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Resumo

Os anfibios aquaticos trazem consigo uma grande variedade de 6rgaos sensoriais
especificos para a captagdo de determinado tipo de estimulo. A mecanorrecepgao, provida
pelos neuromastos, ou 6rgaos de linha lateral, ¢ a modalidade sensorial responsavel pela
captacao de estimulos vibratérios na agua, o que facilita a orientacao e a localizagao
de presas. A olfagdo possui grande importancia na comunicagdo intraespecifica, assim
como na localizacao de presas, que juntamente com a gustacdo estd associada a selecao
de alimentos. A quimiorrecep¢ao também ocorre na pele, provavelmente por agao de
receptores sensiveis a diferengas de salinidade ou em resposta a feromodnios sexuais.
Além destes mecanismos, a pele de anfibios apresenta receptores cutaneos difusos, que
respondem a estimulos térmicos, mecanicos, proprioceptivos € nocivos. Anuros do género
Pipa apresentam na extremidade de seus digitos estruturas hemisféricas, que sugerem ter
alguma fungao sensorial. O presente trabalho teve por objetivos descrever a organizagao
anatomica dos nervos que compdem o plexo braquial, a morfologia microscépica e ultra-
estrutural das terminagdes distais dos digitos e avaliar as respostas fisiologicas dessas
estruturas a diferentes modalidades de estimulos fisicos e quimicos, utilizando-se como
modelo a espécie Pipa carvalhoi.

Os estudos anatomicos mostraram que a organizacao do plexo braquial de
representantes de Pipidae se da de forma diferente dos demais anuros, especialmente pelo
fato do quarto nervo espinhal ser mais calibroso do que nos demais anuros. Esta diferenca
anatomica reflete uma maior participagdo de fibras sensoriais na composi¢ao desse nervo,
o que se depreende pela expressiva inervacao da pele, dos 6rgaos de linha lateral e das
extremidades digitais. Alguns ramos do plexo braquial inervam, ainda, a musculatura axial
e a musculatura apendicular desses animais. De fato, o repertorio motor dos membros
anteriores apresentado por pipideos ¢ considerado bastante simples e primitivo.

As extremidades dos digitos de P. carvalhoi sdo sustentadas por estruturas
cartilaginosas. Quatro feixes de nervo chegam aos digitos e se ramificam paralelamente

quando atingem as papilas digitais. A extremidade distal apresenta terminagdes nervosas
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livres que nao invadem o epitélio. A superficie das papilas € recoberta por células epiteliais
queratinizadas, sem estruturas que indiquem a presenca de microvilosidades, de células
ou de um orgao sensorial, como os neuromastos. Os ensaios fisiologicos realizados nao
permitiram definir a natureza sensorial das papilas digitais. Estimulos de diversas naturezas
ndo produziram respostas detectaveis no nervo braquial. O insucesso nestes experimentos
pode estar relacionado ao fato do método empregado no presente trabalho ser inadequado
para obter tal resposta.

Embora as papilas digitais de Pipa sejam citadas na literatura, o presente trabalho
foi a primeira tentativa de descrevé-las em seus aspectos morfologico e fisiologico.
As caracteristicas morfologicas e ultra-estruturais das papilas digitais e das fibras que
as inervam sugerem que esta regido desempenha percepgao de estimulos térmicos e
vibratorios. Isto pode ser bastante importante na percep¢ao do meio, visto que estes

animais passam a maior parte do tempo submersos € em contato com o substrato.
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ABSTRACT

Aquatic anurans usually have a great diversity of stimuli-specific sensory
organs. The Mechanoreception is the sensory modality which plays an important role on
orientation and prey detection. This sense is fulfilled by the lateral line organs, usually
called neuromasts, by which the animal can perceive small movements underwater.
Chemoreception is played both by gustatory and olfactory organs. The perception of
molecules under water is important for intraespecific communication, sexual selection
and prey catching, as well as food selection. The frog skin also displays chemoreceptive
responses to certain stimuli, as salinity gradients, sexual pheromones and nociceptive
chemical damages, due mainly to its permeability and to the presence of putative
chemoreceptors beneath the epidermis. Besides, there are other senses distributed
especially in the frog skin. The dermis is innervated by different types of nerve fibers
that respond to thermal, proprioceptive, mechanical and nociceptive stimuli. There are
hemispherical sensory-like structures on the finger tips of the frogs from the genus
Pipa. The present study aimed to describe the anatomical organization of the nerves that
compose the brachial plexus, the microscopic and ultra-structural morphology of the finger
tips and also evaluate the physiological responses to physical and chemical stimuli on these
structures, using Pipa carvalhoi as a model species.

Anatomical observations showed that the brachial plexus is displayed differently
in pipid frogs. The spinal nerve 4 is thicker and participates more effectively in the
plexus, when compared to other anurans. This anatomical peculiarity suggests a major
participation of sensorial fibers on the composition of this nerve, due to the significant
innervation of the skin, lateral line organs and finger tips. Some branches of the brachial
plexus innervate axial and appendicular musculature. Actually, the forearm motor repertory
displayed by pipid frogs is considered simple and relatively primitive.

The finger tips of Pipa carvalhoi are supported by cartilaginous star-like structures.
Four bundles of nerve fibers reach the digits and spread in parallel smaller bundles as they

reach the digital buds. There are free nerve endings restricted in the dermis in the top of



each digital bud. The surface of the buds is covered by smooth queratinized epidermal
cells. There is no evidence of structures on it that indicate the presence of a discrete
sensorial organ, not even specific sensorial ciliated cells. The physiological experiments
did not suit the purpose of defining the sensorial modality of the digital buds. No

stimulus has produced any detectable response in the brachial nerve. The failure of these
experiments might be related with the fact that the method applied in the present study was
totally inadequate to obtain this kind of response.

The digital buds of Pipa are cited on literature. However, the present study was
the first attempt to give them a morphological and physiological description. The ultra-
structural and morphological characteristics of the digital buds, as well as the nerve
fibers that innervate them, suggest that this structure respond to thermical and vibratory
stimuli, which might be very important for these animals when perceiving its surrounding
environment, for they spend most of their daytime laying on the substratum beneath water

ponds.
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INTRODUCAO

1) CONSIDERACOES (GERAIS

1.1) Familia Pipidae

Pipidae ¢ uma familia de anfibios anuros pertencente a superfamilia Pipoidea, que
por sua vez, se situa na subordem Archaeobatrachia, grupo de anuros basais. Esta familia
inclui atualmente 31 espécies viventes, distribuidas em cinco géneros: Xenopus, Silurana,
Pipa, Pseudhymenochyrus e Hymenochyrus (Frost, 2006). Existem duas subfamilias em
Pipidae: Xenopodinae, que compreende os géneros Xenopus e Silurana, e Pipinae, que
compreende Hymenochirus € Pseudhymenochirus, além do género Pipa, que € o inico
neotropical. (Trueb et al., 2000). Apesar de se saber que Pipoidea, assim como Pipidae sdo
grupos monofiléticos (Pugener et al., 2003), as relagdes taxondmicas intergenéricas dentro
da familia ainda s@o um tanto controversas (Frost et al., 2006; Cannatella & Trueb, 1988).
Os fosseis mais antigos desta familia remontam do Cretaceo Inferior, por volta de 135
milhdes de anos (Duellman & Trueb, 1986).

Os pipideos possuem habitos totalmente aquaticos e raramente freqiientam o
ambiente terrestre. SAo anuros de corpo achatado dorso-ventralmente que possuem os
membros posteriores com membranas interdigitais € mantém seus membros anteriores
direcionados para frente, sem apoia-los no substrato. Seus olhos, localizados dorsalmente,
ndo possuem palpebras nem membrana nictante, sendo cobertos por pele agranular e ndo
pigmentada (Sebben, com. pes.). Sdo desprovidos de lingua e possuem tUnica abertura da
tuba laringotimpanica na faringe (Cannatela & Trueb, 1988). Suas principais caracteristicas
osteoldgicas sdo: a presenca de seis a oito vértebras pré-sacrais, sacro com as diapofises
expandidas e fundidas com o cdccix, cintura escapular pseudofirmisternal e sem
omosterno, porém com esterno bastante expandido, ossos palatinos ausentes, para-hidide
ausente e anel cricoéide completo (Duellman & Trueb, 1986). O nervo facial sai através do
forame acustico anterior na capsula auditiva e os ganglios dos nervos trigémeo e facial sdo

fundidos, formando um ganglio prootico (Zug et al. 2001).



Os anuros do género Xenopus vém sendo extensamente utilizados desde as
décadas de 1930 e 1940 em pesquisas no campo da fisiologia. Atualmente, Xenopus,
juntamente com o camundongo (Mus musculus) e a galinha (Gallus domesticus), sdo
os animais mais comumente utilizados em laboratdrios de pesquisa, principalmente em
estudos compreendendo biologia do desenvolvimento e genética, devido principalmente
as facilidades na obtencao e na manuten¢do em cativeiro (Cannatella & de Sa, 1993;

Cannatella & Trueb, 1988).

1.2) O Género Pipa

A distribui¢ao geografica de Pipa compreende a por¢ao setentrional da América do
Sul, ocupando as florestas equatoriais da Colombia, Equador, Peru, Venezuela, Panama,
Suriname e Guianas, além das regides Norte e Nordeste do Brasil, juntamente com o norte
dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo (Frost, 2006; Trueb & Massemin, 2000;
Trueb, 1984). Possui sete espécies: Pipa arrabali, P. aspera, P. carvalhoi, P. myersi,
P. parva, P. pipa e P. snethlageae (Trueb & Cannatella, 1986). E um género com mais
caracteres autapomorficos que seus parentes do Velho Mundo, dos quais se distinguem por
caracteres morfoldgicos internos e externos, modo de corte, acasalamento, cuidado parental
e desenvolvimento larvario. As espécies de Pipa também apresentam outras caracteristicas
como corpo mais achatado dorso-ventralmente, cabeca triangular, narinas frontais, olhos
reduzidos, auséncia de timpano e estruturas em forma de pequenas ctipulas nas pontas dos
dedos (Trueb & Cannatella, 1986; Cannatella & Trueb, 1988; Trueb et al., 2000). Algumas
espécies apresentam desenvolvimento direto aparente, como P. pipa e P. arrabali,
enquanto a maioria, entre elas P. carvalhoi, apresenta estagio larvario livre (Duellman &

Trueb, 1986; Sokol, 1977).



2) O PLEXO BRAQUIAL E OS PRIMEIROS NERVOS ESPINHAIS

Os membros anteriores sdo de grande importancia para os anuros, principalmente
no que tange a manipulacao de grandes presas. Sua inervagdo se da a partir do plexo
braquial, que ¢ formado pelos nervos espinhais (NE) 2, 3 e 4 (Gaupp, 1899), juntamente
com os nervos craniais XI (Acessorio) e XII (hipoglosso), que contribuem com feixes para
musculos da cintura escapular (Duellman & Trueb, 1986).

Em anuros adultos, o primeiro nervo espinhal ¢ ausente, pois ele se degenera assim
que a formagdo do nervo hipoglosso (XII) ¢ concluida, unindo-se ao NE 2 em sua origem,
na medula. No estagio 28 do desenvolvimento embrionario (Gosner, 1960), o primeiro
nervo espinhal ainda estd presente (Schlosser & Roth, 1997a).

Em Rana catesbeiana, os nervos braquiais inervam a regido da cintura escapular
e os membros anteriores (nervo braquial). Este nervo ramifica-se e inerva os musculos
dos membros anteriores, com fibras tanto aferentes quanto eferentes, e também inerva os
tenddes e a pele (Jhaveri & Frank, 1983).

Em anuros, as presas sdo capturadas com o uso da lingua e da mandibula, sendo
empurradas para dentro da cavidade oral com o auxilio dos membros anteriores. Os
pipideos, que ndo possuem lingua, utilizam seus membros anteriores nao s6 para a
manipulagdo e limpeza de presas, como também para a captura destas (Gray et al., 1997).
Essas tarefas sao facilitadas tanto pela liberdade dos membros, que nao sao usados para
apoio do corpo do animal, como pela presenca de espiculas direcionadas no sentido antero-

posterior na superficie da pele da regido dorsal dos tarsos (Ehrl et al., 1986; Zug, 1993).

3) Os SISTEMAS SENSORIAIS
3.1) Mecanorrecep¢io

Estruturas mecanorreceptoras, como os 6rgaos de linha lateral, apresentam uma
grande diversidade de formas e padrdes de distribuicao (Fritzsch & Neary, 1998). Em
Pipidae, os 6rgaos de linha lateral apresentam-se como neuromastos livres, agrupados de
cinco a dez, em pontos, distribuidos regularmente sobre a pele, principalmente no dorso e

flancos (Russell, 1971). Os neuromastos possuem células sensoriais ciliares e acessorias,



sendo as ciliares envolvidas por uma capsula de material gelatinoso (Toyoshima &
Shimamura, 1982).

Os pipideos sdo os Gnicos anuros que apresentam neuromastos desde a fase
larvéria até a forma adulta. Nos adultos, essas estruturas situam-se na superficie da
epiderme, e se distribuem principalmente pela cabeca, dorso e flancos do animal. Sao
sensiveis a pequenas variacdes de velocidade da agua, como vibragdes, funcionando como
mecanorreceptores, facilitando sua orientagdo no meio aquatico, bem como a localizagao
de presas (Fritz & Neary, 1998). Estes o6rgaos respondem a estimulos num espectro de
freqliéncia de 0,1 a 100Hz em baixas amplitudes (Kroese et al., 1978). As similaridades
entre os sistemas auditivos e de linha-lateral vao além da natureza mecanica do estimulo
que excita os receptores, envolvendo também as vias periféricas e centrais do sistema
nervoso (Altman e Dawes, 1983). Xenopus, diferentemente de Ranidae, apresentam vias
eferentes comuns entre a coclea e os 6rgdos de linha lateral, além de vias eferentes em
relag@o a papila basilar, que estéd relacionada ao processamento de informagdes auditivas
(Hellmann & Fritsch, 1996).

Os padrdes de inervagdo dos pontos de neuromastos apresentam variagdes
individuais, ontogenéticas e topograficas. Uma unica fibra aferente pode inervar um ou
varios pontos, assim como um ponto pode ser inervado por varias fibras. A sensibilidade
das fibras aferentes aumenta quanto maior a quantidade de pontos que ela inerva (Mohr &
Gorner, 1996).

A inervacdo dos neuromastos ¢ compreendida por um feixe de nervos que contém
fibras mielinizadas aferentes e eferentes, além de fibras nao mielinizadas. Russel (1971)
observou que as fibras eferentes dos 6rgdos de linha lateral ndo respondem a estimulos
mecanicos nos neuromastos ¢ nem a estimulos elétricos nas fibras aferentes. Porém, estas
respondem somente a estimulos elétricos nas fibras motoras descendentes na medula. O
sinal proveniente da fibra eferente inibe o sinal aferente do estimulo no neuromasto. Os
neuromastos respondem ao movimento da dgua e entram rapidamente em fadiga quando
superestimulados. As fibras eferentes para os neuromastos sao disparadas em sincronia

com as fibras motoras. Isto inibe as fibras aferentes, de forma que os neuromastos nao



sejam constantemente estimulados enquanto o animal se locomove na dgua (Russel, 1971).
Em Xenopus, os 6rgaos de linha lateral aparentemente ndo sao os unicos aparelhos

sensoriais responsaveis pela deteccao de ondas. Claas ef al.(1993) observaram que apds

a desativagdo dos 6rgdos de linha lateral por solucdes de ions de cobalto, os animais

respondiam a estimulos na superficie da agua, mesmo desprovidos totalmente de visao.

Foi observado ainda, que o sentido que substituia a mecanorrecep¢do proveniente da linha

lateral fazia parte do sistema somatossensorial do animal, pois estimulos auditivos ndo

eram detectados no Sistema Nervoso Central.

3.2) Quimiorrecep¢io

A percepcao de moléculas que sinalizam alimento, perigo ou comunicagao
intra-especifica, pelas vias olfativas, gustativas ou at¢ mesmo através da pele, ¢ uma
caracteristica de convergéncia de diversos grupos de organismos aquaticos. Estruturas
quimiorreceptoras também sdo encontradas em invertebrados, como os osfradios, que sdo
estruturas quimiossensoriais presentes em moluscos cefalopodos e gastropodos. Alguns
crustaceos decapodas apresentam pélos sobre a superficie corporal, especialmente nos
apéndices, que apresentam também uma fun¢do quimiorreceptora (Ruppert & Barnes,
1996). Peixes como os bacalhaus e bagres possuem sensores gustativos na regido labial,
normalmente nos barbilhdes (Harvey & Batty, 1998). Orgios semelhantes também sio
observados em Pipa pipa (Miranda-Ribeiro, 1926).

Nos tetrapodas, a percepcao de estimulos quimicos do ambiente esta normalmente
associada aos sentidos do paladar e olfato, sendo estas sensibilidades filogeneticamente
primitivas. Em ambos os sistemas, a transdugdo de estimulos sensorios envolve a ativacao
de receptores de membrana que disparam uma grande variedade de segundos-mensageiros,
que modificam a fisiologia celular, fazendo com que esta produza um sinal elétrico. Estes
sinais serdo transmitidos ao cortex cerebral através dos nervos e 14 serdo traduzidos como
diferentes estimulos, de acordo com a especificidade dos receptores que estao sendo

ativados (Dodd & Castelucci, 1991).



3.3) Olfaciio e Orgio Vomeronasal

A olfagdo ¢ associada a epitélios sensoriais presentes nas cavidades nasais. Os
tetrapodas, de forma geral, possuem um sistema de olfagdo subdividido em uma por¢ao
primaria, responsavel pela percepc¢ao de odores, e uma por¢ao secunddria, denominada
orgdo vomeronasal. Esta é responsavel pela percep¢do de moléculas grandes, como
peptideos ou esterdides, que normalmente estdo associadas a comunicagdo intra-especifica
(Dawley, 1998 e Houck, 1998).

Na familia Pipidae, a principal cdmara olfatoria ¢ dividida em um diverticulo
medial e um lateral, separados por uma faixa de epitélio ndo sensorial. Uma estrutura
valvular da narina externa fecha um dos dois lados, de forma que o diverticulo medial ¢
aberto somente para a passagem de ar enquanto o diverticulo lateral s6 se abre quando
o animal esta submerso. Porém, uma sucessao de camaras sem epitélio sensorial
interconectadas, sugere que os sinais quimicos sejam trazidos até a narina através da boca
(Dawley, 1998).

Em Pipidae também ja foi observado a comunicagdo quimica através da agua.
Fémeas e machos de Hymenochirus sp foram submetidos a testes em um labirinto em
forma de Y, onde uma das extremidades continha 4gua sem contaminantes e na outra
agua contendo um homogeneizado das glandulas masculinas presentes nesta espécie.
Observou-se que grande parte das fémeas dirigia-se a extremidade do labirinto contendo
o homogeneizado das glandulas, enquanto que os machos ndo apresentaram nenhuma
resposta significativa para este estimulo (Pearl et al., 2000).

Rabb & Rabb (1963) analisaram o comportamento reprodutivo de Pipa pipa em
cativeiro, observando que machos que permaneciam solitarios em um tanque mantinham
um comportamento calmo. No entanto, quando era inserida agua proveniente do tanque
principal, onde ocorrera um acasalamento, o macho solitario passou a se comportar
de forma agitada, produzindo inclusive estalos caracteristicos de machos em situagao
de corte, o que estaria evidenciando a presenca de substancias na dgua que indicariam

territorialidade entre os machos desta espécie.



3.4) Gustacao

O epitélio gustativo, presente principalmente na orofaringe e no dorso da lingua em
anuros, apresenta-se sobre as papilas em forma de discos ou botdes gustativos (Barlow,
1998). Estes 6rgaos sao compostos de células que apresentam processos microvilosos, que
captam os estimulos gustativos com o auxilio das proteinas da saliva (Lent, 2004). Em
alguns casos, como nas salamandras axolotls, as células sensiveis dos botdes gustativos
apresentam-se no fundo de um poro, quando o disco gustativo ndo se encontra sobre o
dorso da lingua (Barlow, 1998). Em Typhlonectes compressicaudus, uma cecilia aquatica,
os botdes gustativos aparecem espalhados pela mucosa da margem labial da fileira de
dentes linguais, mas sdo ausentes na lingua. O epitélio sensorial possui células achatadas e
escassas, porém ricas em microvilosidades. (Wake & Schwenk, 1986). Em Rana, as células
quimiossensiveis sdo circundadas por epitélio ciliar e guarnecidas por células glandulares
de suporte (Diiring & Andres, 1976).

A gustacdo ¢ associada as estruturas espalhadas de forma heterogénea na superficie
da lingua, denominadas botdes gustativos, que sao especializados em quatro ou cinco
qualidades de estimulos, que vao designar os sabores basicos do paladar (Dodd &
Castelucci, 1991). Em Caudata, o sistema periférico associado a gustacdo compreende
botdes gustativos distribuidos pelo palato e assoalho da orofaringe, além de apresentarem-
se de forma conspicua nas superficies mediais, proximas a mandibula e maxila.

Nos anuros, além desta distribui¢do, botdes gustativos ocorrem em maiores
quantidades na regido dorsal da lingua. Além de botdes gustativos, os anuros também
apresentam discos gustativos, onde as células sensoriais agrupam-se na superficie
da papila. Em se tratando de anfibios terrestres, os botdes gustativos localizam-se
normalmente embutidos na mucosa oral e sobre a lingua, em plataformas denominadas
papilas. Por sua vez, salamandras aquaticas ndo possuem papilas e seus botdes gustativos
sao embutidos diretamente na mucosa oral, cuja inervacao ¢ efetuada pelos nervos craniais
VII (Facial), IX (Glossofaringeo) e X (Vago) (Barlow, 1998).

A gustacdo em anfibios esta diretamente associada a sele¢do de alimentos.



Substancias naturais toxicas normalmente apresentam um sabor amargo e desagradavel.
Os anuros adultos sao predadores do tipo “senta e espera”, primariamente visuais, cujas
presas sao limitadas as dimensodes da abertura de sua boca. Quando a presa entra em
contato com o epitélio oral, o aparelho gustativo passa a funcionar como um detector de
provaveis toxinas, que sao identificadas por sua impalatabilidade, provocando um reflexo
de expulsdo da presa (Barlow, 1998).

No entanto, ja foi observado que Rana catesbeiana pode realizar o processo
completo de degluticdo de sua presa mesmo que ela seja impalatavel produzindo estimulos

desagradaveis nos o6rgdos gustativos do animal (Kelling et al., 1990).

3.5) Quimiorrecep¢ao Cutinea

Até ha poucos anos, o conhecimento a respeito da quimiorrecepgao cutanea em
anfibios resumia-se apenas a sua relagdo com a percepcao de estimulos nocivos. Somente
uma sensibilizacdo geral a estimulos quimicos na pele e na superficie das mucosas de
anfibios determinavam a quimiorrecep¢ao, mediada por sensores terminais dos nervos
craniais V e X. Substancias quimicas em altas concentragdes, como acidos fortes, ativam
também receptores para a dor (Heatwole, 1998).

Trabalhos mais recentes demonstram que a quimiorrecep¢ao cutdnea ndo se resume
simplesmente a estes tipos de estimulos. A epiderme dos anfibios ¢ bastante fina e pouco
queratinizada, o que confere pouca prote¢ao fisica, da mesma forma que fornece uma alta
permeabilidade a agua, o que ¢ de grande valia para estes animais, que se hidratam quase
exclusivamente através do epitélio. Este fenomeno ¢ detectado especialmente por uma
regido altamente vascularizada na regido ventral, proxima a pelve, onde ocorre alta taxa
de absor¢do de agua (Koyama et al., 2001). Esses autores observaram que Bufo alvarius,
ao ser colocado em uma poga com solugdes hipertdnicas em relacdo ao seu organismo,
rapidamente abandonava esta poga e procurava uma outra, com solu¢des mais hipotonicas
para se reidratar. Este comportamento, juntamente com estudos morfologicos, aponta a
existéncia de supostos quimiorreceptores na pele do seu abdome, sensiveis a variagdes

osmoticas do meio.



Na perereca australiana Litoria splendida foi observado que peptideos extraidos
da secregdo da pele de individuos machos atuam como feromonios atrativos para as
fémeas, quando absorvidos pela pele. No entanto, ndo se conhece a natureza dos receptores

cutaneos envolvidos neste processo (Wabnitz et al., 2000; Rajchard, 2005).

3.6) Sistemas Somatossensoriais Cutaneos

Além das modalidades sensoriais discretas, os anfibios também apresentam outros
sistemas sensoriais difusos na pele, que ¢ inervada por ramos cutaneos das raizes sensoriais
presentes na medula. Estas apresentam tanto fibras mielinizadas quanto ndo mielinizadas.
Heatwole (1998) revisa os receptores cutaneos de anfibios e os separa em seis diferentes

tipos distintos, descritos suscintamente na Tabela 1:

Tabela 1: Descri¢ao das fibras sensoriais cutaneas encontradas na pele de anfibios.

Tipo de Terminag¢do Localizacdo Diametro Responde a: Velocidade
Fibra (nm) de adapta-
¢cao
A livre epiderme 9-10 toque rapida
B encapsulada interface 5-6 alongamento lenta
C livre derme 2-3 térmico e lenta
vibratdrio
D livre derme <1 dor e quimi- lenta
co
E livre “pele com e >9 mecanico lenta
sem verru-
gas”
F livre “pele sem >9 mecanico lenta
verrugas”

4) Os piGITOS DE PIPA4

Na extremidade dos digitos de Pipa sdo encontradas pequenas estruturas em

formato hemisférico, que representam uma sinapomorfia do género. Porém, estas estruturas

apresentam variacoes em sua forma entre as espécies, dando a esta caracteristica grande

importancia taxondmica (Trueb & Cannatella, 1984).



Ehrl et al. (1986) observaram que jovens de Pipa pipa apresentavam as pontas
dos dedos sem estas papilas, e que o numero destas ndo era constante nos adultos. Em
individuos imaturos, as papilas ndo passam de botdes, 0 que mostra que esta estrutura
atinge seu maior grau de diferenciagdo na fase adulta. O padrao das papilas digitais
ndo ¢ constante dentro da espécie, podendo cada digito apresentar de oito a dezesseis
ramificagdes nas pontas.

Ehrl et al. (1987) confirmam que o nimero de papilas digitais terminais pode
chegar a dezesseis em Pipa pipa, indicando que cada um dos quatro botdes presentes em
individuos imaturos se subdivide novamente em quatro ramos durante a ontogenia. Esta
divisdo, no entanto, pode ser desigual, originando diferentes nimeros de ramificagdes por
digito. Foi observado também, que a forma e o tamanho dos hemisférios terminais eram
bastante semelhantes em diferentes estdgios do desenvolvimento ontogenético em espécies

distintas, sugerindo uma relacdo a sua provavel funcao sensoria de natureza tatil.

5) METODOS DE ESTUDO DE ESTRUTURAS SENSORIAIS

As células, corpusculos e demais tipos de terminagdes nervosas funcionam como
transdutores, que captam estimulos de determinada natureza e transformam este estimulo
em um sinal bioelétrico. Este sinal viaja através do sistema nervoso, que funciona como
meio de transporte das informagdes provenientes do meio (Lent, 2004).

Os estudos que definem as propriedades sensoriais de células e 6rgdos receptores,
principalmente aqueles que se situam em epitélios sensoriais, como o epitélio olfatorio,
as papilas gustatativas e os 0rgaos de linha lateral, baseiam-se primariamente na captacao
de potenciais elétricos disparados por uma célula ou conjunto de células receptoras, em
resposta a estimulos apropriados. Uma das principais formas de captar tais potenciais
consiste na aplicagdo de eletrodos na area sensorial de interesse. Esses eletrodos captam os
potenciais elétricos disparados pelas células ou o6rgaos receptores, que sdo registrados em
osciloscopio.

Akaike et al. (1976) caracterizaram as respostas elétricas das células gustativas

de Rana catesbeiana utilizando micro-eletrodios compostos por capilares de vidro
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contendo solucdo de cloreto de potassio (KCl). De forma semelhante, Evans e Hara (1985)
compararam a sensibilidade sensorial de diferentes areas do epitélio olfativo de Salmo
gairdneri, com a técnica denominada Eletro-Olfatograma (EOG). Neste caso, foi utilizado
um eletrodo de prata cloretada, inserido na regido do epitélio olfatdrio de interesse.

Maruhashi et al. (1952) utilizaram métodos semelhantes para classificar as
unidades sensoriais na pele de sapo e de gato de acordo com algumas de suas propriedades
morfofisioldgicas como o diametro da fibra sensorial, a natureza do estimulo, a distribui¢ao
dos terminais na pele e a velocidade de adaptagdo das fibras ao estimulo. Para o estudo de
receptores tateis cutaneos de Rana temporaria, Catton (1958) também utilizou eletrodos
de prata para registrar potenciais de acdo resultantes de estimulos mecanicos em zonas
receptoras sub-epidérmicas, concluindo que a velocidade de propagacao dos potenciais
elétricos era maior nas fibras mielinizadas.

No entanto, existem métodos de captag@o de potenciais que dispensam a perfuragdo
dos 6rgdos sensoriais. Ao analisar as freqiiéncias de resposta dos 6rgdos de linha lateral de
Xenopus laevis, Kroese et al. (1978) isolaram fibras de nervos conectadas as terminagdes
de um tnico neuromasto e suspenderam-nas com um eletrodo de prata, para posteriormente
testarem os estimulos vibratdrios. Russell (1971) demonstrou que, assim como as fibras
aferentes, as fibras eferentes que chegam aos 6rgaos de linha lateral também desempenham
um papel importante na sensibilidade destes 6rgaos aos estimulos vibratorios provenientes
do meio. Potenciais de agdo foram captados de ramos que inervavam os neuromastos pela
suspensao desses nervos com um eletrodo de platina bipolar em forma de gancho.

Potenciais geradores dos 6rgdos quimiorreceptores presentes nos apéndices
de lagostas (Homarus americanus) foram obtidos através da captacdo extracelular do
potencial gerado pelo receptor e dissipado na solu¢do salina que continha o animal,
levando-se em conta toda a interferéncia elétrica que poderia vir do meio (Borroni &

Atema, 1988).

O presente estudo visa descrever a anatomia dos nervos braquiais e a morfologia

das papilas digitais de Pipa carvalhoi, em seus aspectos anatdmicos, histologicos e ultra-
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estruturais, comparando-as com estruturas homologas de outros animais, principalmente
de anuros, ja descritas na literatura, a fim de se estabelecer uma provavel modalidade

sensorial a elas relacionada, com base em seus aspectos morfoldgicos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:
e Identificar e descrever o plexo braquial e suas terminacoes nos digitos de P.

carvalhoi, estabelecendo um conjunto de caracteristicas que indiquem a presenca

de estruturas sensoriais, bem como a natureza sensorial destas provaveis estruturas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as peculiaridades anatdmicas dos nervos braquiais e seu padrao de
inervagao nos membros de Pipa, comparando-as com as caracteristicas de outros
anuros;

e Identificar provaveis estruturas nervosas sensoriais nas extremidades dos digitos,
com o uso de técnicas de microscopia de luz e eletronica;

e Analisar a superficie epitelial das papilas digitais de Pipa, a fim de se identificar
estruturas que indiquem uma fungao sensorial especifica;

e Avaliar as respostas das estruturas receptoras a diferentes modalidades de

estimulos.
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MATERIAL E METODOS

1) ANIMAIS

No presente trabalho foram utilizados individuos adultos de Pipa carvalhoi
(Miranda-Ribeiro, 1937), procedentes do municipio de Araguai, situado no Vale do
Jequitinhonha, norte do Estado de Minas Gerais. Os animais foram capturados em
uma lagoa perene, com o uso de redes de coleta e de armadilhas em funil. Em seguida,
foram transportados para o Laboratério de Anatomia Comparativa dos Vertebrados, na
Universidade de Brasilia, onde foram mantidos em aquarios a temperatura ambiente, sendo
alimentados de duas a quatro vezes por semana com minhocas. A coleta foi autorizada pelo
IBAMA de acordo com a Licenga n°. 007/06 — RAN/IBAMA, referente ao Processo n°.
02010.000043/06-03.

Para efeito de comparag@o da anatomia do plexo braquial, foram utilizados
espécimes tombados da Colegdo Didatica do Laboratorio de Anatomia Comparativa dos
Vertebrados. Os espécimes coletados e estudados também foram tombados na colegao.
Foram utilizados, ao todo, 23 individuos de Pipa carvalhoi (Figura 1), duas Pipa arrabali,
um Xenopus laevis, um Pseudis tocantis, um Bufo schneideri e um Barycholos ternetzi,
sendo estas cinco ultimas, para efeito de comparag@o. Os numeros de tombo das séries de

animais utilizados no presente trabalho sdo: AS02475 - 02495; AS02558 - 02563.

Figura 1: Pipa carvalhoi
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2) ANESTESIA E EUTANASIA

No presente estudo, os animais foram induzidos a anestesia profunda, por imersao
em solucdes anestésicas até a imobilizacao total. Em seguida, era feita a aplicagdo
intracranial deste mesmo anestésico, via foramem magnum, para a inducdo a eutanasia.
Como agentes anestésicos foram usados o Nembutal Sédico 0,5% ou o Cloridrato de
Bupivicaina 0,5%.
Para os ensaios fisiologicos, os animais foram induzidos a eutanasia através da
espinhalagdo.

Estes métodos de anestesia e eutanasia foram aprovados pelo Comité Etico do Uso

Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

3) METODOS DE FIXACAO E PREPARACAO DO MATERIAL PARA ANALISES MORFOLOGICAS
As observacdes morfoldgicas, tanto macroscopicas quanto microscopicas e ultra-
estruturais exigem diferentes metodologias no que diz respeito a fixacdo e a preparacao dos

materiais a serem analisados.

3.1) Anatomia: Para as observagdes anatOmicas macroscopicas, houve duas
formas de processamento do material: observagdes a fresco e com material fixado. Os
espécimes recém eutanasiados, a principio eram observados e dissecados sob uma lupa
comum, presos pela pele ou membros com alfinetes no fundo de uma cuba recoberta com
parafina. Em seguida, os espécimes eram submersos em solucdo de Cloreto de Sodio
(NaCl) a 0,65%, a fim de se preservar algumas de suas funcdes fisioldgicas por um tempo
prolongado. Desta forma, os tecidos e 6rgaos puderam ser observados e fotografados a
fresco.

Os espécimes eram preservados posteriormente, por submersao em solugdo de
formaldeido a 10% por vinte e quatro horas, e depois preservados em solugdo alcoolica
70%. Este procedimento era necessario ndo so para a preservacao do espécime em si,
como também para prepara-lo para o método regressivo de coloragdo dos nervos com o

corante Sudan Black, baseado no procedimento descrito por Nishikawa (1987) que tinge
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os nervos em azul escuro, contrastando-o com a musculatura azul palida. Neste processo, 0
material ¢ desidratado em alcool absoluto e ¢ submerso em solugdo saturada do corante por
alguns minutos. O material ¢ lavado e o excesso do corante ¢ removido com a submersdo
do espécime em solucdo alcodlica 70%. Foram fotografados os plexos braquiais de
diversas espécies de anuros, além das por¢des terminais dos nervos ao longo dos membros

anteriores e digitos.

3.2) Diafanizac¢ao: O processo de diafanizagdo foi utilizado com o intuito de
observar estruturas 0sseas e cartilaginosas presentes nos digitos. Para tal, foi utilizado
o protocolo de Taylor e Van Dyke (1985), com algumas modifica¢des. Exemplares
preservados foram eviscerados e desidratados em 4lcool absoluto por aproximadamente
24 horas. Em seguida, os espécimes foram submetidos a coloragdo de seus tecidos
cartilaginosos por imersdo em uma solug¢do contendo acido acético glacial: etanol (4:6 v/v)
e 200mg/l de Azul de Alcian (Alcian Blue), por aproximadamente 24h. Posteriormente, o
material sofreu neutralizagdo do pH por imersdo em soluc¢ao saturada de Borato de Sddio,
por dois dias. O passo seguinte € o clareamento, que se dé pela imersdo do material em
solugdo de H,O, 10 volumes e solu¢do de KOH 0,5% (1:5 v/v), por 12 horas, estando o
espécime mantido sob luz natural neste periodo. Em seguida, o espécime foi submetido
a digestdo de tecidos, feita com solucdo composta por tripsina (1g/1) e solucao de
Borato de Sédio tamponada. Apds este procedimento, o espécime foi imerso em solugao
de KOH 0,5% com 0,1g/1 de Vermelho de Alizarina, para coloracdo dos 0ssos, por
aproximadamente 24h. Foram entdo lavados em 4gua corrente e imersos em solucdes de
glicerol em KOH 0,5% por periodos de 12h, em proporcdes crescentes de glicerol (4:6 v/v;

1:1 v/v; 7:3 v/). Por fim, foi imerso em glicerol puro, sendo preservado neste meio.

3.3) Microscopia de Luz: Para as analises em microscopia de luz, os digitos
eram removidos e imersos em soluc¢do de formaldeido a 10% para a fixagdo durante
aproximadamente 12 (doze) horas. Em seguida, a solucdo foi substituida por solu¢do

alcoolica a 70%, para ser desidratado. Antes da desidratag@o, o material fora descalcificado
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em solucdo de 4cido nitrico a 0,5%, por aproximadamente duas horas, a temperatura de
50°. A desidratacao do material consistiu em banhos consecutivos de meia hora de duragao
cada, em solucdes alcodlicas com concentragdes crescentes de 80 e 90%, seguidos de
dois banhos de 4lcool absoluto. A diafanizacao foi feita com a imersao do material, por
meia hora, em solucdo de etanol em xileno, na propor¢ao 1:1, seguida por trés banhos de
meia hora em xileno. A inclusdo consistiu em trés banhos de trinta minutos com parafina
em estado liquido a 58°C. Foram preparados cortes transversais e longitudinais das
extremidades dos digitos de Sum. Para uma melhor diferenciagdo dos tecidos nervosos, o
material foi corado utilizando-se a coloragdo por Tricromio de Gomori (Grunnet, 1978).
3.4) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): O material utilizado na
Microscopia Eletronica de Varredura foi fixado em uma solugao de glutaraldeido e
paraformaldeido, ambos a 2%, imediatamente apos a sua remogao, por aproximadamente
doze horas, com a solu¢do resfriada a 4°C. Apds a fixagdo, o material foi preservado em
uma solu¢do tampao de cacodilato de sédio a 0,1M, aguardando o processo de pds-fixagao,
onde o material foi submerso em uma solugéo de Tetroxido de Osmio (OsO ) 1%, que
tem por finalidade a fixagdo de moléculas lipidicas. Em seguida, o material passou por um
processo de desidratagdo gradativa, com banhos de solu¢des aquosas de acetona de 30, 50,
70 e 90% e trés banhos de acetona pura, de 15 minutos cada, antes de sofrer a secagem ao
ponto critico com CO, e metalizagdo de sua superficie em um sputter coater. O material foi

fotografado no microscdpio JEOL JEM 840A.

3.5) Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET): A fixa¢do do material
analisado se deu de forma idéntica ao método utilizado na MEV, assim como a desidratacao
em gradientes crescentes de solucdo aquosa de acetona. Apods este procedimento, foi
realizada a infiltracdo, que consiste na substituicao gradual de acetona por resina (Spurr) em
banhos na propor¢ao 2x1, 1x1, 1x2, cada um por 24h. A tltima inclusdo foi feita com resina
pura Spurr por 6h. A resina era entdo polimerizada a 60°C, por 48 horas em estufa. Apos a
ultramicrotomia, as se¢oes ultrafinas foram contrastadas em acetato de uranila e citrato de

chumbo. O material foi analisado e fotografado em microscopio eletronico de transmissao
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JEOL 1011. Foram realizadas sec¢des transversais e longitudinais das por¢des terminais dos

digitos, incluindo a regido dos lobos, dando-se atencdo aos tecidos nervosos.

4) ENSAIOS FISIOLOGICOS

Para avaliagdo das possiveis respostas a estimulos de naturezas diversas foram
utilizadas preparagdes de terminacdes digitais e nervo braquial desembainhado, montados
em camaras de espago de sacarose (Sucrose-gap), conforme descrito abaixo.

Ap6s espinhalagdo, um dos membros anteriores era dissecado, de forma a se isolar
os ramos do nervo braquial que inervam as extremidades distais dos digitos.

O nervo braquial foi dissecado desde sua origem na medula até as extremidades
distais dos dedos, sendo o conjunto, removido e mantido submerso em solucao de Ringer
para anfibios, na qual a cada litro de dgua destilada ¢ adicionado 6,5g de NaCl, 0,14g de
KCl, 0,12g de CaCl, e 0,2g de NaHCO,

Em seguida, os dois principais ramos do nervo braquial tiveram removidas as
respectivas bainhas de tecido conjuntivo que envolve o feixe. O conjunto foi entdo
posicionado em uma cuba de acrilico adaptada para a técnica de “sucrose-gap” (segundo
Nogueira, 1987), composta por cinco camaras paralelas, conectadas por uma canaleta
superficial (Figura 2). Os digitos foram posicionados na primeira cdmara e 0 nervo passou
a ocupar, além desta, as 4 restantes. Todo o conjunto foi mantido submerso em solucao
de Ringer, com exce¢do da camara 4, que foi mantida sob fluxo continuo de solugdo
isotonica de sacarose. Como controle, estimulos elétricos supra-maximais foram aplicados
entre as camaras 1 e 2, gerados por estimulador Grass (modelo S 88). Potenciais de a¢do
propagados pelos ramos do n. braquial foram captados em osciloscopio Tektronix modelo
TDS com o auxilio de eletrodos de prata cloretada.

Estimulos de diversas naturezas foram aplicados na camara 1. Para estimulagao
quimica foram aplicadas isoladamente as seguintes solugdes:

a) solugdes aquosa saturada de NaCl;

b) solugdo saturada de L-Serina;
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c¢) solucao de 1% acido cloridrico;

d) solucao de 2% acido cloridrico;

e) secregdes cutaneas de machos e fémeas adultos de Pipa carvalhoi;

As aplicacdes destes extratos foram feitas com o cuidado de se evitar perturbagdes
bruscas na camara, com o intuito de se produzir um estimulo de natureza puramente
quimica, sem margem para a captagdo de estimulos ambiguos.

Foram também aplicados estimulos mecanicos de diversas modalidades: toque,
pressdo, vibratorios e nocivos, como a pressao excessiva e destrui¢ao de tecidos adjacentes.
As perturbagdes vibratorias foram aplicadas na solu¢ao contida na primeira cdmara, com
uma bastdo de vidro acoplado a um alto-falante ligado a um gerador de fungdes, cujas

freqiiéncias emitidas variaram de 1 Hz a 250 KHz.

Figura 2: Cuba de acrilico para o ensaio fisioldgico. ee: eletrodos de estimulo. ec: eletrodos de
captag¢do. Numeragao correspondente as canaletas.
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RESULTADOS

1) ANATOMIA DO PLEXO BRAQUIAL E SEU PADRAO DE INERVACAO

Em Pipa carvalhoi, participam da formagao do plexo braquial o segundo (NE 2),
terceiro (NE 3) e quarto (NE 4) pares de nervos espinhais, onde o terceiro par tem origem
no espago entre a segunda e terceira vértebras e o quarto par no espago entre a terceira e
quarta vértebras. A origem do segundo par ¢ comum com o nervo cranial XII (hipoglosso);
ambos saem pelo ponto de fusdo das vértebras I e I (Figura 3A).

Apds emergirem da medula, os nervos espinhais 2, 3 e 4 unem-se aproximadamente
na altura do segundo terco do processo transverso da segunda vértebra. Antes de atingir
a articulagdo da escapula com o osso imero, o plexo braquial divide-se em trés ramos:
Ramo Dorsal Anterior da Escapula (DAE), ramo Coracoclavicular (CC) e o ramo braquial
(Br) (Fig. 3B). O ramo Coracoclavicular bifurca-se e o ramo anterior atravessa o esterno e
inerva as porg¢des esternal e epicoracdide do m. peitoral, enquanto o ramo posterior inerva
a por¢ao abdominal do m. peitoral (Fig. 4A). O ramo dorsal anterior da escapula divide-
se em trés, emitindo um ramo que inerva a pele do flanco, incluindo os neuromastos, e
do membro anterior (Fig. 4B), um que inerva os musculos Serratil Inferior e Médio, e um
outro ramo que vai inervar os musculos Latissimo do Dorso e Transverso (Fig. 3B).

O nervo braquial atravessa a cintura escapular e bifurca-se na altura da articulagao
do osso imero com a cintura escapular, formando dois novos ramos: o nervo Braquial
Longo Radial (BLR) e o nervo Braquial Longo Ulnar (BLU). O nervo radial (BLR)
passa entre os musculos biceps braquial e anconeo e segue sob os musculos do antebrago,
inervando musculos e pele, até sofrer ramificagdes multiplas, ao nivel do carpo. Cada
par destes ramos resultantes segue junto a face ventral de cada digito, terminando em
suas extremidades (Fig. 5B). Quando proximo a articula¢do da radio-ulna com o timero,
este nervo produz um ramo, que segue em direcdo aos carpos, porém aderido a pele,
denominado Ramo Cutaneo Lateral do Antebraco e da Mao (CAML) (Fig. 5A). Deste
mesmo ramo, surge o Ramo Cutaneo Medial do Antebraco (CAM), que envia feixes

nervosos para a parte lateral do digito radial. Ao atingir a altura dos carpos, o CAM
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Figura 3: Vista ventral do plexo braquial e nervos resultantes de Pipa
carvalhoi. A: de 1 a 111, vértebras pré-sacrais. De 2 a 4, nervos espinhais
correspondentes. il = misculo ileolombar. Barra equivalente a 3mm. B:
Nervos com origem no plexo braquial (PB): Ramo Coracoclavicular (Cc),
Ramo Braquial (Br), Ramo dorsal anterior da escapula (Dae). SI = Masculo
Serratil Inferior. Barra equivalente a 1,5mm.
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Figura 4: A: Vista ventral do Ramo Coracoclavicular (Cc) do Plexo
braquial e suas ramicag¢des inervando musculos proximos ao esterno (Es).
Escala: Imm. B: Vista do dorso de P. carvalhoi, com a pele rebatida,
evidenciando alguns ramos do nervo trigémeo (V), sub-ramo cutaneo do
ramo dorsal anterior da escapula (Dea) do plexo Braquial (ponta de seta) e
NE 3, inervando a pele. Escala: 2,5mm.
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Figura 5: A: Vista ventral do membro anterior de P. carvalhoi evidenciando os principais
ramos de nervos: blr = Nervo Braquial Longo Radial; caml = Ramo Cuténeo Lateral do
Antebrago e da Mao; cam = Ramo Cutdneo Medial do Antebrago; anc = musculo ancéneo.
B: Vista dorsal dos digitos. A seta mostra o principal ramo do Nervo Braquial Longo Radial
ramificando-se e inervando os digitos (pontas de setas) até a sua extremidade. Barras
equivalentes a 2,5mm.
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ramifica-se em varios sub-ramos, que terminam na pele da regido dorsal da mao.

J4a o ramo BLU, passa sob o musculo anconeo e segue na face dorsal do membro,
realizando a mesma ramificacdo quando atinge a regido dos carpos, lancando da mesma
forma, dois pares de nervos, agora na face dorsal de cada digito. Ao longo de seu trajeto,
tanto o0 BLU como o BLR inervam musculos e pele. Cada uma das quatro papilas presentes
nas extremidades dos digitos recebe um fino feixe de nervo, que as envolve lateralmente

(Figs. 5B e 8A).

Em Barycholos ternetzi, Bufo schneideri (Fig. 6) e Pseudis tocantins (Fig. 7A) o
diametro do NE 3 ¢ visivelmente maior que os dos demais nervos que compdem o plexo
braquial, sendo o nervo que mais contribui para a formag¢ao deste. O NE 2 divide-se em
dois ramos, sendo um o Hipoglosso (NC XII) e o outro o NE 2 propriamente dito, que
integra o plexo braquial (Fig. 6). O NE 4 também se divide em dois ramos, onde um
pequeno feixe une-se ao NE 3 e outro dirige-se aos flancos, inervando alguns musculos
axiais como o musculo transverso.

Em Xenopus laevis (Fig. 7B) e Pipa carvalhoi (Fig. 3A) os nervos espinhais 3 ¢ 4
sdo de calibre bastante semelhante, sendo o NE 4 muito mais calibroso que o mesmo nervo
nas espécies anteriormente descritas. Outra caracteristica do NE 4 em Pipidae ¢ que este

compde o plexo braquial de forma integral, sem subdividir-se em ramos (Figs. 3A e 7B).

2) EXTREMIDADE DOS DIGITOS

As papilas digitais de Pipa carvalhoi sdo compostas de tecido cartilaginoso, que

envolve a extremidade das falanges distais e da o formato das quatro papilas (Fig. 8B). As

extremidades dos digitos também foram observadas em microscopia de luz e microscopia

eletronica de varredura e transmissao.

23



Figura 6: Vista ventral dos nervos espinhais formando o plexo braquial. A:
Barycholos ternetzi. B: Bufo schneideri. De 1-1V vértebras pré-sacrais. De 2
a 4 os nervos espinhais correspondentes. Barras equivalentes a 2mm.
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Figura 7: Vista ventral dos nervos espinhais formando o plexo braquial. A:
Pseudis tocantins. B: Xenopus laevis. De | - IV: vértebras pré-sacrais. De 2 a
4: os nervos espinhais equivalentes. Barra de A equivalente a 1,25mm. Barra
de B equivalente a 2mm. il = Musculo Ileolombar.
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Figura 8: Extremidades digitais de Pipa carvalhoi. A: Terminagdes
nervosas nas papilas digitais. Nervos corados com Sudan Black. B: Digitos
de espécime diafanizado. Barras equivalentes a 0,75mm.
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2.1) Microscopia de Luz

Nos cortes transversais mais basais ¢ observado um epitélio estratificado contendo
de cinco a sete camadas de células. H4 uma camada mais externa queratinizada, que se
desprende do restante do epitélio. Abaixo da lamina basal, existe um tecido conjuntivo
frouxo, corado em verde, que envolve todos os demais tecidos presentes. Em meio a este
tecido conjuntivo encontram-se diversos vasos capilares, além de glandulas mucosas
acinosas simples, que apresentam um ducto que conduz a secre¢do para o meio externo
(Fig. 9).

No centro, se observa a presenga de tecido cartilaginoso, correspondente a
extremidade da falange distal. Ao redor desta falange, também em meio ao tecido
conjuntivo, sdo observados quatro feixes de nervos, que sdo guarnecidos por vasos
sanguineos. Em meio aos feixes nervosos, sdo evidentes nucleos escuros, que
correspondem as células de Schwann (Fig. 9). Nos cortes longitudinais, é possivel verificar
que a quantidade de camadas de células do epitélio diminui gradativamente, quanto mais
préoximos estes estdo das porgdes terminais (Figs. 10C e 11A).

A medida que os cortes transversais se aproximam da porgdo mais distal dos
digitos, os tecidos vao ganhando novas caracteristicas. A epiderme, além de sofrer reducao
no numero de camadas celulares, apresenta modificagdes na estrutura de suas células, que
assumem uma forma mais achatada, o que torna a epiderme mais delgada e menos aspera
(Figs. 10 e 11). Na superficie das papilas, o epitélio € liso e suas células sdo achatadas
(Figs. 10 e 11). Na porcao mais distal da falange ocorre uma diferencia¢ao do tecido
cartilaginoso, que perde a matriz de fibrocartilagem. Esta regido apresenta células grandes
e conspicuas, com nucleos igualmente grandes, e o tecido possui pouco intersticio. Este € o
tecido que molda as extremidades digitais, e d4 a forma peculiar a extremidade dos digitos
(Figs. 9C, 10C e 11C).

Os feixes nervosos, por sua vez, deixam de apresentar o aspecto cilindrico
observado nas regides mais mediais. Estes acompanham a curvatura de cada lobo e se
ramificam em feixes paralelos, situados lateralmente em relacdo ao tecido cartilaginoso

das papilas. Estes feixes diminuem de calibre gradativamente até perderem suas bainhas
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Figura 9: Seccdes transversais da falange distal, mostrando os feixes de nervos paralelos a
falange. As imagens de A a C seguem o sentido proximal distal. A: feixes nervosos
(pontas de setas) paralelos a falange, que apresenta ossificacdo endocondral (seta). Barras
equivalem a aproximadamente 75um. Car: cartilagem; Cn: tecido conjuntivo; Ep: epitélio;
N: nervo; Gl: glandula.
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pontas de seta indicam feixes nervosos. C: Sec¢do longitudinal da papila digital. A
seta indica um tecido de origem nervosa, abaixo da lamina basal. Barras equivalentes
a 75pum. Car: cartilagem; Cn: tecido conjuntivo; Ep: epitélio; N: nervos.
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Figura 11: Secgdes transversais (A e B) e longitudinal (C) da papila digital. B e C: as

setas indicam o tecido de origem nervosa. Barras equivalentes a 75um. Car:
cartilagem; Ep: epitélio; N: nervo.
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de mielina, j& sob a redoma das extremidades digitais (Fig. 10). Ao penetrarem nos lobos,
a coloragdo avermelhada dos feixes nervosos torna-se menos contrastante com o tecido
conjuntivo circundante. No topo dos lobos, observa-se um conjunto de células situadas
entre a cartilagem e o epitélio que, aparentemente, resulta da continuidade da porc¢ao

terminal dos nervos que chegam a esta regido (Figs 10C e 11).

2.2) Microscopia Eletronica de Varredura da superficie dos Digitos (MEYV)

A observagdo ao microscopio eletronico de varredura mostrou um epitélio aspero,
que vai se tornando liso a medida que se aproxima dos hemisférios das extremidades dos
digitos. Na superficie dos hemisférios, o epitélio ¢ totalmente liso, formando uma redoma,
facilmente diferenciada do restante do digito. Nao ha estruturas mais finas, como projecdes
do epitélio, orificios no topo das papilas nem tampouco microvilosidades nas células da

superficie (Fig. 12).

31



Figura 12: Microscopia Eletronica de Varredura da extremidade digital. A: Vista frontal.
Barra equivalente a 100um. B: Vista lateral de uma das papilas. Barra equivalente a
10pm.
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2.3) Ultra-estrutura em Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As analises em microscopia eletronica de transmissdo mostraram fibras de
coladgeno presentes na regido medular das papilas digitais, refor¢ando as analises
anatomicas e histologicas desta estrutura. Tais fibras apresentam-se agrupadas em feixes
de aproximadamente 1pum de didmetro, que se orientam em varias direcdes (Fig. 13B).
As medi¢des foram feitas em todas as fibras observadas com a escala presente na imagem
digital do microscopio, levando em conta o menor diametro.

Feixes de nervos contendo de um a seis axonios chegam a regido das papilas
digitais com diametro de 1 a 3um. Suas bainhas de mielina tém aproximadamente 0,3pm
de espessura (Fig. 13C e D). Junto aos nervos, sdo observadas frequentemente células
de Schwann, que os acompanham até a sua por¢do terminal (Fig. 13D). A medida que se
aproximam da por¢ao terminal da papila, os feixes nervosos se subdividem, passando a
ter somente um ou dois axonios por feixe. Além disso, eles sofrem uma diminui¢do de
didmetro e perdem o revestimento de mielina (Fig. 13E e F).

Sob o epitélio do topo da papila, as terminagdes nervosas encontram-se
desmielinizadas e seus didmetros variam de 0,5 a 2um (Fig. 14C a F). Esta encontra-se
encontra restrita a regido entre a medula cartilaginosa e a membrana basal do epitélio,
sem penetrar em nenhum dos tecidos adjacentes. O tecido epitelial encontra-se totalmente
distinto do tecido nervoso, sendo separados pela membrana basal epitelial e por uma
fina faixa de intersticio, que se mantém constante ao longo de toda a interface entre
estes tecidos. Nao ha indicios de invasdo do epitélio por parte das células nervosas, nem
tampouco a presenca de células diferenciadas, como as células de Merkel, na camada
basal do epitélio. Da mesma forma, a separacdo entre os feixes nervosos e o tecido
cartilaginoso se da de forma abrupta, e estes tecidos ndo se mesclam (Fig. 14B). As
fibras nervosas aparecem como estruturas livres, sem nenhum tipo de encapsulamento ou
enovelamento. Nesta regido, as fibras apresentam uma concentracdo de vesiculas internas

de aproximadamente 50 ou 60nm de diametro (Fig. 14).

33



Figura 13: Seccdes de uma papila digital de Pipa carvalhoi indicadas em A. B: zona
medular da papila, com fibras de colageno (col). C e D: fibras nervosas da regido basal,
mostrando os axonios agrupados (pontas de seta) dentro de feixes mielinizados. bm:
bainha de mielina. Sch: Célula de Schwann. E e F: fibras nervosas distais com pouca ou
nenhuma bainha de mielina (setas).
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Figura 14: Sec¢des de MET da porgéo terminal de uma papila digital de Pipa carvalhoi,
como indicado em A. B: Vista geral da papila, mostrando o epitélio (Ep), as fibras
nervosas (Ner) e a medula de cartilagem (Car). C, D, E e F: fibras nervosas terminais
com vesiculas (pontas de seta) Sch: Célula de Schwann. a: axdnio.
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3) ENsSAIO0S FISIOLOGICOS
A Figura 15 mostra um registro tipico de potencial de a¢ao de nervo braquial
desembainhado de Pipa carvalhoi, obtido por estimulagdo elétrica supra-maximal.

A Tabela 2 relaciona os estimulos aplicados e as respectivas respostas obtidas.

Tabela 2: estimulos aplicados nas papilas digitais de P. carvalhoi e respostas

obtidas

Estimulo Resposta

Controle +
Secregdo de pele de macho -
Secregdo de pele de fémea -

Solu¢ao HCI 1% -
Solu¢ao HCI1 2% -
Solugdo saturada de L-Serina -
Objeto aquecido -
Solu¢do saturada de NaCl -
Tatil (toque) -

Dor (pressao intensa) -
Luminoso -

Sonoro (1 Hz - 250 KHz) -




2-L
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Figura 15: Potencial de ag¢do do nerve braquial de Pipa carvalhoi, em resposta a estimulacdo
elétrica supramaximal.

Nao foram registradas respostas elétricas a nenhum dos diferentes estimulos
aplicados, o que foi verificado pela auséncia de resposta da preparacao a bateria de
estimulos.

Vale ressaltar que, para cada ensaio, a integridade da preparagdo foi previamente
avaliada por meio de estimulacao elétrica. A preparagdo apresentou ser extremamente

resistente, apresentando respostas aos estimulos elétricos por até quatro horas de ensaio.
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DISCUSSAO

O primeiro estudo minucioso sobre a anatomia geral do sistema nervoso periférico
de anuros conhecido foi realizado por Gaupp (1899), onde os Sistemas Nervosos Central
e Periférico de Rana esculenta sdo explorados em seus detalhes. Ocorrem divergéncias
nas terminologias dos nervos espinhais empregadas por Gaupp (1899), Duellman e
Trueb (1986) e McDiarmid (1999). Gaupp afirma que o plexo braquial ¢ formado pelos
nervos espinhais 2, 3 e 4, sendo que o NE 2 tem sua origem em conjunto com o NC XII
(hipoglosso). J& a nomenclatura utilizada por Duellman e Trueb (1986) afirma que o plexo
braquial ¢ formado pelos NE 2 e 3, e que possuem um ramo que os conecta. Por sua vez,
McDiarmid afirma que o NC XII (hipoglosso) corresponde ao NE 1, e os nervos espinhais
2 e 3 compdem o plexo braquial. Estas tltimas descri¢des sdo bastante simplificadas,
ambiguas e suas ilustragdes, quando presentes, ndo correspondem claramente ao que €
visto nos espécimes analisados no presente estudo. Isto propiciou a escolha de Gaupp
(1899) como a referéncia para a terminologia dos nervos, que também foi utilizado por

trabalhos recentes (Schlosser & Roth, 1997a; Schlosser & Roth, 1997b).

As estruturas das extremidades dos digitos de Pipa também apresentam
controvérsias em relacdo a sua nomenclatura. Trueb e Cannatella (1986) chamam estas
estruturas de lobos, enquanto que Ehrl ef al. (1986 e 1987) se referem as “ramificacdes”
ou aos “hemisférios”. Miranda-Ribeiro (1926) relata pela primeira vez a presenga destas
estruturas, designadas como “papilas”, em Pipa pipa, termo que foi empregado no presente

trabalho pelo fato de ser a nomenclatura mais antiga encontrada.

Em Pipidae, o NE 4 une-se integralmente ao NE 3, sendo estes nervos de calibre
semelhante. Nos demais anuros, o NE 4 somente envia um ramo que se une ao NE 3. Além
disso, o NE 4 ndo apresentou nenhuma diferenca visivel e significativa no didmetro, em
relagdo ao NE 3. O padrdo encontrado nos demais anuros mostra um NE 4 de diametro

relativo bastante inferior.
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Gaupp (1899) mostra quatro variagdes de como os nervos 3 e 4 interagem na
formacao do plexo braquial. Em todas elas, o NE 4 ramifica-se e somente um dos ramos
resultantes une-se ao NE 3. Em P. carvalhoi e X. laevis, o NE 4 se liga totalmente ao nervo
3. O ramo dorsal anterior da escapula (DEA) separa-se do plexo, seguindo paralelamente
ao nervo vago (NC VIII) at¢ alcangar musculos em pele dos flancos. O NE 4 apresenta
ramos cutaneos € um ramo que inerva os musculos obliquos, assim como o ramo DEA,

indicando uma provavel homologia entre estes nervos.

Nos pipideos, a disposi¢ao do plexo braquial e o calibre dos nervos que o compde
sugerem uma demanda periférica de nervos, podendo ser sensorial ou motora.

Como funcdo motora, os anuros utilizam seus membros anteriores para a copula,
combates, apoiarem-se ou agarrarem-se ao substrato e também para a manipulagao de
presas. Gray et al. (1997) observaram diferentes padrdoes de manipulagdo de presas dentre
os diversos grupos de anuros, onde os membros anteriores possuem papel importante
no transporte da presa para dentro da cavidade oral. Além disso, Pseudis bolbodactyla,
prendem-se ao substrato utilizando os membros anteriores (Brandao et al., 2003). O
movimento de “colherada” ¢ considerado um comportamento primitivo, que aparece em
diversos taxons de anuros, porém ¢ o unico tipo de movimento realizado por pipideos,
enquanto que demais comportamentos considerados derivados aparecem nos demais
taxons.

Com isso, podemos afirmar que o provimento de nervos aos membros anteriores
e musculos axiais em Pipa partindo do plexo braquial, tomando como base o calibre
dos nervos que o compdem, principalmente o NE 4, aparentemente nao possui relacao
com a complexidade motora dos membros anteriores. Pipa carvalhoi, inclusive, ndo
realiza movimentos ativos com seus artelhos, como extensdo ou flexao dos digitos, pois
a articulacdo entre as falanges ¢ aparentemente frouxa, o que foi observado no presente
trabalho. A auséncia de atividade motora nos digitos, aliada a maior participacao destes
nervos em inervagdes sensoriais cutneas, pode indicar prioridade sensorial das fibras

provenientes do NE 4.
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O presente estudo mostrou que as papilas digitais sdo formadas por um tecido
cartilaginoso que se ramifica em quatro unidades sustentadoras das papilas, estrutura que ja
fora observado por Trueb e Massemin (2000) em sua descrigdo osteoldgica da espécie Pipa
aspera. No entanto, Trueb et al. (2000) ao descreverem a osteologia de P. pipa, ignoram
a presenca deste componente cartilaginoso da falange terminal, apesar de se saberem que
P. pipa possui as papilas digitais com estruturas mais complexas que as demais espécies
do género (Trueb & Cannatella, 1986). Outros anuros também possuem modificagcdes em
seus digitos, como Hylidae, que apresentam discos digitais compostos por cartilagem, e
Dendrobatidae, que possuem a falange distal em forma de “T”. Porém, a por¢ao terminal

cartilaginosa aparentemente ¢ exclusiva do género Pipa.

Ehrl et al. (1986) mostram especializagdes topograficas na superficie da pele dos
digitos de Pipa pipa, onde a regido dorsal dos dedos ¢ coberta por espiculas no sentido
antero-posterior e a pele sobre os hemisférios terminais ¢ lisa. Tais espiculas conferem
maior aderéncia a pele, o que facilita a captura de presas com a utilizagdo dos membros
anteriores. Segundo Gray et al. (1997), os pipideos realizam o movimento denominado
scooping (“colherada”) o que, em conjunto com as espiculas da pele, otimizam a captura e
a manipulacdo de sua presa. Ehrl ef al. (1987) voltam a afirmar a importancia das espiculas
e também afirmam que o tamanho e a forma dos lobos terminais sdo bastante similares nos
diferentes estagios do desenvolvimento ontogenético e em diferentes espécies, indicando
uma relacdo com sua provavel fung¢io sensorial.

A estrutura da extremidade dos digitos de Pipa carvalhoi ja havia sido descrita
anteriormente por Trueb & Cannatella (1986). Nesse trabalho, voltado para a sistematica
do género Pipa, ¢ mostrada a diversidade interespecifica das formas das extremidades
digitais dentro do género. Pipa carvalhoi, P. aspera, P. arrabali e P. snethlageae sao
caracterizadas por extremidades digitais simétricas e divididas em quatro lobos, ao
passo que as demais espécies apresentam padrdes assimétricos na distribui¢ao dos lobos,

inclusive P. pipa, cujas papilas subdividem-se em quatro lobos cada. Neste género ha
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espécies com ambos os padrdes de simetria das papilas digitais. No entanto, apesar de sua
importancia taxondmica, ndo ¢ possivel estabelecer uma relacdo de ancestralidade desta
caracteristica em Pipa, baseado na filogenia, visto que a polariza¢do desta caracteristica ¢

contraditdria (Trueb & Cannatella, 1986).

Anuros adultos supostamente ndo possuem células quimiossensoriais especializadas
na pele. Os lobos digitais de P. carvalhoi, ndo apresentam em sua superficie nenhuma
estrutura sensorial, como neuromastos, e seu epitélio ¢ queratinizado, ndo apresentando
microvilosidades ou células nervosas expostas, como nos epitélios sensoriais supracitados.
Nao existe contato direto nem estruturas transdutoras entre o meio externo e células
nervosas situadas logo abaixo da lamina basal. Isto sugere que tais estruturas nao
desempenham fung¢des quimio ou mecanorreceptoras com os mesmos padroes de resposta
apresentados pelos 6rgdos gustativos, olfativos e octavolateral, assemelhando-se mais com
receptores tateis ou mesmo receptores cutaneos difusos.

Koyama et al. (2001) encontraram células quimiorreceptoras marcadas com o
corante de fluorescéncia carbocianina na superficie da pele com inervagdo proveniente
da espinha, o que foi considerado uma novidade, pois tais tipos celulares eram somente
encontrados em camadas mais profundas da pele, mas sdo mediadas por células em
contato direto com o meio externo. Mesmo assim, estas células sdo acessiveis a estimulos
quimicos, pois na pele de sapos hé vias que permitem o fluxo de ions até as camadas mais
profundas da pele, onde estas células estdo localizadas. No entanto, tais células ndo foram
confirmadas como quimiossensoriais, pois até entdo ndo foram encontradas conexoes

sinapticas.

Nossos resultados mostraram que as papilas digitais de P. carvalhoi, apesar de
possuirem uma superficie epitelial lisa e queratinizada, sdo projegdes que apresentam um
padrdo de inervagdo bastante distinto. A extremidade digital com quatro semi-esferas ¢
moldada pela cartilagem presente na ponta da falange distal e possuem fibras mielinizadas

paralelas, que perdem a bainha ao atingirem a por¢do distal do lobo. Esta conformacdo
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mantém as terminag¢des nervosas concentradas em grupos projetados em diferentes
dire¢des, o que aumenta a area de superficie sensivel receptora.

Murahashi et al. (1958) observaram as propriedades fisioldgicas de diversas
unidades sensoriais da pele de sapos, classificaram-nas levando-se em conta algumas
caracteristicas inerentes as fibras: o estimulo ao qual a fibra produzia uma resposta, seu
diametro, presenca ou auséncia de mielina, campo receptor e velocidade de condugdo do
estimulo. Heatwole (1998) reune informagdes sobre 0s nervos sensoriais que inervam
a pele dos anuros, separando os receptores cutaneos em seis grupos distintos. As fibras
das terminagdes nervosas encontradas no presente estudo se enquadram na descri¢ao
do receptor Tipo C, descrito por Heatwole (1998): fibras mielinizadas com axonios
de didmetro de aproximadamente 2um, com terminagdes livres, alojadas em camadas
inferiores da derme. Sdo fibras de conducao lenta (3,5 - Sm/s), que respondem a estimulos
mecanicos e térmicos.

Iggo e Muir (1969) descrevem a morfologia e ultra-estrutura de receptores tateis
da pele glabra de gatos. As células receptoras sao localizadas em elevagdes da pele, e
sdo assentadas sobre densas fibras de coldgenos da derme, que facilitam a captacao de
estimulos de toque e pressdo. As fibras nervosas que chegam nestas cupulas sensorias sdo
mielinizadas, mas perdem a bainha de mielina assim que se aproximam em cerca de 10um
da membrana basal, onde se encontram as terminagdes celulares sensoriais. Tal descrigao
muito se assemelha com a disposi¢do dos tecidos presentes nas papilas digitais de P.
carvalhoi, onde as terminagdes nervosas localizam-se sob o epitélio e estdo apoiados sobre
regides de tecidos conjuntivos mais densos.

A presenca e distribui¢do de fibras nervosas localizadas na derme de Bufo bufo
e Rana temporaria é demonstrada por Whitear (1955). E relatada a presenca de fibras
amielinicas, que se ramificam repetidamente, formando uma rede de terminacgdes varicosas
concentradas principalmente no estrato esponjoso sob a epiderme, sem apresentarem
encapsulamentos. Tais fibras sdo diferentes das que apresentam terminagdes livres na
epiderme, e sua func¢do pode estar relacionada com a nocicep¢ao. No presente trabalho, as

fibras sdo mielinizadas, mas apresentam terminagdes livres aglomeradas na derme.
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As vesiculas presentes na regido terminal das fibras nervosas sugerem, a principio,
que estas estao relacionadas com transmissao sindptica. Whitear (1974a) discute a
presenga de vesiculas nas fibras nervosas da pele de Rana temporaria. Nervos sensoriais
apresentam uma populagdo de vesiculas bastante diversificada, cuja presenca sugere uma
fung¢ao trofica, que requer um mecanismo eferente ou vibra nervosa eferente. No entanto,
a distribuicao dos diferentes tipos de vesiculas encontrados estdo mais relacionados com a
sua posi¢ao na pele do que com a transmissao sindptica.

Whitear (1974b) descreve a composicao histoldgica da pele de R. temporaria,
com énfase nas terminagdes livres que penetram o epitélio e células epiteliais especiais
que podem estar relacionadas com a percepgao, como as células de Merkel e as células
em garrafa (flask cells). Em P. carvalhoi ndo foi constatada a presenga de tais estruturas
celulares no epitélio das papilas, cujas células eram uniformes e homogéneas, além de
ndo haver penetracdo de terminagdes nervosas neste epitélio. Tais tipos celulares estdo
associados a inervacao difusa na pele de anfibios, que apresenta varios tipos de fibras e
padrdes de inervacdo, que ndo sdo observados nas papilas digitais.

As fibras motoras, por sua vez, distinguem-se das fibras sensoiais. Na regido de
contato com o musculo, as fibras apresentam didmetro bastante reduzido (inferior a 2um) e
formam uma regido terminal bulbosa apoiada sobre a superficie do musculo, denominada
placa motora. Estas estruturas ovais possuem de 6 a 7um de comprimento e de 2 a 3um de

largura (Page, 1965).

Um tato acurado na ponta dos digitos, da forma como ¢ sugerido em Pipa,
determina que o animal tenha acesso a informacgdes sensoriais que ndo sdo percebidas
pelos olhos ou outro 6rgdo de natureza sensorial especifica, como os 6rgaos de linha
lateral ou epitélio olfatorio. As caracteristicas das fibras mielinizadas e dos terminais livres
sugerem que as papilas digitais respondem a estimulos térmicos e vibratorios, de acordo
com os tipos de fibras apresentados por Heatwole (1998). Com isso, pode-se afirmar que
a concentracao de tais fibras em uma regido especifica, esta relacionada com a percepcao

do substrato, pois seus membros anteriores quando em repouso, posicionam-se em contato
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com o este. L4 o animal passa maior parte do seu tempo estaticos (Weygolt, 1975), subindo

periodicamente a superficie para renovar o ar de seus pulmdes (Buchacher, 1996).

Esperava-se, em consonancia com os dados morfologicos obtidos no presente
trabalho, que a preparagao respondesse a estimulos mecanicos que fossem aplicados nas
extremidades dos digitos, gerando potenciais de a¢dao propagados pelo nervo braquial.

No entanto, a prepara¢do nao respondeu aos estimulos mecanicos (tato, vibracao, som,
pressdo) bem como a outras modalidades de estimulos (térmicas e quimicas).

A transducdo sensorial consiste na absor¢do da energia de um estimulo seguida
da génese de um potencial bioelétrico, denominado potencial gerador, ao passo que a
codificacdo € o processo no qual o potencial gerador ¢ transformado em potenciais de
acao (Lent, 2004). As células receptoras sdo especificas para um ou mais naturezas de
estimulos, o que reflete em sua especificidade de transducdo. A intensidade e a duragdo de
um estimulo sdo traduzidas no potencial receptor, que ¢ codificado em potenciais de agdo
de acordo com a freqiiéncia dos pulsos gerados. No presente estudo, os nervos braquiais
mantiveram-se intactos, visto que os estimulos elétricos neles aplicados induziram o
disparo de potenciais de a¢do. Apesar disso, nenhum estimulo aplicado nas papilas foi
capaz de fazer o mesmo. Na metodologia empregada, o estimulo elétrico usado como
controle ¢ aplicado no nervo e ndo na regido receptora de interesse. Como foi verificado
que a transmissdo do potencial ndo foi afetada, especula-se que tenha havido uma falha na
transdugdo do potencial. Para que um potencial gerador dé origem a um potencial de acdo
¢ necessario que a intensidade do estimulo seja suficiente para atingir um limiar de disparo
caracteristico de cada tipo de célula sensorial. Como os estimulos, no presente trabalho,
foram aplicados em diversas modalidades e intensidades, acredita-se que a auséncia de
respostas ndo se deveu a escolha inadequada de estimulos. Assim, pode-se concluir que
outros fatores pertinentes a preparagdo foram responsaveis pela auséncia de potenciais de
acao no nervo.

Ensaios eletrofisiologicos normalmente empregam técnicas nas quais o eletrodio

de captacdo dos potenciais de agdo originados dos estimulos aplicados ¢ posicionado
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diretamente na estrutura sensorial a ser analisada (Borroni & Atema, 1988; Akaike et al,
1975; Evans & Hara, 1985) ou nas fibras nervosas que nela chegam (Kroese ef al, 1978;
Russel, 1971; Maruhashi et al. 1952; Catton, 1958). Talvez a ado¢ao de métodos de

registro mais apurados seja necessaria para a complementacdo do estudo em questao.

CONCLUSOES

Os plexos braquiais de Pipa carvalhoi e Xenopus laevis possuem configuracoes
diferentes dos demais anuros. Nestes animais, o quarto nervo espinhal possui calibre
semelhante ao terceiro nervo espinhal e une-se integralmente ao NE 3, enquanto que nos
demais anuros o quarto nervo espinhal ¢ mais delgado e liga-se parcialmente ao NE 3.
A auséncia de movimentos complexos no repertério de comportamentos relacionados a
alimentacdo e a manipulagdo de presas em pipideos, juntamente com uma distribuicao
diferenciada dos nervos derivados no plexo braquial, que inervam 6rgdos de linha lateral
e extremidades digitais leva a crer que a grande disponibilidade de fibras nervosas
apresentadas nestes organismos esta fortemente relacionada aos seus sistemas sensoriais
cutaneos, que podem estar relacionados também a complexidade reprodutiva destes

animais.

A conformacao do padrdo de inervacao presente nas papilas digitais de P.
carvalhoi é, em parte, semelhante aos padrdes de inervagdo difusos, encontrado na pele
de anfibios. No entanto, s6 ocorre um tipo de fibra, que ndo invade o epitélio e ndo possui
estruturas capsulares. Isto indicaria que tais estruturas podem estar relacionadas com a
termorrecepcao e com o tato, de acordo com os dados em literatura. Tais modalidades
sensoriais seriam de grande valor para estes animais em seus habitats, visto que estes sao
animais exclusivamente aquaticos, que constantemente mantém seus membros anteriores
em contato com o substrato. Esta foi a primeira tentativa de descrigdo morfoldgica
e eletrofisiologica das papilas digitais de Pipa com o objetivo de se demonstrar as

caracteristicas sensoriais destas estruturas, que até entdo, eram somente especuladas.
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