozoides por indivíduo 

foram avaliados quanto a sua morfologia de cabeça e cauda, seguindo parâmetros já 

descritos para a espécie (presença de cabeça alongada e membrana da cauda 

ondulante) [27].  

Foram realizadas medições lineares do tamanho da cabeça e cauda dos 

espermatozoides [15]. Para essas medidas foram preparadas lâminas histológicas com 

gotas da alíquota de espermatozoides e então adicionado corante eosina. 

Posteriormente as lâminas foram observadas sob microscópio de luz ZEISS modelo 

Primo Star (aumento de 400X) com câmera acoplada Opticam modelo LOPT14003, 

para obtenção das imagens de 100 espermatozoides por indivíduo para retirada das 

medidas de cabeça e cauda utilizando o software Image-Pro Plus v. 6.0. 

 

2.6. Análises Estatísticas 

Foram realizadas análises estatísticas de correlação linear entre os parâmetros 

de morfometria testicular, valores biométricos do animal e o tamanho dos 

espermatozoides. As diferenças foram consideradas significativas quando p< 0,05. Para 

as análises foi utilizado o software GraphPad InStat ® versão 3.06. 
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3. Resultados 

3.1. Biometria 

Os valores médios encontrados para a massa corpórea e o IGS dos indivíduos 

de L. podicipinus investigados foram, respectivamente, 4,82±0,26 e 1,56±0,19. A massa 

testicular apresentou média de 0,07 ±0,01 e o CRC de 37,05mm ±0,87. 

 

3.2. Análises histológicas 

Os túbulos seminíferos estavam envoltos pelos componentes do compartimento 

intersticial ou intertubular, onde ficam localizados os vasos sanguíneos e linfáticos e as 

células de Leydig (Fig. 2A). A maioria dos indivíduos apresentaram os diferentes tipos 

de células germinativas (Fig. 2). 

Durante a espermiogênese em L. podicipinus, assim como nos demais anuros, 

os cistos espermatogênicos se abrem e as células germinativas (espermátides) estão 

em contato direto com a membrana plasmática apical das células de Sertoli (Fig. 2A).  
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Figura 2. Histologia do testículo de 
L. podicipinus. A e B – Lóculo com 
cistos germinativos (Linha 
vermelha), observa-se grande 
quantidade de espermatozoides 
(STZ) no lúmen do lóculo, 
enquanto na periferia temos 
espermatócitos primários (STCI), 
secundários (STCII), 
espermatogônias (setas verdes), 
espermátides (setas pretas) e  
células de Leydig (LE) e Sertoli 
(SE). C e D – Delimitação de 
lóculos (Linha amarela); observa-
se cistos organizados na periferia e 
lúmen (L) contendo 
espermatozoides soltos ou em 
feixes. Coloração Hematoxilina-
Eosina. Aumento de 400X (A e B) 
e 100X (C e D).
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3.3. Morfometria do Testículo 

A média da área total do lóculo na espécie foi de 61344,36 ±10888,00µm². O volume das 

células germinativas na área locular foi de 85%, sendo 51,36% de espermatozoides (STZ). Os 

valores para os volumes de espermátides (STE), espermatócito primário (STCI), espermatócito 

secundário (STCII) e espermatogônia (STG) foram, respectivamente, 16,72%, 11,36%, 4,45% e 

1,30%, sendo os 15% restantes compostos por área citoplasmática, tecido intersticial e espaço 

locular (Fig. 3). Estes dados indicam que as células germinativas ocuparam a maior parte da área 

locular. 

 
Figura 3. Gráfico do Volume Médio ocupado por cada tipo de célula germinativa na área locular (61344,36 

±10888,00µm²). STZ – Espermatozoides; STE – Espermátides; STCI – Espermatócito primário; STCII – 

Espermatócito secundário; STG – Espermatogônia. 

3.4. Morfologia espermática 

 Os espermatozoides analisados apresentaram, de modo geral, a morfologia padrão para a 

espécie (cabeça alongada e cauda ondulante). Entretanto, alguns espermatozoides apresentaram 

morfologia distinta do reportado na literatura (Tabela 1). 

Tabela 1. Morfologia espermática de L. podicipinus em ambiente urbano. Número de machos analisados 
(N=11) e número de espermatozoides descritos (Nsptz). 

Cabeça Nsptz Cauda Nsptz 

Alongada 

Alfinete 

Curva 

2174 

8 

18 

Ondulante 

Enrolada 

2162 

38 
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Os valores médios do tamanho dos espermatozoides dos indivíduos foi de 21,40µm±0,33 

para o comprimento da cabeça e de 31,12µm±0,31 para o comprimento da cauda. 

3.5. Correlações dos parâmetros biométricos e morfometria testicular/espermática 

As variáveis apresentaram correlação negativa e moderada (r=-0,72, p=0,01) (Fig. 4) ou 

seja, a relação entre a área locular dos testículos e o comprimento da cauda dos espermatozoides 

é inversamente proporcional, portanto, quanto maior é a área locular menor a cauda dos 

espermatozoides. 

 

Figura 4. Gráfico de dispersão apresentando a regressão linear entre a área locular dos testículos e o 
comprimento da cauda dos espermatozoides analisados. Cada símbolo representa um valor de ambas as 
variáveis para um único indivíduo. Valor de p no teste de regressão linear de Pearson. r=coeficiente de 
correlação linear. A linha representa a regressão linear. 

 Foram obtidos resultados diferentes para a correlação entre a massa testicular e o tamanho 

da cauda e cabeça dos espermatozoides (Fig. 5 e Fig. 6), respectivamente. Na correlação linear 

entre a massa testicular e o comprimento da cauda dos espermatozoides dos indivíduos, houve 

diferença significativa (p=0,02) sendo negativa e moderada (r=-0,66, r2=0,44) ou seja, a relação 

entre a massa testicular e o comprimento da cauda dos espermatozoides é inversamente 

proporcional.  

O resultado da correlação entre a massa testicular e o tamanho da cabeça dos 

espermatozoides dos indivíduos foi inverso (Fig. 6). Também houve diferença significativa (p=0,03), 

no entanto, a correlação foi positiva e moderada (r=0,62 r2=0,39). Sendo assim, a relação é 

diretamente proporcional, ou seja, quanto maior a cabeça dos espermatozoides, maior também é a 

massa testicular. 
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Figura 5. Gráfico de dispersão apresentando a regressão linear entre a massa testicular e o comprimento da 
cauda dos espermatozoides dos indivíduos analisados. Cada símbolo representa um valor de ambas as 
variáveis para um único indivíduo. Valor de p no teste de regressão linear de Pearson. r=coeficiente de 
correlação linear. A linha representa a linha de regressão linear. 

 

Figura 6. Gráfico de dispersão apresentando a regressão linear entre a massa testicular e o comprimento da 
cabeça dos espermatozoides dos indivíduos analisados. Cada símbolo representa um valor de ambas as 
variáveis para um único indivíduo. Valor de p no teste de regressão linear de Pearson. r=coeficiente de 
correlação linear. A linha representa a linha de regressão linear. 

 Não houve associação entre as demais variáveis biométricas (CRC, IGS, massa corpórea) 

e o tamanho dos espermatozoides. 
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4. Discussão 

L. podicipinus possui uma estratégia reprodutiva plástica, tendo fácil adaptação às variações 

ambientais [2]. Os resultados do presente trabalho descrevem características histomorfométricas 

do testículo e a morfologia espermática da espécie em um ambiente urbano. A estrutura germinativa 

testicular dos indivíduos de L. podicipinus apresentou tipos celulares germinativos predominantes 

(espermátides e espermatozoides), o que pode ser um reforço para a descrição de sua reprodução 

contínua [2].  

Os resultados acerca da área locular de L. podicipinus em ambiente urbano são inéditos. 

Nossos resultados apontam que os indivíduos de L. podicipinus possuem uma área média locular 

maior que aqueles de L. macrosternum [28], Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus e Boana 

albopunctata [29], o que sugere uma variação interespecífica dos parâmetros testiculares. 

Entretanto, todas essas espécies foram estudadas em ambiente com estresse hídrico [28] ou com 

interferência humana [29]. Tal achado também pode ser devido ao fato de L. podicipinus apresentar 

poliandria, visto que há uma possível relação entre o tamanho do testículo e a intensidade de 

competição espermática em anuros [5,30]. 

A estrutura germinativa do testículo dos indivíduos de L. podicipinus apresenta padrão 

comum registrado para os anuros e a espécie em questão [16,17]. Possui células de todos os 

estágios germinativos dentro dos lóculos, porém com predominância de espermatozoides, o que 

corrobora com a característica reprodutiva da espécie [2], pois os indivíduos demonstraram grandes 

quantidades de espermatozoides no lúmen mesmo na estação pós-reprodutiva. 

Os cistos de espermatócitos apresentaram uma frequência bem menor que os cistos de 

células em estágios finais, como espermátides alongadas e espermatozoides. Tais resultados estão 

de acordo com o padrão já descrito para L. podicipinus [16], no qual os cistos de espermatócitos 

foram esporádicos e raros, o que pode estar relacionado com a característica da reprodução acíclica 

da espécie. Esses resultados sugerem que a frequência das células germinativa de L. podicipinus 

não foi alterada pelo ambiente urbano, pois está de acordo com o que já foi observado em ambientes 

menos influenciados como o Pantanal [16], clarificando a sua plasticidade reprodutiva e larga 

distribuição. 

A morfologia espermática é um parâmetro importante na avaliação da fertilidade de machos 

[31]. Vários estudos relataram à ocorrência de poliandria associada à competição espermática e, 

desse modo, influenciam a morfologia dos espermatozoides [13,32,33]. Sendo assim, as 

características espermáticas observadas no presente estudo podem estar associadas ao modo 

reprodutivo da espécie [27, 30, 34].  

O tamanho médio total dos espermatozoides do presente estudo foi de 52,51±1,25µm, 

corroborando com o descrito para a espécie [27], que obteve valores similares para L. podicipinus 

nas regiões Centro-oeste e Sudeste do Brasil. 

No presente estudo a correlação entre a área locular e o tamanho da cauda dos 

espermatozoides e, massa testicular foi negativa. Isso pode ser uma forma de compensar o menor 
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investimento em massa testicular para uma produção de espermatozoides com caudas mais longas 

e mais eficientes, corroborando os resultados que descrevem a influência direta e positiva da 

pressão sexual para o comprimento da cauda dos espermatozoides de espécies de Myobatrachidae 

[32]. 

 A massa testicular absoluta foi associada de modo significativo com o tamanho da cabeça 

e cauda dos espermatozoides, onde foi observado relações diferentes com os dois parâmetros, 

sendo positiva em relação ao tamanho da cabeça e negativa para a cauda dos espermatozoides. 

Este resultado está de acordo com a literatura, pois estudos de morfologia, produção e competição 

espermática apontam para a existência de relações tanto positivas quanto negativas, diretas e 

indiretas, entre a massa testicular e o comprimento dos espermatozoides [14,15,32], sendo por 

intensidade de competição espermática ou aumento do tamanho testicular, resultado de diferentes 

maneiras de investir em produção espermática [15,32]. A relação positiva entre tamanho da cauda 

e cabeça dos espermatozoides e o tamanho dos testículos pode resultar na produção de 

espermatozoides com caudas menores e cabeças mais longas quando há alto risco de competição 

[15], pois este influencia diretamente o tamanho da cauda [32]. Assim, alinhado com os demais 

estudos, os resultados das correlações entre tamanho dos espermatozoides e a massa testicular 

de L. podicipinus corroboram o argumento do papel da competição, através da poliandria, o que 

pode acarretar a modulação da morfologia espermática e testicular [15,30].  

Em relação aos valores biométricos, uma vez que tais valores podem apresentar relações 

que clarificam o estado do desenvolvimento e atividades dos anuros [35], não houve resultado 

significativo. Dessa forma, a falta de associação entre o desenvolvimento corporal (tamanho e CRC) 

dos indivíduos e o desenvolvimento das gônadas (IGS e massa testicular) se alinham com a 

hipótese de que a seleção sexual é um fator de grande influência no investimento e desempenho 

das gônadas em machos [13], sugerindo que L. podicipinus nessa região urbana é influenciado por 

fatores de pressão sexual, como o risco de competição, levando ao investimento no 

desenvolvimento testicular. Tal argumento é corroborado por evidências de um estudo semelhante 

com L. macrosternum [36], onde os dois parâmetros também apresentaram desenvolvimento 

independente, o que possivelmente pode ser uma característica do grupo.  

Esta relação também pode estar vinculada a característica da espécie, a qual apesar de 

apresentar certo nível de competição espermática, não possui uma grande proporção de massa 

testicular em relação a massa corporal, sendo a massa das gônadas apenas 0,75% da massa 

corporal, o que é pouco se comparado a outras espécies próximas (e.g. L. macrosternum) que 

apresenta o peso das gônadas com 4% do total da massa corporal [5,28]. 
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5. Conclusão 

Em suma, conclui-se que L. podicipinus mantém o padrão das características de estrutura 

germinativa do testículo descrito para anuros, visto em outras espécies da família, o que é coerente 

com a descrição da reprodução contínua da espécie. Por fim, os resultados obtidos suportam o 

argumento da influência que os fatores de pressão sexual exercem sobre o desenvolvimento 

testicular e espermático. 
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