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1 - Resumo

O figado dos vertebrados é uma glandula responsavel pelo processamento e
armazenamento de nutrientes, e esta envolvido no catabolismo e anabolismo
de substancias, bem como em processos relacionados a detoxificacdo de
poluentes e outros agentes toxicos. Em anuros, a morfologia dos componentes
hepaticos mostra-se diferentes entre algumas espécies. Os anuros possuem
em seu tecido hepatico células pigmentadas denominadas melanomacréfagos
que acumulam quantidades varidveis de melanina, lipofuscina e hemossiderina,
além de glicogénio, um polissacarideo energético acumulado no citoplasma. O
objetivo deste estudo foi analisar a estrutura hepatica, bem como os pigmentos
e o conteudo de glicogénio em Dendropsophus minutus, pertencente a familia
Hylidae, coletados ao longo de um ano. Foram analisados dados biométricos
(massa corporal, comprimento rostro-cloacal, indice de massa escalonada e
indice hepatossomatico), estereométricos (densidade volumétrica estrutural
hepatica) e histométricos (drea e volume celulares e nucleares dos
hepatécitos), além dos conteldos de glicogénio e pigmentos do MMC. Os
resultados mostraram diferencas significativas nas anélises biométricas (massa
e comprimento rostro-cloacal), enquanto heterogeneidade foi observada para a
massa escalonada e indices hepatossomaticos. A densidade dos hepatdcitos
foi menor nos meses mais quentes e Uumidos (entre hovembro e marco), em
contraste com a densidade sinusoidal, que foi maior nos meses de verao,
juntamente com a densidade de ductos biliares. A morfometria hepatocelular
apresentou maior area e volume celular e nuclear nos meses de maio e abril
(frio e seco). As andlises histoquimicas ndo mostraram diferenca anual
significativa. Portanto, podemos concluir que 0os componentes hepaticos de
Dendropsophus minutus aqui estudados sao influenciados pela variacdo

sazonal ao longo de um ano.

Palavras-chave: Anfibios, Biometria, Melanomacréfagos, Pigmentacao,
Glicogénio, Sazonalidade.
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2 — Introducéao

O figado é o principal 6rgdo de metabolismo do corpo (Saleh, 1982;
Braunbeck et al., 1990), sendo fundamental na sintese e processamento de
substancias a serem utilizadas por outros 6rgaos, além de atuar como reserva
de nutrientes e no processo de detoxificagdo de poluentes e outros agentes
toxicos (Bucke et al., 1984; Romer e Pearson, 1985; Junqueira e Carneiro,
1999; Hildebrand e Goslow, 2006; Akiyoshi e Inoue, 2012).

Em anuros, o figado é dividido em 2-3 lobos hepaticos, de formato
alongado, revestidos por uma capsula de tecido conjunto (Duellman e Trueb,
1999; Franco-Belussi et al., 2012). Morfologicamente, as caracteristicas quanto
ao arranjo e disposicdo dos lobos sdo diferentes entre as espécies e até
mesmo entre individuos da mesma espécie (Romer e Pearson, 1985). Em
geral, o parénquima do o6rgdo é composto por células poliédricas, os
hepatdcitos, que estdo dispostos em placas simples ou estratificadas (Elias,
1955; Romer e Pearson, 1985; Ross e Romrell, 1993; Akiyoshi e Inoue, 2012).

Os hepatdcitos sao circundados por sinusoéides, que estdo em contato
com ductos biliares e vasos sanguineos (Figura 1), formando — ou ndo —
arranjo em triades (Akiyoshi e Inoue, 2012; Franco-Belussi et al., 2012). Os
anuros ainda possuem células pigmentares denominadas melanomacrofagos
(MMCs), que atuam na fagocitose, detoxificagdo e destruicdo de materiais
enddgenos e exdgenos (Agius e Roberts, 2003; Akiyoshi e Inoue, 2012). Os
MMCs acumulam quantidades variaveis de pigmentos, sendo eles: melanina,
lipofuscina e hemosiderina (Agius e Agbede, 1984; Herraez e Zapata, 1986,
1991).

A melanina € um polimero complexo (Césarini, 1996), que tem a
capacidade de neutralizar radicais livres, cétions e outros compostos téxicos
(Zuasti et al., 1989; Agius e Roberts, 2003). Para animais ectotérmicos, a
melanina também possui funcéo bactericida, devido a atuacao do peroxido de
hidrogénio em conjunto com enzimas (Christiansen et al., 1996). Estudos
demonstram que o aumento da quantidade de melanina esta associado com a
hemocaterese e com alteracbes metabodlicas e estruturais das células
hepaticas (Kalashnikova, 1992; Barni et al., 1999).
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A lipofuscina é um derivado da polimerizacdo oxidativa de acidos graxos
poliinsaturados, que se acumula ao longo do tempo, ndo sendo oxidada ou
alterada com a acdo de enzimas lisossomais (Pickford, 1953; Terman e Brunk,
2004). A degradacédo natural das mitocondrias e proteinas contendo ferro,
pelos lisossomos, reage com o peroxido de hidrogénio, resultando em radicais
de hidroxila que podem estabelecer relagbes com materiais lisossdmicos,
formando a lipofuscina ou degradando a membrana lisossomal — o que leva a
apoptose (Terman e Brunk, 2004; Kurz, 2008). Niveis elevados de lipofuscina
podem indicar um acumulo de estruturas celulares danificadas e uma maior
sensibilidade celular ao estresse oxidativo, devido a afinidade dessa molécula
com metais pesados (e.g. cobre e ferro) (Terman e Brunk, 2004; De Oliveira et
al., 2017).

A hemossiderina é caracterizada como um complexo férrico agregado no
citoplasma, sendo um produto da degradacdo da hemoglobina (Oliveira e
Franco-Belussi, 2012; Ross e Romrell, 1993). A hemossiderina é gerada a
partir da saturacéo de ions de ferro que se ligam as proteinas e se acumulam
nas células na forma de granulos (Granick, 1949). Fatores ambientais podem
alterar a quantidade desse pigmento no figado, indicando um disturbio na
reconstituicdo das hemacias (Pérez-lglesias et al., 2016; De Oliveira et al.,
2017; Franco-Belussi et al., 2020).

O figado atua na quebra de nutrientes absorvidos pelo sistema
digestorio, podendo acumular glicogénio (reserva energética), proveniente de
acucares simples, para ser liberado na corrente sanguinea conforme a
necessidade (Romer e Pearson, 1985). A utilizagdo do glicogénio como fonte
de energia é controlada pela homeostase entre sua sintese, glicogénese, e sua
degradacao, glicogendlise (Carlos et al., 2014). A ciclagem de energia pode ser
reduzida em muitos animais, dependendo de condi¢Ges ambientais adversas
(mudancas sazonais), 0 que esta relacionado a mudancas no perfil metabolico
(Fenoglio et al., 1992; Guppy, 2004).

De acordo com Kiss et al. (2009), as espécies de anuros que
permanecem ativas durantes as estacbes do ano podem adaptar suas
fisiologias, com destaque para as adaptacbes relacionadas a temperatura,
precipitacdo e disponibilidade de alimentos (Chang e Hou, 2005). Essas
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adaptacbes podem provocar alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e morfolégicas
no parénquima hepatico (Farrar e Frye, 1977), o que pode levar a uma
alteracdo nos pigmentos presentes nos MMCs ou na quantidade de glicogénio
armazenado. Dessa forma, o objetivo deste estudo € utilizar ferramentas
morfométricas, histométricas e histoquimicas para avaliar o tecido hepatico de
Dendropsophus minutus em busca de alteragdes sazonais, durante um periodo
anual de coletas.

'y

'3 il | g
A

Figura 1 — Fotomicrografia do tecido hepatico de D. minutus evidenciando os hepatécitos (1) e
seus nucleos (2), melanomacrofagos (3), sinusoides (4), ducto biliar (5) e vaso sanguineo (6).
Coloracao: Hematoxilina-Eosina. Escala: 10 um.

3 - Material e Métodos

3.1 - Espécie de estudo.

Dendropsophus minutus (Anura: Hylidae) (Peters, 1872) (Figura 2) é
caracterizada por um focinho arredondado, dorso de tonalidade marrom a
amarelo-brilhante (noite) ou marrom-avermelhado (dia), podendo apresentar
um par de listras dorso-laterais, e ventre de cor branca na fémea e amarela no
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macho. A espécie tem distribuicdo ao longo da Argentina, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Trinidad e
Tobago, Uruguai e Venezuela. D. minutus também se estende por varios
biomas brasileiros, incluindo Amazbonia, Caatinga e Mata Atlantica
(AmphibiaWeb, 2023; Frost, 2023).

Figura 2 — Dendropsophus minutus.

3.2- Coletade espécimes

Sessenta e oito espécimes (machos adultos) foram coletados
semanalmente, por busca ativa durante o periodo noturno, na regiao rural de
Sédo José do Rio Preto — SP, Brasil (20°53'57.3"S, 49°21°00.8"W) durante o
periodo de 04/2016 a 03/2017. Dados de precipitacdo, temperatura, umidade
relativa do ar e radiacao ultravioleta (Figura complementar 1) foram coletados

junto ao Instituto Nacional de Meteorologia (http://www.inmet.gov.br/portal/) e

ao Centro de Previsao de Tempo e Estudos Climaticos

(https://www.cptec.inpe.br/cidades/previsao.do).

A permissdo de coleta foi emitida pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (IBAMA, n°18573-2). O manejo dos animais
seqguiu as diretrizes da “American Veterinary Medical Association” (AVMA) e os
procedimentos experimentais estdo de acordo com o Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 34/2017).
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3.3 - Andlise biométrica

Apos as coletas, os espécimes foram encaminhados para o Laboratério
de Anatomia Comparada da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho®, campus de S&o José do Rio Preto (UNESP/IBILCE), sendo
imediatamente eutanasiados em solucdo de benzocaina e dissecados para a
retirada do figado. Dados biométricos de cada animal, como: comprimento
rostro-cloacal (cm), massa corporea (g) e massa do figado (g) foram
mensurados em paquimetro digital (cm) e em balanca analitica de precisao (g),
sendo utilizados para calcular o indice de massa escalonada (Eq. 1) — utilizado
para estimar a condicdo corporal dos espécimes (Peig e Green, 2009) — e o

indice hepatossomatico (Eq. 2).

SMI = M, [i—"] o 1)
11S = (L) x 100 )

Onde M; representa a massa corporal, M; a massa do figado, L; o
comprimento rostro-cloacal, Lo a média do comprimento dos espécimes e b a
inclinacdo da regressdo do eixo principal padronizada, que foi calculada

utilizando o pacote Imodel2 (Legendre, 2018) no software R.

3.4 - Processamento histoldgico

Para as andlises histologicas foram utilizados fragmentos transversais da
regido central do parénquima hepatico imediatamente apds a eutanasia. Os
fragmentos foram fixados em solugdo de Karnovisky (tamp&o fosfato 0,1 moll *
pH 7,2, contendo paraformaldeido 5% e glutaraldeido 2,5%) a 4° C por 24
horas. Em seguida, as amostras foram lavadas em agua destilada por uma
hora para iniciar a desidratagdo em série alcodlica crescente, com inclusdo em
historesina (Leica Historesin Embedding Kit) segundo Franco Belussi, et al.
(2016). Foram utilizadas 20 secc¢Bes de 2um de espessura feitas em micrétomo
rotativo (Leica RM 2265) para as analises da densidade volumétrica estrutural,
morfometria hepatocelular, quantificacdo de glicogénio e pigmentos hepaticos

(melanina, lipofuscina e hemossiderina).
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3.5 - Densidade volumétrica estrutural

Para essa analise, as seccdes histoloégicas foram coradas em
Hematoxilina-Eosina (HE) e fotografadas em microscopio de luz (Leica DM
4000B) com um sistema de captura de imagens (Leica DFC 280). Em 5
campos aleatérios (400x) por espécime foi empregada uma gradicula digital
com 252 interseccdes, que foram utilizadas para estimar os percentuais de
hepatdcitos, sinusoides, melanomacrofagos, vasos sanguineos e ductos
biliares. A seguinte equacédo (Eq. 3) foi utilizada para estimar o percentual
ocupado por cada estrutura:

VT = 2] x 100 3)
Onde It representa o numero de intersec¢fes onde a estrutura esta
localizada e Tit o numero total de intersec¢des. Essa analise foi realizada no

software ImageJ 1.48, segundo Le&o et al. (2020).

3.6 - Morfometria hepatica

Para essa andlise, foram utilizados 10 campos histolégicos (1000x),
corados em HE, obtidos no mesmo equipamento descrito anteriormente (ver
item 3.5.). Em cada imagem foram mensurados 5 hepatécitos ao acaso,
obtendo assim as medidas de: area (Um?), perimetro (um) e diametro maior e
menor (um) do citoplasma e do nucleo — 8 medidas ao todo. A partir dessas
medidas foi calculada a relacao nucleo/citoplasma (Eq. 4), o volume nuclear
(Eqg. 5), o volume do hepatdcito (Eq. 6) e a circularidade nuclear (Eq. 7)

Ranc = [j—’;] x 100 (4)
_4 .3
Vn = ST (5)
Vh = (AhAann) (6)
A
¢ = 4n (%) @)
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Onde An representa a area do nucleo, Ac a area do citoplasma, r o raio
do ndcleo, Ah a area do hepatécito e P o perimetro do ndcleo. Essas
mensuragdes foram conduzidas no software Motic 2.0, segundo Ledo et al.
(2020).

3.7. Quantificacao de glicogénio e pigmentos hepéticos

Para quantificar o glicogénio (Figura 3A), foi utilizada a coloragao
histoquimica PAS (Acido Periédico de Schiff). As seccdes histologicas foram
incubadas em &cido periédico (0.5%) por 40 minutos a 60°C, coradas com 0
reativo de Schiff por 90 minutos a 60°C e contracoradas em hematoxilina por 3
minutos. As laminas foram fotografadas em microscopia de luz, sendo
analisados 5 campos aleatorios (400x) por espécime.

Para a analise do conteuddo de melanina (Figura 3B), lipofuscina
(Figura 3C) e hemosiderina (Figura 3D), seccdes histologicas foram coradas,
respectivamente, em HE, solucdo de Schmorl e solucao &cida de ferrocianeto,
segundo Franco-Belussi et al. (2013). Na analise de lipofuscina, as laminas
foram encubadas em solucdo de Schmorl (75 mL de cloreto férrico a 1%, 10
mL de ferricianeto de potassio e 15 mL de agua destilada) por 25 minutos e
contracoradas em vermelho neutro 1% e em solugdo aquosa de eosina 1%.
Para a deteccdo de hemossiderina, as sec¢des foram encubadas em solugéo
acida de ferrocianeto (2 g de ferrocianeto de potassio em 100 mL de acido
cloridrico 0.75 mol.L™) e contracoradas em vermelho neutro 1% e em solugéo
aquosa de eosina 1%. Para quantificar os pigmentos hepaticos, 25 campos
histoldgicos (200x) por espécime foram fotografados em microscopia de luz.

Todas as analises foram realizadas no software Image-Pro Plus 6.0, a
partir da diferenca na intensidade de coloracdo, sendo fornecida a area (Lm?)

ocupada pelo glicogénio e pelos pigmentos.
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Figura 03: Cortes histolégicos do figado de D. minutus demonstrando (setas), o glicogénio
(A), melanomacréfagos/melanina (B), lipofuscina (C) e hemosiderina (D). Coloracéo: (A)
PAS, (B) HE, (C) solucdo de Schmorl e (D) solucédo acida de ferrocianeto. Escala: (A) 10
pm, (B, C e D) 25 pm.

3.8 — Estatisticas

Para as analises estatisticas, as variaveis foram divididas em quatro
conjuntos (Tabela 1). Para cada conjunto de dados, foi realizada uma série de
analises exploratorias. Primeiramente, foi plotado a distribuicdo de densidade
de cada variavel ao longo dos meses, utilizando o pacote ggridges (Wilke,
2021) e ggplot2 (Wickham e Springer-Verlag, 2016). Com isso foi possivel
visualizar como a distribuicdo dos dados variam ao longo do tempo (i.e. meses
de coleta). Em seguida, foi realizada a Analise de Componentes Principais
(PCA), utilizando uma matriz de correlacdo, a fim de ordenar e reduzir a
dimensionalidade dos dados. Essa analise foi realizada utilizando o pacote
stats e visualizada com o factoMiner.

A partir das analises exploratérias, foi testado o efeito do més sobre

cada conjunto de dados (descritos pelos eixos da PCA), utilizando o One-Way
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MANOVA no pacote RRPP (Collyer e Adams, 2018). Essa analise utiliza um
procedimento de aleatorizacdo de residuos para ajustar modelos lineares a
dados multivariados. Para visualizar os resultados foi utilizado um diagrama de
ordenacdo de PCA em que os centrdides dos meses foram plotados, sendo
ligados por setas indicando a mudanca do fenotipo ao longo do tempo.
Também testamos a associacdo entre blocos de variaveis utilizando um
modelo de minimos quadrados parciais de dois blocos (PLS — two-block Partial
Least Squares), sendo testada a associacdo entre: (1) Densidade estrutural
hepatica e Andlises biométricas, (2) Densidade estrutural hepatica e
Morfometria celular, (3) Morfometria celular e Analises biométricas. Por fim, os
modelos de PLS foram comparados para testar se o tamanho do efeito entre
eles diferia significativamente, utilizando o pacote geomorph (Adams et al.,
2021).

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R (R Core
Team 2021).

Tabela 1 — Divisao dos dados em conjuntos e subconjuntos para as analises
estatisticas.

Conjunto Subconjunto

Dados biométricos Massa, comprimento rostro-cloacal, SMI e IHS

Hepatdcitos, sinusdides, melanomacréfagos, vasos

Densidade estrutural hepatica . .
sanguineos e ductos biliares

Razdo nucleo/citoplasma e area/volume celular e

Morfometria hepatica
nuclear

Histoquimica Glicogénio, melanina, lipofuscina e hemosiderina.

4 — Resultados
4.1. Dados biométricos

As analises biométricas mostraram diferencas significativas ao se tratar
do comprimento rostro-cloacal e massa corporal (Figura 04 — A e B,

respectivamente). Ja para os indices de Massa Escalonada (SMI) e indice
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Hepatossomatico (IHS) foi observado uma heterogeneidade nos resultados

(Figura 04 - C e D respectivamente).
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Figura 04: Distribuicdo mensal do percentual relativo de variaveis biométricas da espécie
Dendropsophus minutus, (A) — Comprimento rostro-cloacal (cm), (B) — Massa corpérea (g), (C)

— indice de massa escalonada e (D) — indice hepatossomatico.

Foi observada diferengca significativa nos dados biométricos de
comprimento rostro-cloacal e massa corporal quando comparados nos meses
mais quentes aos meses mais frios (Figura complementar 1).

No més de agosto, por exemplo, um dos meses de inverno (seco e frio,
Figura complementar 1), os animais apresentaram um tamanho corporal
aproximado de 1,99 cm + 0,059, enquanto em meses de verdo como janeiro
(chuvoso e quente, Figura complementar 1), o tamanho aproximado foi de 2,33
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cm + 0,048 (Tabela 2). Ou seja, os animais, em média, sdo 17% menores na
estacao seca e fria.

Em relacdo ao comprimento rostro-cloacal, assim como para a massa
corporal, houve diferenca significativa entre os meses mais quentes e Umidos
em relacdo aos meses frios e secos. Em abril, a massa corporal foi de
aproximadamente 0.51 g + 0,031. J&4 os animais coletados em dezembro
apresentam maior massa corporal, atingindo aproximadamente 0.81 g + 0,032
em média, ou seja, apresentaram um aumento de 58,8% na massa corporal
(Tabela 2).

Tabela 02: Média e respectivos erro padrdo da
média () para os dados biométricos da espécie

Dendropsophus minutus de acordo com o0 més de

captura.

MES MASSA (g)  COMPRIMENTO(cm)
Abril 0,516 + 0,031 2,009 + 0,031
Maio 0,618 + 0,058 2,043 + 0,058
Junho 0,554 + 0,020 1,985 + 0,020
Julho 0,627 + 0,025 2,083 + 0,025
Agosto 0,527 + 0,059 1,990 + 0,059
Setembro 0,580 * 0,032 2,068 + 0,032
Outubro 0,616 + 0,036 2,020 + 0,036
Novembro 0,670 + 0,068 2,218 + 0,068
Dezembro 0,817 + 0,032 2,308 + 0,032
Janeiro 0,777 + 0,048 2,330 + 0,048
Fevereiro 0,766 = 0,013 2,286 £ 0,013
Marcgo 0,814 + 0,065 2,215 + 0,065

De forma geral, as variaveis que mais contribuiram para o diagrama de
ordenacédo foram a comprimento rostro-cloacal e a massa corporal que se
apresentaram positivamente correlacionadas com PC1 e IMC negativamente
correlacionado com PC2 (Figura 5 - A). Esse padrdo pode ser visualizado na
Figura 05 — B onde observamos a mudanca temporal no fenétipo meédio de

cada compartimento dos dados. Os resultados das analises biométricas que
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incluem o contraste, erro padrao (SE) do contraste, valor z e valor p podem ser

observados na Tabela complementar 07.
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Figura 05. (A) Componentes principais (PC1 e PC2) demonstrado a distribuicdo estacional do

conjunto de dados biométricos de espécies Dendropsophus minutus (B): Analise de trajetéria

mostrando a mudanca temporal no fenétipo médio de cada compartimento dos dados. Note

que cada conjunto de dados possui uma dinamica diferente ao longo do tempo, demonstrando

atrasos (delays) em relacd@o a resposta ao ambiente. Niumeros indicam os espécimes.

Ja o IHS, nado foram encontradas diferencas significativas para a espécie

ao longo do ano. O IHS mantém uma constancia no ritmo circanual, registrando

um minimo de 0,016 g em maio e maximo de 0,019 em alguns meses como em

novembro, por exemplo, (Tabela 3).

Tabela 03: Média e respectivos erros padrées

da média (x) para o

indice de massa

escalonada (IMC) e indice hepatossomatico

(IHS) da espécie Dendropsophus minutus de

acordo com o més de captura.

MES IMC IHS
Abril 0,127 + 0,005 0,019 * 0,002
Maio 0,147 + 0,006 0,016 + 0,001
Junho 0,141 + 0,004 0,015 + 0,001
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Julho
Agosto
Setembro
Outubro
Novembro
Dezembro
Janeiro
Fevereiro
Marco

0,144 + 0,004
0,132 + 0,010
0,135 + 0,004
0,150 = 0,002
0,135 + 0,005
0,153 + 0,003
0,143 + 0,004
0,147 + 0,005
0,166 + 0,012

0,017 = 0,001
0,019 + 0,002
0,017 + 0,002
0,017 = 0,003
0,019 + 0,002
0,017 + 0,003
0,018 + 0,002
0,018 + 0,002
0,016 + 0,001

4.2. Densidade Estrutural Hepatica

A densidade dos hepatdcitos foi inferior nos meses mais quentes e

Uumidos em relacdo aos meses mais frios e secos. Esses valores contrastam

com a densidade sinusoidal a qual foi maior nos meses de verao em relacdo ao

inverno (Figura 06 — B e C respectivamente). Os vasos sanguineos e os ductos

biliares seguiram o mesmo padrédo dos sinusoides e MMCs que apresentaram

uma maior propor¢ado nos meses mais quentes e umidos (Figura 06 — D e E,

respectivamente).
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Figura 06: Distribuicdo mensal do percentual relativo da densidade estrutural hepatica da
espécie Dendropsophus minutus, (A) - (Melanomacréfagos, (B) - Hepatdcitos, (C) - Sinusoides,

(D) - Vasos sanguineos e (E) - Ductos biliares, (E).

As analises de ordenacao de densidade (Figura 7 — A) mostraram que
as variaveis que mais contribuiram para a ordenacdo foram os sinusoides que
se apresentaram negativamente correlacionado com PC2 e positivamente
correlacionado com PC1, os MMCs estiveram positivamente correlacionado
com PC2 e os hepatdcitos negativamente correlacionado com PC1. Podemos
observar Figura 07 - B a trajetéria mostrando a mudanca temporal no fenotipo
meédio de cada compartimento dos dados. Os dados de média e erro padrdo
mensal esta representada na Tabela 4. Os resultados das andlises de
Densidade volumétrica estrutural que incluem o contraste, erro padrao (SE) do

contraste, valor z e valor p podem ser observados na Tabela complementar 08.
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Figura 07. (A): Componentes principais (PC1 e PC2) demonstrado a distribuicdo estacional do

conjunto de dados de densidade estrutural hepética de espécies Dendropsophus minutus. (B):

Analise de trajetdéria mostrando a mudanca temporal no fen6tipo médio de cada compartimento

dos dados. Note que cada conjunto de dados possui uma dinamica diferente ao longo do

tempo, demonstrando atrasos (delays) em relacéo a resposta ao ambiente. Nimeros indicam

0s espécimes.

Tabela 04: Média e respectivos erros padrées da média (x) da densidade

volumétrica estrutural hepatica da espécie Dendropsophus minutus de acordo

com o més de captura.

. . VASOS DUCTOS

MES HEPATOCITOS SINUSOIDES SANGUINEOS MMCs BILIARES
Abril 68,399 + 1,878 20,218 £1,276 0,370 + 0,216 11,250 £ 0,935 0,244 + 0,115
Maio 70,714 £ 3,724 18,888 + 3,713 0,158 + 0,097 10,595 + 0,749 0,119 +0,119
Junho 76,746 £ 2,140 15,171 + 1,893 0,185+ 0,101 7,896 + 0,199 0,000 + 0,000
Julho 58,060 * 2,703 35,657 + 2,361 0,011 + 0,011 6,179 + 0,582 0,090 + 0,070
Agosto 63,060 + 2,013 29,126 + 2,117 0,000 + 0,000 7,678 £ 1,338 0,138 + 0,110
Setembro 62,520 £ 1,715 28,746 £ 1,181 0,000 + 0,000 8,730 + 1,336 0,000 + 0,000
Outubro 67,720 £ 1,439 24,047 £ 2,023 0,000 + 0,000 8,115+ 2,775 0,119 + 0,120
Novembro 59,400 + 0,840 30,412 + 2,843 1,841 + 1,460 8,111 +1,298 0,238 + 0,184
Dezembro 58,174 + 1,139 29,682 + 1,933 2,365+ 0,821 9,126 + 1,838 0,650 + 0,145
Janeiro 49,968 + 1,796 34,761 + 1,827 1,158 £ 0,371 13,333 +£1,435 0,777 + 0,258
Fevereiro 48,158 + 1,627 33,412 + 2,023 0,650 + 0,285 17,015 * 2,647 0,761 +0,171
Marco 52,341 +£ 1,707 33,597 £ 1,129 1,031 +£0,134 12,605 + 1,993 0,423 + 0,081
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4.3. Morfometria hepética

Dentre os dados de morfometria hepatica foram observadas diferencas
significativas entre os meses analisados. Observou maior area e volume celular
e nuclear nos meses de maio e abril em relacdo aos outros meses (Figura 08 —
A, B, C, D). J4 a relagdo nucleo citoplasma permaneceu homogénea durante o
ciclo anual (Figura 08 — E). A média e erro padrao mensal esta representado na
tabela 5.
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Figura 08: Distribuicdo mensal do percentual relativo da Morfometria Celular da espécie
Dendropsophus minutus, (A) - Area do Hepatdcito, um2, (B) -, Area do nucleo, pm2, (C) -
Volume do hepatdcito, um3, (D) - Volume do nucleo, um3 e (E) - Relagdo nucleo citoplasma
(RNC).
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Tabela 5: Média e respectivos erros padrées da média () da morfometria

hepética da espécie Dendropsophus minutus de acordo com o més de captura.

MES AREA AREA VOLUME VOLUME RNC
HEPATOCITO NUCLEAR HEPATOCITO NUCLEAR
Abril 133,577 £ 5,481 27,323 £ 0,936 462,458 * 23,269 96,118 £ 5,310 21,050 £+ 0,959
Maio 138,231 + 4,221 29,872 £ 1,019 501,597 + 06,454 109,87 + 6,834 21,915+ 1,154
Junho 122,892 + 6,273 24,933 £ 1,294 399,921 + 28,845 82,713 + 6,400 20,620 £ 0,436
Julho 116,758 + 6,730 24,492 + 1,318 364,000 + 26,295 77,909 + 5,688 21,518 £ 0,759
Agosto 101,182 + 2,615 24,776 £ 1,044 321,131 + 08,809 79,832 + 3,855 25,074 £ 1,426
Setembro 105,520 + 5,408 25,430 £ 1,051 338,088 + 26,380 82,402 £ 5,778 24,628 + 0,607
Outubro 107,405 + 2,739 26,008 + 1,089 349,728 £ 17,500 85,974 £ 5,512 24,465 + 0,658
Novembro 117,491 + 4,276 27,461 £ 1,772 390,285 + 22,237 92,541 + 8,212 23,582 £ 0,891
Dezembro 117,562 + 3,618 24,091 + 1,243 372,659 + 19,679 77,253 £5,433 20,814 + 0,802
Janeiro 106,316 + 5,419 22,595 + 1,695 334,865 + 30,602 72,514 £ 8,623 21,423 £ 0,652
Fevereiro 110,365 * 3,395 22,526 +£ 0,887 330,610 + 17,496 68,984 + 4,638 20,628 + 0,695
Marco 116,518 + 3,611 25,435 + 1,563 379,547 £ 24,914 84,382 + 8,123 21,945 £+ 0,688

As variaveis que mais contribuiram para a ordenacdo em relagdo a
morfometria celular foram o volume celular que correlacionou-se negativamente
com PC1l e positivamente com PC2 além do volume, negativamente
correlacionado com PC2. Para morfometria, o fator més que demonstrou cerca
de 47% da variancia dos dados, e as diferencas se deram entre os meses de
abril e maio em relacdo aos outros meses (Figura 09 - A). A andlise de
trajetéria mostrando a mudanca temporal no fendétipo médio de cada
compartimento dos dados pode ser observada na figura 09 — B. Os resultados
das andlises de morfometria celular que incluem o contraste, erro padrao (SE)
do contraste, valor z e valor p podem ser observados na Tabela complementar

09.

29



-600 -400 -200 0 200 400

o
58 S
i 68
S 67
57 47
10 1 _—-— =3 Morfometria
T = 17 65 o agosto
S 3 50 154 9
46 4o 1
14 ¢ 2 1563 %50
- 7 coliags 5@1 2
- =) 1.0
=] TClohl 34 33 _
‘%0 64 X
o Wl 26 &
6] = 6 2 05
ol & ° 66 585 232 o 87
o
61 e % T8
0.04
~ 37, janeiro
S 1 38 24 maio
8 42 § 0.5 feepn®
™ I
(=T v
I 0 1 2 3
PC1(68.18%)
- 8 B
¢ 5 ‘
T T T T T T T
-04 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

A

PC1

Figura 09. (A): Componentes principais (PC1 e PC2) demonstrando a distribuicdo estacional
do conjunto de dados da morfometria hepatica de espécies Dendropsophus minutus. (B):
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4.4. Histoquimica hepatica

As andlises histoquimicas ndo apresentaram diferenga anual significativa.
Foi observada heterogeneidade nos dados ao longo dos meses (Figura 10). As
analises de melanina aparecem negativamente correlacionado com PC2, os
pigmentos lipofuscina e hemossiderina se mostram negativamente
correlacionados com PC1 e o glicogénio, de forma bem discreta, aparece
positivamente correlacionado com PC2 (Figura 11 — A). Porém a analise de
trajetoria de mudanca temporal no fenétipo médio de cada compartimento dos
dados mostra os centroides de fevereiro e marco bem distantes do restante dos
meses (Figura 11 - B). Os dados de média e erro padrdo estdo representados
na Tabela 6.
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Figura 10. Distribuicdo mensal do percentual relativo (um2) das Analises Histoquimicas da
espécie Dendropsophus minutus, (A) - Melanina, (B) - Lipofuscina, (C) - Hemossiderina e (D) —

Glicogénio.
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Tabela 6: Média e respectivos erros padrbes da média (x) das analises de
pigmentos hepaticos (hemossiderina, lipofuscina e melanina) e glicogénio da
espécie Dendropsophus minutus. Os resultados estdo apresentados em média

(%) * erro padrdo da média.

ESTAQAO HEMOSSIDERINA LIPOFUSCINA MELANINA  GLICOGENIO
Outono 0,285 = 0,042 0,792 0,080 1,521+0,089 6,612+0,718
Inverno 0,205 + 0,030 0,791 +£0,083 1,537+0,184 5,868 + 0,808
Primavera 0,197 £ 0,048 0,468 £0,080 1,317 0,222 5,348 +1,158
Verao 0,675+ 0,125 1,485 +0,330 1,245%+0,127 4,693 + 0,587
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Figura 11: (A): Componentes principais (PC1 e PC2) demonstrado a distribuicdo estacional do
conjunto de dados de histoquimica de espécies Dendropsophus minutus. Andlise de trajetéria
mostrando a mudanca temporal no fen6tipo médio de cada compartimento dos dados. Note
que cada conjunto de dados possui uma dindmica diferente ao longo do tempo, demonstrando

atrasos (delays) em relacd@o a resposta ao ambiente. Niumeros indicam os espécimes.

5 — Discusséao

As diferengas nas analises biométricas (massa corporal e comprimento
rostro-cloacal) podem ser explicadas por fatores como a estacao reprodutiva da
espécie, que ocorre entre outubro e fevereiro (Provete et al., 2011). Assim, 0S
animais avaliados nos meses de abril a outubro podem ser juvenis, ou seja,

ainda ndo atingiram a idade reprodutiva e, por isso, possuem um tamanho
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corporal menor e uma menor massa,; enquanto aqueles avaliados de novembro
a fevereiro sdo machos adultos em atividade de forrageamento para a
reproducdo. Oliveira et al. (2007) também encontraram um variagdo anual no
tamanho corporal de D. minutus, 0 que pode estar associado com a
disponibilidade de alimentos, competicdo por recursos, fatores climaticos e
condi¢cBes biodticas. Em nosso trabalho, ndo foi observada uma diferenca nos
indices de massa escalonada e hepatossomatico. Chaves et al. (2017)
avaliando anuros na regido nordeste do Brasil observaram uma variagdo no
SMI devido as mudancas climaticas; enquanto que Gondim et al. (2020)
observaram diferencas no IHS em regifes aridas e semi-aridas ao se tratar do
distarbio agricola. Portanto, podemos propor que as diferencas nesses indices
estdo relacionadas a um determinado estressor e a tendéncia de ocorrer
alteracdes pode diferir entre individuos e populacdes de diferentes localidades.

As adaptacfes no tecido hepético (aumento de hepatdcitos e diminuicao
de vasos sanguineos, ductos biliares, sinuséides e melanomacréfagos) e nos
hepatocitos (aumento da area e volume celular e nuclear) podem estar
relacionadas a fatores como: dieta, metabolismo, maturidade sexual, infecgdes,
variacbes ambientais e contaminacdo por xenobiodticos (Scapin e Giuseppe,
1994; Gisbert et al., 2008; Bolla et al., 2011; Franco-Belussi et al., 2012; Fanali
et al.,, 2017; Leado et al.,, 2020); sendo que a diferenca na densidade dos
melanomacréfagos nos meses mais quentes e umidos pode estar relacionada
a uma maior capacidade do sistema imune do animal, em resposta as variaveis
climaticas que caracterizam esta estacdo (UV, temperatura e pluviosidade).

Na literatura ndo ha trabalhos relacionados com a morfometria hepéatica
anual dos anuros, no entanto, um estudo relatou variagfes fisiologicas em
cinco espécies coletadas em ambientes naturais (Le&o et al., 2020). De acordo
com esses autores, 0S organismos apresentam potenciais metabdlicos
distintos, o que pode influenciar no volume dos hepatocitos. Dessa forma,
podemos sugerir que a maior propor¢cao de area e volume celular e nuclear,
nos meses de maio e abril, pode ter ocorrido devido ao aumento do indice de
chuvas, que proporcionam uma maior diversidade alimentar.

Estudos in vivo com Physalaemus nattereri evidenciaram diferencas na

propor¢cdo dos pigmentos melanina, hemossiderina e lipofuscina no tecido
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hepatico apos tratamento envolvendo estresse térmico (Santos et al., 2014).
Porém, em nosso estudo ndo foi observada uma variagdo, provavelmente
devido ao clima da regido de coleta de D. minutus, que ndo sofre mudancas
drésticas, o que ndo afeta a producdo desses pigmentos. Também nédo foram
observadas alteracdes significativas no acumulo de glicogénio durante as
estacdes. Estudos atestam que em area tropicais e subtropicais muitas
espécies de anuros mantém niveis de atividade ao longo do ano (Kiss et al.,
2009; De Amaral et al.,, 2022), como a espécie Brachycephalus pitanga, um
forrageador ativo que mantém dieta constante durante todo o ano (De Oliveira
e Haddad, 2015). D. minutus ocorre todo o ano, visto que os individuos foram
coletados em todos 0s meses durante plena atividade de vocalizacdo. Portanto,
€ esperado que néo haja alteragdo no padrao do glicogénio, tendo em vista que

ele esta relacionado com a alimentagao.

6 — Concluséo

A trajetéria temporal das variaveis foi bastante diferente entre os
mddulos fenotipicos, porém novembro até marco se destacaram dos restantes
para os dados biométricos, de densidade volumétrica estrutural e de
morfometria celular. No entanto, existem algumas excecdes. Por exemplo, para
a densidade volumétrica estrutural ndo sé aqueles meses se destacaram, mas
também abril até julho; e para morfometria hepatocelular, em que apenas abril
e maio se destacaram do restante. Portanto podemos concluir que cada
modulo estudado € influenciado de forma diferente em relacdo a sazonalidade,
mesmo ao se tratar da regido estudada que ndo apresenta variacdes bruscas
nos elementos climéaticos, como temperatura, umidade e IUV (Figura

complementar 1).

7 — Resultados Suplementares

Por fim, a densidade foi associada com variaveis biométricas (r-PLS =
0.438; tamanho do efeito = 3.060; P = 0.002,), e também com morfometria
celular (r-PLS = 0.393; tamanho do efeito = 2.726; P = 0.002), mas nao ha
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diferenca significativa entre os tamanhos de efeito dos dois modelos (diferenca
par-a-par = 0.226; P = 0.82; figuras 12 e 13).

No entanto, a morfometria dos hepatdcitos ndo foi associada com
variaveis biométricas (r-PLS = 0.245; tamanho do efeito = 1.379; P = 0.083).
Portanto, parece existir uma integracdo fenotipica entre densidade dos
componentes teciduais e morfometria do hepatocito e variaveis biométricas do

individuo.

0.2

0.0

PLS1 Block 2

-0.2

-0.4

PLS1 Block 1

Figura 12: Resultado do modelo de minimos quadrados parciais
(two-block Partial Least Squares, PLS) mostrando a associacao

entre Dados Biométricos e a Densidade Volumétrica Estrutural.
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Figura 13: Resultado do modelo de minimos quadrados

parciais (two-block Partial Least Squares, PLS) mostrando a
associacdo entre Densidade Volumétrica Estrutura e

Morfometria Celular.
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8 — Tabelas e figura complementares
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Figura complementar 01. Representacdo grafica de Temperatura (eixo primério em C°),

indice de Radiag&o IUV (eixo primario em intensidade de radiagio) e Umidade (eixo secundario

em %) coletadas no periodo de outubro de 2015 a outubro de 2016.

Tabela 07: Resultados das analises estatisticas dos dados

biométricos. Os resultados incluem o contraste, erro padrao

(SE) do contraste, valor z e valor p.

CONT SE VALOR VALOR

MESES R. (CONTR) DEZ DE p
Janeiro : Abril 0,41 0,22 3,08 0,001
Janeiro : Maio 0,34 0,28 2,14 0,016
Janeiro : Junho 0,42 0,26 2,76 0,002
Janeiro : Julho 0,29 0,25 2,02 0,015
Janeiro : Agosto 0,42 0,29 2,44 0,004
Janeiro : Setembro 0,32 0,25 2,12 0,018
Janeiro : Outubro 0,37 0,28 2,23 0,013
Janeiro : Novembro 0,15 0,27 0,55 0,287
Janeiro : Dezembro 0,06 0,26 -0,71 0,748
Fevereiro : Marco 0,13 0,26 0,32 0,369
Fevereiro : Abril 0,37 0,22 2,79 0,002
Fevereiro : Maio 0,29 0,28 1,73 0,038
Fevereiro : Junho 0,37 0,25 2,51 0,005
Fevereiro : Julho 0,24 0,24 1,70 0,046
Fevereiro : Agosto 0,38 0,28 2,31 0,005
Fevereiro : Setembro 0,28 0,26 1,88 0,032
Fevereiro : Outubro 0,31 0,28 1,81 0,034
Fevereiro : Novembro 0,12 0,26 0,12 0,454
Fevereiro : Dezembro 0,05 0,26 -0,91 0,816
Marco : Abril 0,38 0,22 2,99 0,001
Marco : Maio 0,26 0,26 1,56 0,058
Marco : Junho 0,35 0,24 2,44 0,006
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Marco : Julho 0,23 0,23 1,65 0,049

Marco : Agosto 0,37 0,26 2,46 0,004
Marcgo : Setembro 0,29 0,25 1,91 0,023
Marco : Outubro 0,27 0,26 1,73 0,041
Marco : Novembro 0,19 0,24 1,13 0,129
Marco : Dezembro 0,12 0,25 0,28 0,385
Abril : Maio 0,13 0,24 0,46 0,338
Abril : Junho 0,08 0,21 -0,01 0,506
Abril : Julho 0,14 0,20 0,92 0,193
Abril : Agosto 0,03 0,24 -1,33 0,904
Abril : Setembro 0,09 0,22 -0,10 0,553
Abril : Outubro 0,14 0,24 0,62 0,275
Abril : Novembro 0,26 0,22 1,97 0,022
Abril : Dezembro 0,42 0,22 3,21 0,001
Maio ; Junho 0,08 0,27 -0,38 0,635
Maio : Julho 0,04 0,27 -1,10 0,851
Maio : Agosto 0,12 0,30 -0,09 0,548
Maio : Setembro 0,07 0,29 -0,63 0,728
Maio : Outubro 0,03 0,29 -1,61 0,947
Maio : Novembro 0,21 0.27 1,00 0,173
Maio : Dezembro 0,33 0,28 2,09 0,013
Junho : Julho 0,12 0,24 0,36 0,365
Junho : Agosto 0,05 0,27 -0,99 0,839
Junho : Setembro 0,10 0,24 -0,12 0,561
Junho : Outubro 0,07 0,27 0,53 0,701
Junho : Novembro 0,27 0,25 1,84 0,033
Junho : Dezembro 0,41 0,24 2,80 0,003
Julho : Dezembro 0,29 0,25 2,08 0,017
Agosto : Setembro 0,09 0,27 -0,30 0,604
Agosto : Outubro 0,12 0,31 0,00 0,504
Agosto : Novembro 0,27 0,27 1,55 0,050
Agosto : Dezembro 0,43 0,28 2,74 0,001
Setembro : Outubro 0,10 0,29 -0,16 0,568
Setembro : Novembro 0,17 0,25 0,86 0,215
Setembro : Dezembro 0.33 0,27 2,18 0,009
Outubro : Novembro 0.24 0,28 1,33 0,096
Outubro : Dezembro 0,35 0,28 2,15 0,011

Tabela 08: Resultados das analises estatisticas dos dados de
densidade volumétrica estrutural. Os resultados incluem o contraste,

erro padréo (SE) do contraste, valor z e valor p.

SE VALOR DE VALOR DE
MESES CONTR. (CONTR.) Z 0
Janeiro : Abril 23,58 12,74 3,18 0,001
Janeiro : Maio 26,29 16,21 2,80 0,001
Janeiro : Junho 33,64 14,94 3,56 0,001
Janeiro : Julho 10,92 14,39 1,04 0,156
Janeiro : Agosto 15,38 16,41 1,44 0,071
Janeiro : Setembro 14,72 15,07 1,59 0,056
Janeiro : Outubro 21,42 16,39 2,27 0,010
Janeiro : Novembro 11,65 15,00 1,06 0,150

Janeiro : Dezembro 10,59 15,09 0,90 0,200



Fevereiro : Marco 6,10 14,04 -0,00 0,500

Fevereiro : Abril 24,84 12,50 3,26 0,001
Fevereiro : Maio 27,59 16,23 2,94 0,002
Fevereiro : Junho 35,12 14,56 3,79 0,001
Fevereiro : Julho 14,87 14,47 1,70 0,038
Fevereiro : Agosto 18,11 15,76 1,88 0,027
Fevereiro : Setembro 17,25 14,75 1,97 0,026
Fevereiro : Outubro 23,45 16,39 2,47 0,007
Fevereiro : Novembro 14,70 15,00 1,57 0,057
Fevereiro : Dezembro 13,39 16,02 1,35 0,092
Marco : Abril 20,95 11,70 2,93 0,001
Marco : Maio 23,63 15,50 2,59 0,004
Marco : Junho 30,95 14,10 3,49 0,001
Marco : Outubro 18,68 15,75 2,07 0,015
Marco : Novembro 9,98 14,02 0,70 0,257
Marco : Dezembro 7,95 14,06 0,48 0,323
Abril : Maio 2,75 13,73 -1,14 0,865
Abril : Junho 10,31 12,22 1,25 0,112
Abril :Julho 19,26 11,93 2,75 0,001
Abril : Agosto 10,99 14,25 1,13 0,123
Abril : Setembro 10,66 12,77 1,27 0,096
Abril : Outubro 5,01 13,67 -0,29 0,626
Abril : Novembro 14,03 12,99 1,82 0,037
Abril : Dezembro 14,23 13,05 1,93 0,032
Maio : Junho 7,58 15,60 0,18 0,418
Maio : Julho 21,46 15,84 2,31 0,005
Maio : Agosto 13,11 17,95 1,04 0,153
Maio : Setembro 12,95 16,02 1,20 0,126
Maio : Outubro 6,46 17,61 -0,18 0,572
Maio : Novembro 16,42 16,41 1,66 0,050
Maio : Dezembro 16,76 16,24 1,74 0,043
Junho : Julho 27,78 13,69 3,28 0,001
Junho : Agosto 19,55 16,73 2,07 0,011
Junho : Setembro 19,67 14,68 2,29 0,008
Junho : Outubro 12,66 16,01 1,13 0,131
Junho : Novembro 23,15 14,76 2,78 0,003
Junho : Dezembro 23,70 14,71 2,93 0,002
Julho : Agosto 8,35 15,94 0,42 0,352
Julho : Setembro 8,61 13,97 0,60 0,276
Julho : Outubro 15,22 15,17 1,67 0,048

Tabela 09: Resultados das analises estatisticas dos dados de
morfometria hepatica. Os resultados incluem o contraste, erro

padrao (SE) do contraste, valor z e valor p.

SE VALOR VALOR

MESES CONTR. (CONTR.) DE Z DE p
Janeiro : Abril 132,67 85,80 2,46 0,002
Janeiro : Maio 173,97 107,33 2,54 0,002
Fevereiro : Abril 136,68 83,81 2,52 0,002
Fevereiro : Maio 178,15 107,16 2,61 0,001
Marco : Abril 85,48 75,16 1,78 0,027
Marco : Maio 126,63 109,39 1,95 0,023
Abril : Julho 101,57 74,82 2,22 0,006

Abril : Agosto 145,98 86,54 2,54 0,002



Abril : Setembro 128,29 81,98 2,54 0,003

Abril : Outubro 116,22 88,95 2,10 0,008
Abril : Novembro 74,07 81,29 1,44 0.073
Abril : Dezembro 93,20 83,79 1,80 0,031
Maio : Junho 106,47 104,53 1,63 0,045
Maio : Julho 142,98 97,63 2,38 0,004
Maio : Agosto 186,75 115,71 2,54 0,001
Maio : Setembro 169,07 107,45 2,50 0,003
Maio : Outubro 156,86 109,79 2,27 0,005
Maio : Novembro 114,58 110,67 1,67 0,037
Maio : Dezembro 134,72 104,65 2,03 0,013
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