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“Por trás da montanas o sol vai deitar 
A luz dessa torre não é mais meu lar 
Eu acendo a fogueira e durmo no chão 
Trocando o abrigo pela vastidão 
Ouço o chamado de terras além 
Que revelam as trilhas dos dias que vem 
E eu sigo vagando nos dias que vem 
Tão pouca comida e água pra mim 
O corpo diz “não”, mas a estrada diz “sim” 
Eu sou tão pequeno na imensidão 
Que o único alento vem de uma canção 
Sinto o chamado de terras além 
Procure guiar-me nos dias que vem 
Prometam ajudar-me com os dias que vem 
Enfrento a aventura com esse refrão 
Nem todos que vagueiam perdidos estão 
Não importa a tristeza nem a solidão  
Nem todos que vagueiam perdidos estão.” 
  
Canção adaptada da obra de J.R.R. 
Tolkien 

 
 



 

 

 

RESUMO  
 

A atividade humana gera uma variedade de resíduos químicos (e.g. 

agroquímicos, fertilizantes agrícolas, metabólitos de fármacos, resíduos da 

queima de combustíveis, metais pesados) que são lançados no meio ambiente. 

Alguns desses compostos apresentam grande potencial de desregulação 

endócrina, interferindo na sinalização normal do organismo. Os anfíbios, por 

terem características particulares, são sensíveis à contaminação ambiental, que 

pode gerar efeitos deletérios em seus sistemas, em especial o imunológico e 

reprodutor. Tem-se proposto uma inter-relação entre as respostas imunes e a 

reprodutivas, de forma que a resposta de um pode alterar a resposta do outro. 

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo, avaliar como diferentes 

paisagens antropizadas (área agrícola e urbana) alteram a imunidade celular e 

a morfologia esplênica, bem como a morfometria testicular de Leptodactylus 

fuscus; e se há uma inter-relação entre suas respostas. Foram analisados 

biomarcadores morfométricos imunológicos (contagem diferencial de leucócitos, 

densidade estrutural volumétrica e quantificação de mastócitos do baço) e 

reprodutivos (área locular e dos cistos espermatogênicos), e índice de massa 

escalonar (IME), para estimar a condição corporal, em anuros coletados em 

diferentes cenários (cultivo de soja, cana, indústria sucroalcooleira, área urbana 

e unidade de conservação). Com esses marcadores, foram realizadas análises 

comparativas correlacionais, visando estabelecer a relação entre os sistemas. 

Com relação aos marcadores imunes, no baço dos animais em áreas 

impactadas, houve uma diminuição da polpa branca e um aumento da polpa 

vermelha, e na frequência de mastócitos e das células pigmentares 

(melanomacrófagos). Já os leucócitos apresentaram variação na composição 

dos diferentes tipos celulares, havendo um aumento de linfócitos e neutrófilos e 

diminuição de basófilos, eosinófilos e monócitos. Quanto à morfometria 

testicular, os animais de ambientes antrópicos apresentaram um aumento dos 

cistos espermatogênicos, de modo que, cada cenário exerceu pressões 

diferentes nas proporções dos cistos. O IME evidenciou um maior número de 

correlações positivas (ainda que fracas) com parâmetros reprodutivos (área 

locular, e cistos de espermatogônias e espermatócitos). Ainda que não tenhamos 

encontrados relações diretas entre os marcadores dos sistemas, os animais por 

apresentaram bons condições corporais aparentemente podem manter tanto 

uma boa resposta reprodutiva quanto uma resposta imune sistêmica, nos 

ambientes antrópicos. Essas respostas podem ser produto de adaptações que 

espécies generalistas podem apresentar, capacitando-as a se manter nesses 

ambientes alterados. 

 

Palavras–chave: Anuros. Imunidade celular. Morfometria esplênica.  

Morfometria testicular. Poluição ambiental. 

 



 

 

 

 
 

ABSTRACT 

 

Human activity generates a variety of chemical residues (e.g. agrochemicals, 

agricultural fertilizers, drug metabolites, fuel combustion residues, heavy metals) 

that are released into the environment. Some of these compounds have great 

potential for endocrine disruption, interfering with the body's normal signaling. 

Amphibians, due to their particular characteristics, are sensitive to environmental 

contamination, which can have deleterious effects on their systems, especially 

the immune and reproductive systems. An interrelationship between immune and 

reproductive responses has been proposed, so that the response of one can alter 

the response of the other. In this context, this work aimed to evaluate how 

different anthropized landscapes (agricultural and urban areas) alter cellular 

immunity and splenic morphology, as well as testicular morphometry of 

Leptodactylus fuscus; and whether there is an interrelationship between your 

responses. Immunological morphometric biomarkers (differential leukocyte 

count, volumetric structural density and quantification of splenic mast cells) and 

reproductive (locular area and spermatogenic cysts area) and scaled mass index 

(SMI) were analyzed to estimate body condition in anurans collected in different 

scenarios (soybean, sugarcane cultivation, sugar and alcohol industry, urban 

area and conservation unit). With these markers, correlational comparative 

analyzes were performed, aiming to establish the relationship between the 

systems. Regarding immune markers, in the spleen of animals in impacted areas, 

there was a decrease in white pulp and an increase in red pulp, and in the 

frequency of mast cells and pigment cells (melanomacrophages). Leukocytes, on 

the other hand, showed variation in the composition of different cell types, with 

an increase in lymphocytes and neutrophils and a decrease in basophils, 

eosinophils and monocytes. As for testicular morphometry, animals from 

anthropic environments showed an increase in spermatogenic cysts, so that each 

scenario exerted different pressures on the proportions of cysts. The IME showed 

a greater number of positive correlations (albeit weak) with reproductive 

parameters (locular area, and spermatogonial and spermatocyte cysts). Although 

we did not find direct relationships between the markers of the systems, the 

animals, because they presented good body conditions, apparently can maintain 

both a good reproductive response and a systemic immune response, in 

anthropic environments. These responses may be the product of adaptations that 

generalist species may present, enabling them to maintain themselves in these 

altered environments. 

 

Keywords: Anurans. Cellular immunity. Splenic morphometry. Testicular 

morphometry. Environment pollution. 
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das proximidades dos ambientes onde foram coletados os indivíduos de L. 
fuscus. 
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(CAPÍTULO 2) Tabela 5 – Média dos valores encontrados nos parâmetros 
biométricos. CRC – Comprimento rostro-cloacal; IGS – Índice 
gonadossomático. Média ± SE. 
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(CAPÍTULO 2) Tabela 6 - Valores estatísticos encontrados nos parâmetros 
biométricos, considerando como significativo p<0.05. CRC – Comprimento 
rostro-cloacal; IGS – Índice gonadossomático; UC- Unidade de conservação; 
Antrop_GO – Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – 
Soja_GO; CN_GO – Cana_GO; C_SP – Cana_SP; UR_SP – Urbano_SP. 
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(CAPÍTULO 2) Tabela 7- Média da área dos parâmetros morfométricos 
testiculares. A.LOC – área locular; Sg - espermatogônias; Sc - espermátocitos; 
Sm- espermátides; Sz- espermatozoides. Média ± SE. 
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(CAPÍTULO 2) Tabela 8 - Valores estatísticos encontrados para os parâmetros 
morfométricos testiculares, considerando como significativo p<0.05. A.LOC – 
área locular; Sg - espermatogônias; Sc - espermátocitos; Sm- espermátides; 
Sz: espermatozoides; UC- Unidade de conservação; Antrop_GO – 
Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – Soja_GO; CN_GO 
– Cana_GO; CN_SP – Cana_SP; UR_SP – Urbano_SP. 
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Apêndice A – Proporções detalhadas dos tipos de uso de solo encontrados 
nos pontos amostrados num raio de 2km. 
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Apêndice B – Análises das amostras de água coletadas nos diferentes 
ambientes estudados. nq – não quantificado; LQ/Faixa - limite de 
quantificação; UC – unidade de conservação. 
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Apêndice C – Parâmetros físico-químicos das amostras de água das 
proximidades dos ambientes onde foram coletados os indivíduos de L. fuscus. 
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Apêndice D – Valores estatísticos da correlação entres os marcadores 
imunes e reprodutivos realizadas no Capítulo 3. Em A  valor de p , sendo 
considerado significativo p≤ 0.05; em B os valores de r. IME- Índice de massa 
escalonar; Gonia – espermatogônia; Cito – espermatócito; Tide– espermátide; 
Sptz - espermatozoide; Mast_Test– mastócito testicular; Mast_baco- mastócito 
no baço; Pig_Baco- pigmentação no baço; P_Branca– Polpa Branca; 
P_Vermelha– Polpa vermelha; Vasos– vasos sanguíneos; Melano– 
melanócitos; Linf – linfócito; Neut– neutrófilos; Baso– Basófilos; Eosi– 
Eosinófilos; Mono– Monócitos. 
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Apêndice E – Valore estáticos significativos da análise dos componentes 
principais realizadas no Capítulo 3. Legenda: Vetores: Area_loc: área locular; 
Cito – espermatócito; SMI- Índice de massa escalonar; P_Vermelha– Polpa 
vermelha; Gonia – espermatogônia; Tide– espermátide; Sptz - 
espermatozoide; Neut– neutrófilos; Vasos– vasos sanguíneos; Eosi– 
Eosinófilos; P_Branca– Polpa Branca; Melano – melanócitos; Pig_Baco- 
pigmentação no baço; Baso - basófilo. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Alterações ambientais não naturais: pressões antrópicas e seus 

impactos 

As modificações nas paisagens naturais, devido às atividades humanas, 

infringem forte pressão as comunidades de organismos. Atividades como a 

agricultura, agroindústria e a expansão urbana, causam fragmentação de 

habitats, demandam grandes recursos hídricos e geram inúmeros resíduos, 

que sem o devido tratamento, impactam diversos níveis ecológicos (Ehrenfeld, 

2000; McKinney, 2002; Foley et al., 2005; Grimm et al., 2008; Nellemann et al., 

2009; Schiesari e Grillitsch, 2011; Hansen et al., 2012; Newbold et al., 2015; 

Newbold, 2018; Beckmann et al., 2019; Cordier et al., 2021; Pongratz et al., 

2021).  

Cada um desses cenários antrópicos apresenta características distintas, 

podendo influenciar os ecossistemas, as atividades agrícolas necessitam de 

grandes extensões de terras, do território brasileiro até o ano de 2021 cerca de 

84 mil hectares foi de área plantada, sendo soja e cana os plantios mais 

expressivos (CONAB, 2022a; IBGE, 2023; MapBiomas, 2023). As modificam 

geradas pela agricultura podem alterar propriedades do solo, aumentar a 

emissão de gases do efeito estufa (Pongratz et al., 2021) e, além disso, 

utilizam de uma gama de compostos químicos, os agroquímicos, aplicados 

para correções e fertilização dos solos e para o controle de pragas dos cultivos, 

contaminando em grande escala tanto os ambientes terrestres quanto os 

aquáticos (Clay, 2004; Cunha et al., 2008; Schiesari e Grillitsch, 2011). 

Quando o foco são as indústrias, enfaticamente a sucroalcooleira, a 

quantidade de resíduos produzidos é inúmera, no Brasil a cana-de açúcar foi o 

maior plantio em quantidade produzida em 2021 (cerca de 716 de toneladas) 

(IBGE, 2023), como a maior parte é destinada à produção de biocombustível, 

foi gerado cerca de 26,59 bilhões de litros de etanol (CONAB, 2022b). Durante 

a produção, há a aplicação ou formação de compostos xenobióticos, iniciando 

no processo de plantio, onde se aplicam diversos agroquímicos e fertilizantes 

orgânicos e inorgânicos (Cantarella e Rossetto, 2010; Schiesari e Grillitsch, 

2011), sendo registrados 126 ingredientes ativos (MAPA, 2023)  e  

principalmente a fertirrigação com a vinhaça, um subproduto formado durante a 
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produção de etanol (Rebelato et al., 2013; Fuess et al., 2018), rico em matéria 

orgânica, fosforo potássio e nitrogênio, cujo uso contínuo pode modificar a 

composição iônica do solo, e contaminar os leitos de água próximos (Filoso et 

al., 2015; Fuess et al., 2018; 2021; Acayaba et al., 2021). Ocorrem também 

outros resíduos ao longo do processo como, resíduos de graxas e lubrificantes 

dos maquinários, escoamento da limpeza, entre outros (Rebelato et al., 2013). 

A urbanização é um dos cenários antrópicos mais complexos, estimar os 

resíduos por eles produzidas, se torna bastante complicado devido às inúmeras 

fontes de contaminação dos ambientes, principalmente aquáticos, que sofrem a 

influência de descargas a longo prazo de águas residuais domésticas e 

industriais, escoamento de águas pluviais, derrames acidentais e despejo 

direto de resíduos sólidos (Mackintosh e Davis, 2013). A variedade de 

compostos encontrados é grande, desde farmacêuticos, hormônios, produtos 

cosméticos (Tijani et al., 2016; Da Silva et al., 2018; Matthiessen et al., 2018), 

metais pesados (Esbaugh et al., 2018; Gosset et al., 2020), subprodutos 

industriais como desinfetantes, resíduos de queima incompleta de combustíveis 

fósseis (Juhasz e Naidu, 2000; Zakaria et al., 2002; Srogi, 2007; Richardson, 

2008; Bukowska et al., 2022), que mesmo após o tratamento da água ainda 

persistem (Rai, 2008; 2009; Wee et al., 2019; Jiang et al., 2020; Gosset et al., 

2020). 

Muitos desses resíduos provenientes dos diferentes tipos de poluição 

antrópica, podem ser considerados como potenciais desreguladores 

endócrinos (DEs) (Tijani et al., 2016; Da Silva et al., 2018), podendo interferir 

na sinalização fisiológica normal, de organismos que vivem nesses ambientes 

como os anfíbios (Kloas, 2002; Kolpin et al., 2002; Hayes et al., 2006; 2010a; 

Srogi, 2007; Richardson, 2008; Chang et al., 2009;Esbaugh et al., 2018; Da 

Silva et al., 2018; Matthiessen et al., 2018). 

 

1.2. Anuros e cenários antrópicos  

Os anfíbios formam um grupo bastante diverso e amplamente distribuído 

ao longo do mundo, sendo registradas 8524 espécies (AmphibiaWeb, 2022), só 

no Brasil são 1188 catalogadas, sendo 1144 da ordem Anura (Segalla et al., 

2021). Entretanto, esses animais são extremamente vulneráveis a mudanças 

ambientais e estão constantemente expostos a algum tipo de pressão antrópica 
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e poluição química (Schiesari et al., 2007; Esbaugh et al. 2018; Da Silva et al., 

2018; Jasrotia et al., 2021), o que contribui para o declínio mundial desses 

organismos (Blaustein et al., 2011; Catenazzi, 2015, Grant et al., 2020). 

A susceptibilidade desses organismos se dá em função de um conjunto 

de características ecológicas e morfofuncionais muito particulares, como ovos 

sem casca, ciclo de vida bifásico, sendo o estágio larval aquático e o estágio 

adulto terrestre, na maioria das espécies (Blaustein et al.,1994; 2011; Hamlin e 

Guillette Jr, 2010; Yang et al., 2021), fazendo com que estejam expostos a 

poluentes provenientes desses dois tipos de ambientes (Schiesari et al., 2007; 

Tamschick et al., 2016a,2016b). Além disso, possuem alta permeabilidade 

cutânea envolvida nas trocas gasosas, o que os torna suscetíveis a fatores de 

estresse físico-químicos, como a radiação ultravioleta, agentes patogênicos ou 

xenobióticos (Quaranta et al., 2009; Verrell, 2000; Dohm et al., 2008). Esses 

animais também apresentam uma mobilidade relativamente reduzida, sendo 

em geral, filopátricos, de forma que os indivíduos se reproduzam nos mesmos 

ambientes que se desenvolveram antes da metamorfose (Reading et al., 1991; 

Blaustein et al., 1994; Semlitsch, 1998), tornando-os altamente vulneráveis as 

mudanças ambientais. 

Por estarem distribuídos em diversos ambientes, os anuros estão 

extensivamente expostos a ambientes antrópicos e seus poluentes, os efeitos 

que os DEs produzem nos anuros são vastos, interferindo desde a razão 

sexual (Goleman et al., 2002; Bogi et al., 2003; Mackenzie et al., 2003; 

Pettersson et al., 2006; Pettersson e Berg, 2007), disfunções e histopatologias 

em diversos órgãos, principalmente nos órgãos reprodutores (Hayes et al., 

2002; 2003; 2010b; Çakici, 2013; 2015; Tamschick et al., 2016a;b;c;, Da Silva 

et al., 2018; Slaby et al., 2019;Trudeau et al., 2020), aumentando incidência de 

ovócitos testiculares e gônadas intersexuais, diminuindo o volume de 

espermatozoides em machos, aumentando o número de ovócitos atrésicos em 

fêmeas (Mackenzie et al., 2003; Pettersson et al., 2006; Tamschick et al., 

2016a;b;c; McCoy et al., 2017; Da Silva et al., 2018; Trudeau et al., 2020), 

entre outras anormalidades. Há reflexos também na imunidade desses animais, 

havendo relatos de diminuição de capacidade fagocitária, alterações da 

distribuição das populações de leucócitos circulantes no sangue, configurando 

quadros de imunomodulação e imunossupressão, deixando esses animais 
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cada vez mais susceptíveis a patógenos (Christin et al., 2004; 2013; Cabagna 

et al., 2005; Romanova e Egorikhina, 2006; Attademo et al., 2014; Fanali et al., 

2018; Davis et al., 2020;Pochini e Hoverman, 2017;McCoy e Peralta, 2018; 

Bosch et al., 2021). 

1.3. Espécie modelo e biomarcadores  

Muitas investigações sobre os efeitos dos poluentes ambientais nos 

anuros, tem se restringido a estudos de exposição em caráter laboratorial, e 

com a utilização de espécies modelos como Xenopus laevis, os estudos em 

laboratórios de forma isolada, podem não ser adequados para entender e 

predizer as respostas das comunidades naturais de anuros (Boone e James, 

2005; Schiesari et al., 2006), in natura os organismos estão expostos a 

ambientes mais complexos, com diversos agentes estressores além dos 

poluentes, como a predação, competição, fatores abióticos, tais fatores podem 

modular de forma diferente, as respostas adaptativas frente a  ambientes 

alterados poluição (e.g., Boone and Semlitsch, 2001, 2002; Relyea and Mills, 

2001; Relyea, 2003). 

A espécie Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) (Leptodactylidae) 

apresenta ampla distribuição na América do Sul, categorizada como “pouco 

preocupante” quanto a conservação (IUCN, 2022). Devido a sua ocorrência em 

varios ambientes, desde campos abertos, savanas, pastagens, áreas 

pantanosas, florestas degradadas e habitats urbanos (IUCN, 2022), pode ser 

considerada um organismo modelo nativo e em crescente uso em estudos 

ecotoxicólogicos (Fanali et al. 2018; Freitas et al., 2019; Franco-Belussi et al. 

2020; Ferrante e Fearnside, 2020; Assis et al., 2021). 

Uma abordagem bastante eficiente para os estudos de contaminação 

ambiental, é o uso de biomarcadores, isso porque os efeitos em potencial das 

alterações e dos poluentes ambientais podem ser bem estimados através de 

quantificação de células e tecidos específicos (Livingstone, 1993; Fenoglio et 

al., 2005; Martin et al., 2010), como as respostas imunológicas refletidas nas 

células de órgãos hematopoiéticos como o baço, além das populações de 

células sanguíneas (leucócitos), bem como respostas reprodutivas, através das 

células e estruturas germinativas (Christin et al., 2004; 2013; Cabagna et al., 

2005; Sanchez et al., 2014; McCoy et al., 2017; Fanali et al., 2018). 
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1.3.1. Baço 

O baço nos anuros funciona como órgão linfóide primário - sitio de 

linfopoiese, e principalmente secundário - sitio de apresentação de antígenos e 

ativação de linfócitos (Grogan et al., 2018). Em caráter estrutural constitui-se 

externamente de uma cápsula de tecido conjuntivo e internamente de duas 

polpas: a branca, onde se encontram os linfócitos; e a vermelha, onde estão 

alocados vasos sanguíneos e outras células de defesa, como os mastócitos e 

os melanomacrófagos (Franco-Belussi e De Oliveira, 2016; Akat, 2018) (Figura 

1). 

Ainda que o órgão seja um sitio de toxicidade direta e indireta (Suttie, 

2006), poucos trabalhos o utilizam como indicador dos efeitos da contaminação 

ambiental, entretanto, sendo relatadas alterações morfológicas em sua 

constituição decorrente da exposição a compostos agrícolas (Linzei et al., 

2003; Çakici, 2018;Riaz et al., 2021) ou proximidade á cultivos (Christin et al, 

2013) que podem causar comprometimento da integridade dos componentes 

estruturais (como histopatologias), gerando  debilidade na sua função (Çakici, 

2018), e consequentemente na resposta imunológica celular. 

Os mastócitos apresentam em seu citoplasma grânulos mediadores 

quimiotáticos, atuantes nas respostas inflamatórias (Baccari et al., 2011). A 

frequência dessas células tem sido atribuída a proteção a contaminantes 

ambientais (Fanali et al., 2018; Franco-Belussi et al., 2021; Valverde et al., 

2022), e sua presença é um indicativo de inflamação tecidual (Da Silva et a., 

2011). Os melanomacrófagos, um tipo de macrófago que possui melanina em 

seu interior, tem por função principal a resposta imune (Franco-Belussi e 

Oliveira 2016), estando relacionado à proteção frente a diversos estressores 

como radiação UV (Franco-Belussi et al. 2016), variação térmica (Santos et al., 

2014) e xenobióticos (Fanali et al., 2018; Çakici, 2018; Valverde et al., 2022). 

Em outros órgãos hematopoiéticos, como o fígado, a variação na distribuição 

dos melanomacrófagos configura uma resposta protetiva a contaminantes de 

diversas origens como o benzopireno e surfactantes (Fanali et al., 2018; 

Franco-Belussi et al., 2021; Valverde et al., 2022), encontrados em residuos 

urbanos e industriais (Oliveira et al., 2010; Bukowska et al., 2022), bem como 

agroquímicos e ambientes com intensa atividade agrícola (Fenoglio et al., 

2005; De Oliveira et al., 2017; Franco-Belussi et al., 2020; Assis et al., 2021). 
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1.3.2. Sangue: leucócitos 

 O sangue tem sido muito utilizado como biomarcador, uma vez que 

contaminantes químicos quando atingem a corrente sanguínea, são carregados 

para diversos órgãos nos organismos (WHO, 1995; Barni et al., 2007), e 

Figura 1: Morfologia do baço de Leptodactylus fuscus: Em A grande aumento do órgão, sendo 

possivel evidenciar em B a disposição difusa da (polpa branca) corado mais intensamente, bem 

como a distribuição da polpa vermelha. Em C ressalta-se a capsula de tecido conjuntivo, que 

envolve externamente o órgão (ponta de seta), e também a presença de melanomacrófagos (seta), 

na polpa vermelha. Pb – Polpa branca; Pv- Polpa vermelha. Coloração H-E. 
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parâmetros sanguíneos como distribuição das populações de leucócitos são de 

amplo uso nos estudos ecotoxicólogicos de anuros (Barni et al., 2007; Zhelev e 

Popgeotgiev, 2021). 

A maioria dos vertebrados apresenta 5 tipos de leucócitos: linfócitos, 

neutrófilos, eosinófilos, basófilos e monócitos (Davis et al., 2008) (Figura 2). Os 

linfócitos e seus subtipos (natural-killer, T e B) representam o investimento na 

resposta imune adaptativa, atuando na resposta rápida, mas mais 

pronunciadamente na adaptativa (Fournier et al., 2005; Shutler et al., 2009). Os 

neutrófilos são granulócitos com ação fagocítica, que atuam na resposta 

imunológica (inata) e inflamatória (Davis et al., 2008; Shutler et al., 2009). Os 

basófilos agem na resposta inflamatória, modulando a defesa contra parasitos 

e alérgenos (Falcone et al., 2006; Davis et al., 2008); eosinófilos atuam, de 

modo geral, contra infecções de parasitas metazoários (Davis et al., 2008; 

Campbell, 2012); enquanto os monócitos atuam frente a bactérias e helmintos 

(Davis et al., 2008; Marcogliese et al., 2009). A morfologia dessas células é 

bastante conservada entre os táxons (Davis, et al., 2008), de modo geral para 

os anuros os tipos celulares mais expressivos são neutrófilos e linfócitos 

(Franco-Belussi et al., 2021).   

A variação no perfil leucocitário pode ser usado para inferir diretamente o 

estresse ao qual esses animais estão sujeitos (Davis et al., 2008; Assis et al., 

2019; Santana et al., 2021), ambientes com condições estressantes como 

aqueles altamente modificados pela ação humana, podem estimular a liberação 

de hormônios glicocorticoides como a corticosterona,  este hormônio é 

responsável por interagir com o sistema imunológico para modular a resposta 

inflamatória e redirecionar o recrutamento de leucócitos (Davis e Maers, 2010; 

Janin et al., 2011; Rollins-Smith, 2017; Davis et al., 2020), essa mobilização é 

facilmente detectável pela análise de contagem diferencial de leucócitos. 

 Sabe-se também, que poluentes ambientais podem alterar a distribuição 

e frequência dos leucócitos, a exemplo agroquímicos como clorpirifós, atrazina, 

malation e esfenvalerato atuam de forma imunossupressora, diminuindo os 

tipos de leucócitos deixando os anuros mais susceptíveis a infecções 

parasitária (Kiesecker, 2002; Silva et al., 2020,). E também, ambiente com 

diferentes intensidades de modificações, seja por urbanização (Priyadarshani 

et al., 2015; Garcia Neto et al., 2020), atividade agrícolas (Zhelev et al., 2018; 
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Marcogliese et al., 2009), e industrialização (Santana et al., 2021), podem gerar 

alterações das populações leucocitárias em anuros. Assim, as alterações de 

parâmetros hematológicos podem informar sobre o grau de desafio 

imunológico frente a fatores ambientais complexos os quais esses animais 

estão submetidos (Romanova e Egorikhina, 2006),  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.3. Sistema reprodutor masculino: testículos 

Para garantir a eficiência reprodutiva os anuros apresentam uma grande 

diversidade de modos reprodutivos (Haddad e Prado, 2005). Uma parte 

fundamental deste processo se ampara nas estruturas que compõem o sistema 

reprodutor, enfaticamente o masculino, que é composto de um par de testículos 

posicionados na parte ventral dos rins (Ogielska, e Bartmańska, 2009).De 

modo geral são órgãos arredondados/ovalados, recobertos pela túnica 

albugínea (De Oliveira e Vicentini, 1998), de coloração banco leitosa a 

intensamente escura (em espécies dotadas de pigmentação devido a presença 

de melanócitos no tecido) (Franco-Belussi et al., 2009). Histologicamente é 

composto por unidades arredondadas, os lóculos seminíferos, onde estão 

dispostas as células germinativas (Rastogi et al., 1988; De Oliveira e Vicentini, 

1998; De Oliveira et al., 2002; 2003). Estes lóculos são sustentados por um 

tecido conjuntivo constituído por células somáticas e defesa (mastócitos), fibras 

colágenas e reticulares, em algumas espécies, melanócitos (De Oliveira e 

Figura 2: Leucócitos de Leptodactylus fuscus. A- linfócito; B- neutrófilo; C- basófilo; D- 

eosinófilo; E- Monócito. Coloração azul de toluidina com boráx.  
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Vicentini, 1998; Franco-Belussi et al., 2009; 2012; 2014; De Oliveira e Franco-

Belussi, 2012; Leite et al., 2015). 

As células germinativas apresentam um arranjo em cistos produzidos 

pelas células de Sertoli (Rastogi et al., 1988; De Oliveira e Vicentini, 1998; De 

Oliveira et al., 2002; 2003), sendo comum observar os cistos das células iniciais 

(espermatogônias e espermatócitos) dispostos na margem do lóculo e com o 

desenvolver do processo meiótico estas células tendem a se direcionar para o 

lúmen onde geralmente encontram-se em feixes de espermátides alongadas ou 

espermatozoides livres (Santos e Oliveira,2008; Santos et al., 2011) (Figura 3). 

Por se tratar de um processo altamente sincronizado, a espermatogênese 

é regulada pelo eixo hipotálamo-pituitário-gonadal e seus mediadores 

hormonais como as gonadotrofinas hipofisárias e andrógenos produzidos pelas 

células de Leydig no interstício testicular (Rastogi et al., 2011). Quando 

poluentes ambientais (DEs) entram nessas rotas regulatórias, interferindo em 

sua normalidade, podem gerar inúmeras falhas reprodutivas (Hayes et al., 

2010a; Trudeau et al., 2020; Jasrotia et al., 2021). A exemplo, em residuos de 

escoamento urbano e industriais muitos composto estrogênicos como 17b-

estradiol e nonilfenol (Bokóny et al., 2018; Da Silva et al., 2018) causam 

alterações na diferenciação gonadal, com indução a feminização completa ou 

uma condição intersexual, e alterações da morfologia dos túbulos testiculares 

(Mackenzie et al.,2003; Mosconi et al., 2002; Slaby et al, 2019). 
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Em alguns casos, anuros que habitam áreas agrícolas, ou próximas a 

cidades e sítios industriais, também apresentam alterações nas áreas dos 

cistos germinativos iniciais, baixas contagem de espermatozoides culminando 

na diminuição da fertilidade desses animais (Guo et al., 2018; Orton et al., 

2018; Curi et al., 2021; Rezende et al., 2021; Sluchyk et al., 2021). Assim as 

variações das disposições e distribuições das células germinativas, incidência 

de anomalias e malformações congênitas, podem atuar como estimadores do 

efeito de xenobióticos e ambientes humanamente alterados em parametros 

reprodutivo de anuros (Montezol et al., 2018; Rezende et al., 2021; Sluchyk et 

al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Arquitetura testicular de L. fuscus. Em A grande aumento do órgão, em B ressalta-se os 

lóculos seminíferos (circunscritos em preto), esses lóculos se apresentando formatos 

arredondados/ovalados. Em C, ampliação da unidade seminífera evidenciando os cistos 

germinativos em diferentes estágios de diferenciação, retidos pelas células de Sertoli (setas 

pretas). Sg- espermatogônias; Sc- espermátocitos; Sm- espermátides; Sz- espermatozoides. 

Coloração H-E 
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1.4. Poluição antrópica, sistema imune, sistema reprodutor: interações 

Alguns dos contaminantes ambientais encontrados nos cenários 

antrópicos podem atuar em dois sistemas bem distintos, como o imunológico e 

o reprodutor. O sistema imune dos anuros e bem similar à de outros 

vertebrados, apresentando componentes humorais (anticorpos) e componentes 

celulares (fagócitos, leucócitos granulares e agranulares e linfócitos) esse 

sistema, tem por função proteger os organismos de antígenos estranhos como 

peptídeos, microrganismos, xenobióticos, entre outros (Du Pasquier et al., 

1989; 2000; Hansen e Zapata, 1998; Rollins-Smith, 1998; Dautremepuits et al., 

2005). 

A homeostase estabelecida pelo sistema imune prove condições para o 

funcionamento adequado dos outros sistemas, inclusive o reprodutor, 

entretanto, tem sido proposta uma inter-relação entre a reprodução e a 

imunidade, de forma que um pode influenciar no desempenho do outro (Van-

Tienhoven, 1983; Norris e Jones, 1987; Nordling et al., 1998; Norris e Evans, 

2000; Lutton e Callard, 2006; McCallum e Trauth, 2007; Brannelly et al., 2016). 

Esta relação se baseia na disponibilidade energética limitada que os 

organismos apresentam, de forma que o investimento em uma função aloca a 

energia disponível para tal, drenando recursos de outras atividades fisiológicas 

(Gadgil e Bossert, 1970; Zera e Harshman, 2001). Baseado nisso, alguns 

estudos têm trabalhado a premissa de uma competição por recursos 

energéticos entre a imunidade e reprodução (Norris e Evans, 2000), onde 

respostas imunes poderiam até reduzir caracteres reprodutivos, como 

espessura do epitélio seminífero, quantidade de espermatozoides, entre outros 

(Van-Tienhoven, 1983; Norris e Jones, 1987, McCallum e Trauth, 2007). Em 

contrapartida, há trabalhos evidenciando que hormônios sexuais ligados à 

reprodução como a testosterona e outros estrógenos apresentam atividade 

imunomoduladora, podendo suprimir ou estimular respostas defensivas 

(Okasha et al., 2001; Oppliger et al., 2004; Lutton e Callard, 2006; Desprat et 

al., 2015; Madelaire et al., 2017; Titon et al., 2018; Gomes et al., 2022; 

Cassettari et al., 2022).  

Neste contexto, quando se pondera sobre a desregulação endócrina 

promovida pelos contaminantes ambientais, é plausível supor que tais 

compostos podem potencializar a relação imunidade-reprodução, 
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principalmente aqueles com propriedades estrógenas (Mackenzie et al., 2003; 

Christin et al., 2003; 2013; Brodkin et al., 2007; Shutler e Marcogliese, 2011; 

Slaby et al., 2019; Trudeau et al., 2020; Yang et al., 2021). Químicos como a 

atrazina, um herbicida muito utilizado na agricultura, possuem potencial 

feminilizador aos anuros, interferindo na testosterona plasmática, aumentando 

a incidência de anomalias reprodutivas como ovócitos testiculares, má 

formação das unidades seminíferas testiculares, e até mesmo indução 

completa de feminilização (Hayes et al., 2003; 2010b; Murphy et al., 2006; 

McDaniel et al., 2008; Trachantong et al., 2013; Sai et al., 2015). Este mesmo 

composto apresenta atuação no sistema imune, causando quadros de 

diminuição da resposta imunológica, debilidade na fagocitose, configurando 

uma imunossupressão (Christin et al., 2004; 2013; Cabagna et al., 2005; 

Brodkin et al., 2007; Rohr et al., 2008; Buck et al., 2015; Jia et al., 2015) 

 

2. OBJETIVOS 

Nosso trabalho teve por objetivo, avaliar como ambientes com diferentes 

tipos de paisagens antropizadas (pela atividade agrícola e urbanização) podem 

alterar os aspectos celulares e morfológicos do sistema imune e reprodutor da 

espécie nativa Leptodactylus fuscus. Também iremos traçar uma inter-relação 

entre as respostas desses sistemas e se pode haver influência dos ambientes 

antropizados. Especificamente iremos: 

• Gerar um perfil imunológico da espécie nessas diferentes condições 

ambientais antrópicas, e compará-lo com o perfil dos animais que habitam 

área preservada (controle), utilizando da quantificação de leucócitos e 

morfometria esplênica, bem como a condição corporal e de reserva 

energética, através do índice de massa escalonar (Capítulo1);  

• Avaliar os efeitos de ambientes alterados na morfometria testicular 

(arquitetura e proporções dos cistos germinativos) desses anuros, visando 

investigar os efeitos em potencial que as alterações e poluentes ambientais 

podem exercer na reprodução desses animais; (Capítulo 2); 

• Considerando a premissa de uma inter-relação entre imunidade e 

reprodução e o potencial desregulatório dos poluentes ambientais, 

correlacionaremos os biomarcadores imunológicos com os parametros 
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testiculares, para inferir se a resposta de um sistema exerce influência no 

outro (Capítulo 3). 

 

3. MATERIAL E METODOS: GERAL 

3.1. Ambientes amostrados 

Foram coletados machos adultos de L. fuscus (n = 49) em plena atividade 

de vocalização durante a estação chuvosa, em 5 ambientes com paisagens 

distintas quanto ao uso do solo, sendo elas: Unidade de Conservação (UC) 

(n=10), plantação de soja (SOJA_GO) (n=15), plantação de cana associado a 

usina (CANA_GO) (n=7), plantação de cana (CANA_SP) (n=10), e ambiente 

urbano (URBANO_SP) (n=7) (Figura 4). Estes ambientes estão localizados no 

Brasil nos estados de São Paulo e Goiás, que são expressivos quanto à 

produção agrícola nacional, especificamente plantio de soja e cana-de-açúcar 

para a produção de biocombustível (IBGE, 2023; CONAB, 2022a; 2022b; IMB, 

2022), além disso, o estado de São Paulo é o maior em extensão de áreas 

urbanizadas do país (IBGE, 2023). 

No ambiente de soja (Rio Verde – GO; 17° 47.742′ S, 051° 06.089′ W) os 

animais foram amostrados no mês de dezembro de 2018. As coletas foram 

realizadas em poças semi permanentes localizadas na área de plantio, os 

dados climáticos obtidos do site da NASA Prediction of Worldwide Energy 

Resources (NASA POWER) (https://power.larc.nasa.gov/#dataaccess) para o 

ano de 2018 foram de: médias de temperatura máxima 31,9°C, mínima 14,2°C, 

com precipitação média de 3,4 mm/dia e irradiação de 4,8 kW/h/m2/dia. 

Representando outro tipo de ambiente agrícola, foram amostrados dois 

pontos com predominância de cana-de-açúcar: um com áreas plantadas 

associadas à usina sucroalcooleira (CANA_GO) (Paraúna – GO, 17°16'38.3"S 

50°29'58.2"W) e outro um plantio de cana usual – i.e. sem proximidade com 

usinas (CANA_SP) (São José do Rio Preto -SP, 20°31'57.3"S 49°14'24.1"W). 

Os animais foram coletados nos anos de 2019 e 2020 respectivamente, em 

poças temporárias, imersas na área de plantação e em poças margeando a 

área de plantio. Com média de temperatura máxima de 34,3°C e mínima de 

16,4°C, precipitação de 3,5 mm/ dia e irradiação de 4,8 kW/m2/dia, para 

CANA_GO em 2019; em CANA_SP a temperatura máxima foi de 36°C, mínima 
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de 14,8°C, precipitação média de 2,6 mm/dia e irradiação de 5,7 kW/m2/dia, em 

2020. 

O ponto de amostragem característico de uma área urbanizada se 

localiza no município de São José do Rio Preto (URBANO_SP). Os animais 

foram coletados no mês de janeiro do ano de 2020, em poças temporárias 

associadas a canteiros de obras e valas de contenção fluvial, a média de 

temperatura máxima foi de 36°C, a mínima de 14,4°C, com precipitação de 2,6 

mm/dia e irradiação 5,7kW/m2/dia. 

O ambiente com a menor perturbação ambiental foi representado por 

uma unidade de conservação (UC), o Parque Nacional das Emas (Mineiros -

GO, 18°06'59.4"S 52°55'01.4"W). Com uma área 132.000 hectares, com 

predominância do bioma Cerrado, sendo diferentes fitofisionomias, mata ciliar, 

vereda, campo rupestre, campo úmido, cerradão, campo cerrado, campo sujo e 

campo limpo (ICMbio, 2023). A média de temperatura máxima encontrada em 

2018 na área foi de 31,8°C, a mínima de 14,3°C, com precipitação de 3,3 

mm/dia e irradiação de 4,8 kW/m2/dia. 

Destes pontos, foram estimadas as porcentagens das matrizes de uso 

do solo em um raio de 2 km (Figura 5), utilizando o software QGIZ (3.10). A UC 

apresenta composição majoritariamente de campo de vegetação nativa típico 

do cerrado (99,3%); em Soja_GO há a dominância da matriz de soja (90,9%); 

Cana_GO e Cana_SP com maior predominância de plantio de cana (40,8 %); e 

Urbano_SP com maior porcentagem de infraestrutura urbana (51,5%). As 

porcentagens com maior detalhamento estão sumarizadas na Apendice A. 
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Figura 4: Imagens dos pontos de coletas de Leptodactylus fuscus: A- Unidade de conservação 

(Parque Nacional das Emas, Mineiros-GO); B- plantação de soja (Rio Verde- GO); C- plantação de 

cana associada a usina (Paraúna-GO); D- plantação de cana (São José do Rio Preto- SP); E- 

ambiente urbano (São José do Rio Preto- SP). Fonte: Google Earth. 

 



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Análises de água 

 Em cada um dos cinco ambientes, foram coletadas uma amostra de 

água das proximidades onde os animais foram coletados, as amostras foram 

acondicionadas em frascos de vidro âmbar e plásticos, de acordo com as 

instruções fornecidas pelos laboratórios particulares em Rio Verde-GO e São 

José do Rio Preto, as quais as foram encaminhadas. 

 Para a os ambientes agrícolas (SOJA_GO, CANA_GO e CANA_SP) foi 

quantificado pesticidas dos tipos carbamatos, organoclorados e 

organofosforados. 

 Dada a complexidade de ambientes urbanos e diferentes fontes de 

poluentes químicos, além de pesticidas carbamato, organoclorados e 

organofosforados, foi acrescido a análise outros compostos como metais 

pesados, bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs), surfactantes (como LAS), EDTAs, bisfenol-A, devido sua ocorrência 

em residuos de escoamentos urbanos no Brasil (Peña-Guzmán et al., 2019; 

Chaves et al., 2021), e por apresentarem efeitos desregulatórios descritos na 

literatura para os anuros. (Tijani et al., 2013; Da Silva et al., 2018) 

Figura 5: Caracterização dos ambientes amostrados: A- Unidade de conservação (Parque Nacional das 

Emas, Mineiros-GO); B- plantação de soja (Rio Verde- GO); C- plantação de cana associada a usina 

(Paraúna-GO); D- plantação de cana (São José do Rio Preto- SP); E- ambiente urbano (São José do Rio 

Preto- SP). Classificação de acordo com o Google Earth para os anos de 2018, 2019 e 2020. Raio de 

2km. 
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 As análises foram conduzidas de acordo com os procedimentos descritos 

nos Standard Methods for the examination of the water and waste water - 

AWWA, 23rd, 2017. Os parâmetros foram avaliados com base nos padrões 

definidos pela resolução CONAMA nº 357/2005 Classe II e portaria 

1.745/1979.Todos os compostos e os valores encontrados para cada 

ambientes, estão em maior detalhe na Apêndice B.,  

 Foi também mensurado os parametros físico-químicos, utilizando 

aparelho multiparâmetro portátil Bante 900p e Akaso Ak88, sendo mensurado a 

temperatura da água, pH, condutividade, salinidade e O2 dissolvido, estando 

listados no Apêndice C. 

3.3. Licenças e procedimentos éticos 

As licenças foram obtidas junto ao Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio), sob protocolo 62687-1 e 18573-2; e 

Comitê de Ética no Uso de Animais – IBILCE/UNESP- S. J. Rio Preto sob o 

protocolo nº 191/2018. 

 

4.RESULTADOS 

 Os resultados da presente tese serão descritos separadamente em 

capítulos. Os capítulos estão adequados as normas da revista Environmental 

Pollution, visando a submissão a mesma (Qualis A1), 
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Capítulo 1 

 

Áreas antropizadas desencadeiam alterações morfofuncionais em células 

e tecidos imunes em L. fuscus 

 

RESUMO 

As alterações ambientais provenientes das atividades humanas carregam consigo 

uma infinidade de poluentes químicos e agentes estressores, que possuem potencial 

de desregulação de sistemas importantes, como o imunológico. Esse sistema é 

responsável pela proteção do organismo contra patógenos, sendo que sua 

desregulação leva a uma maior susceptibilidade a parasitos, fungos e vírus o que 

impacta negativamente espécies nativas, como os anuros. Este trabalho visou 

investigar os efeitos de cenários antropizados (áreas agrícolas e urbanizada) na 

imunidade celular e morfometria esplênica de Leptodactylus fuscus (Anura: 

Leptodactylidae) quando comparados a habitat natural. Foram coletados indivíduos 

machos adultos (n = 49) em ambientes com paisagens distintas quanto a alteração 

antrópica sendo eles: plantação de soja, cana, ambiente urbano, e como controle uma 

unidade de conservação. Destes indivíduos, foram analisados a densidade estrutural 

volumetria do baço (polpa branca, polpa vermelha, melanomacrófagos e vasos 

sanguíneos); quantificação de mastócitos e melanina esplênica; contagem diferencial 

de leucócitos. Com relação ao baço, os animais em áreas impactadas com atividade 

agrícola e urbanização, apresentaram alterações nas proporções de seus 

componentes quando comparados aos da unidade de conservação, havendo 

diminuição da polpa branca e aumento da polpa vermelha, além de aumento na 

frequência de mastócitos e alterações na pigmentação melânica do órgão. Já os 

leucócitos apresentaram variação na composição dos diferentes tipos celulares, 

havendo um aumento de linfócitos e neutrófilos e diminuição de basófilos, eosinófilos e 

monócitos. Esses resultados evidenciam que ambientes antropizados provocam 

alterações em diferentes componentes imunes de L. fuscus causando uma reação 

sistêmica, sendo observado uma imunomodulação (leucócitos), aumento de processos 

inflamatórios (mastócitos), além de um possível comprometimento da produção e 

capacitação de leucócitos (polpa branca).  
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1. INTRODUÇÃO 

A existência humana demanda de grandes modificações do uso da terra e 

constante consumo de recursos naturais, seja para a produção alimentar e de 

combustíveis,  constante expansão urbana, manipulação dos recursos hídricos 

(Foley et al. 2005; Nellemann et al., 2009), o que provoca intensa degradação 

ambiental e mudanças climáticas (Foley et al. 2005; Pongratz et al., 2021); 

sendo evidente que essas alterações exercem efeitos negativos na 

biodiversidade global (Hansen et al., 2012; Newbold et al., 2015; Newbold, 

2018; Beckmann et al., 2019; Cordier et al., 2021). 

Espécies habitam ambientes modificados, como os anuros, estão sujeitas 

a um conjunto de agentes estressores não naturais, o que tem levado a um 

intenso fenômeno de declínio mundial (Wake e Vredenburg, 2008; Hussain e 

Pandit, 2012; Li et al., 2013; Catenazzi, 2015), devido a ação conjunta das 

atividades antrópicas como a redução e modificação de seus habitats (Cordier 

et al., 2021), acúmulo de compostos tóxicos provenientes da poluição (Navas e 

Otani, 2007; Brühl et al., 2011; Hussain e Pandit, 2012), estresse causado por 

ruídos e luminosidade artificial (Wise, 2007; Tennessen et al., 2014; 2016; 

Simmons e Narins, 2018; Secondi et al., 2021), introdução de espécies 

exóticas (Nunes et al., 2019), surgimento de doenças infecciosas emergentes 

(Kolby, 2018), entre outros. Somado a isso estão os obstáculos naturais já 

impostos como a predação (Narayan et al., 2013), competição (Glennemeier e 

Denver, 2002), o que os deixam constantemente pressionados. 

A exposição dos anfíbios a agentes estressores presentes em ambientes 

antropizados é potencializada, pois, estes animais são bastante sensíveis 

devido a um conjunto de características próprias tais como, pele altamente 

permeável (Verrell, 2000; Dohm et al., 2008; Quaranta et al., 2009), ciclo de 

vida complexo com estágios aquáticos e terrestres, ovos desprovidos de casca 

(Blaustein et al.,1994; 2011), hábitos alimentares generalistas (Santos et al., 

2004) e baixa mobilidade sendo, no geral, filopátricos (Blaustein et al., 1994; 

Semlitsch, 1998). 

Dada essa vulnerabilidade, para manter a homeostase dos anuros o 

sistema imunológico é de suma importância protegendo-os contra patógenos 

em potencial (Fournier et al., 2005), contudo, as alterações ambientais e os 

vários compostos poluentes neles presentes podem atuar de maneiras bem 
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distintas neste sistema. De forma direta, compostos desreguladores geram 

uma imunomodulação (supressão ou potencialização) (e.g. Romanova e 

Egorikhina, 2006; Christin et al., 2013; Priyadarshani et al., 2015; Santana et 

al., 2021), deixando esses organismos ainda mais sujeitos a outros patógenos 

como parasitos (Pochini e Hoverman, 2017), fungos (McCoy e Peralta, 2018; 

Bosch et al., 2021), vírus (Robert et al., 2019). De maneira indireta, o estresse 

causado por cenários antropizados geram um aumento da concentração de 

hormônios glicorticoides (como a corticosterona e cortisol) (Janin et al., 2011; 

Rollins-Smith, 2017; Davis et al., 2020), que inibem o número e atividade dos 

linfócitos, comprometendo a resposta de defesa nos anuros (Rollins-Smith et 

al., 2011; Rollins-Smith, 2017). 

Um recurso para estimar os efeitos de contaminantes e estresse 

ambiental é através de biomarcadores, como alguns tipos de células e tecidos 

específicos, como os leucócitos, onde a variação das diferentes populações 

celulares configura quadro de resposta imune (Priyadarshani et al., 2015; 

Zhelev et al., 2018; Garcia Neto et al., 2020; Santana et al., 2021). As 

alterações também podem ser percebidas em órgãos do sistema imune como o 

baço, podendo alterar a massa (Priyadarshani et al., 2015; Santana et al., 

2021), gerar histopatologias (Çakici, 2018) e até diminuir o número de 

esplenócitos (Priyadarshani et al., 2015). Outras células participantes da 

imunidade, como os mastócitos, podem atuar mediando respostas inflamatórias 

(Franco-Belussi et al., 2021); já os melanomacrófagos presentes em algumas 

famílias de anuros (Franco-Belussi et al., 2011; 2012; Provete et al., 2012), 

agem na proteção contra agentes estressores incluindo compostos 

xenobióticos (De Oliveira et al., 2017; Fanali et al., 2018; Franco-Belussi et al., 

2021; Valverde et al., 2022). 

A espécie Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) (Leptodactylidae) 

apresenta ampla distribuição na América do Sul, categorizada como “pouco 

preocupante” quanto à conservação (IUCN, 2022). Devido a sua ocorrência em 

varios ambientes, desde campos abertos, savanas, pastagens, áreas 

pantanosas, florestas degradadas e habitats urbanos (IUCN, 2022), pode ser 

considerada um organismo modelo nativo e em crescente uso em estudos 

ecotoxicólogicos (Fanali et al. 2018; Freitas et al., 2019; Franco-Belussi et al. 

2020; Ferrante e Fearnside, 2020; Assis et al., 2021). 
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Assim, esse estudo teve por objetivo investigar como ambientes alterados 

de diferentes tipos (plantação de soja, cana, plantação de cana associada a 

indústria sucroalcooleira e urbano) interferem na composição do tecido 

esplênico, nas populações de leucócitos sanguíneos e células atuantes na 

resposta imune (melanomacrófagos e mastócitos), desse anuro. 

 

2.MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Ambientes amostrados 

Foram coletados machos adultos de L. fuscus (n = 49) em plena atividade 

de vocalização durante a estação chuvosa, em 5 ambientes com paisagens 

distintas quanto ao uso do solo, sendo elas: Unidade de Conservação (UC) 

(n=10), plantação de soja (SOJA_GO) (n=15), plantação de cana associado a 

usina (CANA_GO) (n=7), plantação de cana (CANA_SP) (n=10), e ambiente 

urbano (URBANO_SP) (n=7). Estes ambientes estão localizados no Brasil nos 

estados de São Paulo e Goiás (Figura 1), que são expressivos quanto à 

produção agrícola nacional, especificamente plantio de soja e cana-de-açúcar 

para a produção de biocombustível (IBGE, 2023; CONAB, 2022; IMB, 2022), 

além disso, o estado de São Paulo é o maior em extensão de áreas 

urbanizadas do país (IBGE, 2023). 

No ambiente de soja (Rio Verde – GO; 17° 47.742′ S, 051° 06.089′ W) os 

animais foram amostrados no mês de dezembro de 2018. As coletas foram 

realizadas em poças semi permanentes localizadas na área de plantio, os 

dados climáticos obtidos do site da NASA Prediction of Worldwide Energy 

Resources (NASA POWER) (https://power.larc.nasa.gov/#dataaccess) para o 

ano de 2018 foram de: médias de temperatura máxima 31,9°C, mínima 14,2°C, 

com precipitação média de 3,4 mm/dia e irradiação de 4,8 kW/h/m2/dia. 

Representando outro tipo de ambiente agrícola, foram amostrados dois 

pontos com predominância de cana-de-açúcar: um com áreas plantadas 

associadas à usina sucroalcooleira (CANA_GO) (Paraúna – GO, 17°16'38.3"S 

50°29'58.2"W) e outro um plantio de cana usual – i.e. sem proximidade com 

usinas (CANA_SP) (São José do Rio Preto -SP, 20°31'57.3"S 49°14'24.1"W). 

Os animais foram coletados nos anos de 2019 e 2020 respectivamente, em 

poças temporárias, imersas na área de plantação e em poças margeando a 
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área de plantio. Com média de temperatura máxima de 34,3°C e mínima de 

16,4°C, precipitação de 3,5 mm/ dia e irradiação de 4,8 kW/m2/dia, para 

CANA_GO em 2019; em CANA_SP a temperatura máxima foi de 36°C, mínima 

de 14,8°C, precipitação média de 2,6 mm/dia e irradiação de 5,7 kW/m2/dia, em 

2020. 

O ponto de amostragem característico de uma área urbanizada se 

localiza no município de São José do Rio Preto (URBANO_SP). Os animais 

foram coletados no mês de janeiro do ano de 2020, em poças temporárias 

associadas a canteiros de obras e valas de contenção fluvial, a média de 

temperatura máxima foi de 36°C, a mínima de 14,4°C, com precipitação de 2,6 

mm/dia e irradiação 5,7kW/m2/dia. 

O ambiente com a menor perturbação ambiental foi representado por uma 

unidade de conservação (UC), o Parque Nacional das Emas (Mineiros -GO, 

18°06'59.4"S 52°55'01.4"W). Com uma área 132.000 hectares, com 

predominância do bioma Cerrado, sendo diferentes fitofisionomias, mata ciliar, 

vereda, campo rupestre, campo úmido, cerradão, campo cerrado, campo sujo e 

campo limpo (ICMbio, 2022). A média de temperatura máxima encontrada em 

2018 na área foi de 31,8°C, a mínima de 14,3°C, com precipitação de 3,3 

mm/dia e irradiação de 4,8 kW/m2/dia. 

Destes pontos, foram estimadas as porcentagens das matrizes de uso do 

solo em um raio de 2 km (Figura 2), utilizando o software QGIZ (3.10). A UC 

apresenta composição majoritariamente de campo de vegetação nativa típico 

do cerrado (99,3%); em Soja_GO há a dominância da matriz de soja (90,9%); 

Cana_GO e Cana_SP com maior predominância de plantio de cana (40,8 %); e 

Urbano_SP com maior porcentagem de infraestrutura urbana (51,5%). As 

porcentagens com maior detalhamento estão sumarizadas na Tabela 1. 

2.2. Análises de água 

 Em cada um dos cinco ambientes, foram coletadas uma amostra de 

água das proximidades onde os animais foram coletados, as amostras foram 

acondicionadas em frascos de vidro âmbar e plásticos, de acordo com as 

instruções fornecidas pelos laboratórios particulares em Rio Verde-GO e São 

José do Rio Preto, as quais as foram encaminhadas. 
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Para a os ambientes agrícolas (SOJA_GO, CANA_GO e CANA_SP) foi 

quantificado pesticidas dos tipos carbamatos, organoclorados e 

organofosforados. 

Dada a complexidade de ambientes urbanos e diferentes fontes de 

poluentes químicos, além de pesticidas carbamato, organoclorados e 

organofosforados, foi acrescido a análise outros compostos como metais 

pesados, bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs), surfactantes (como LAS), EDTAs, bisfenol-A, devido sua ocorrência 

em residuos de escoamentos urbanos no Brasil (Peña-Guzmán et al., 2019; 

Chaves et al., 2021), e por apresentarem efeitos desregulatórios descritos na 

literatura para os anuros. (Tijani et al., 2016; Da Silva et al., 2018) 

As análises foram conduzidas de acordo com os procedimentos descritos 

nos Standard Methods for the examination of the water and waste water - 

AWWA, 23rd, 2017. Os parâmetros foram avaliados com base nos padrões 

definidos pela resolução CONAMA nº 357/2005 Classe II e portaria 

1.745/1979.Todos os compostos e os valores encontrados para cada 

ambientes, estão em maior detalhe na Tabela 2.  

Foi também mensurado os parametros físico-químicos da água nas 

proximidades dos ambientes amostrados, utilizando aparelho multiparâmetro 

portátil Bante 900p e Akaso Ak88, sendo mensurado a temperatura da água, 

pH, condutividade, salinidade e O2 dissolvido (Tabela 3). 

2.3. Licenças e procedimentos éticos 

As licenças foram obtidas junto ao Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio), sob protocolo 62687-1 e 18573-2; e 

Comitê de Ética no Uso de Animais – IBILCE/UNESP- S. J. Rio Preto sob o 

protocolo nº 191/2018. 

2.4 Parâmetros biométricos 

Os animais foram transportados para o Laboratório de Biologia Animal no 

Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde-GO e Laboratório de Anatomia 

Comparada na Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” 

(IBILCE/UNESP, São José do Rio Preto-SP), onde foram obtidas as medidas 

biométricas, como o peso total (g), utilizando de balança analítica (precisão 
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0,0001g); e aferido o comprimento rostro-cloacal (mm) com paquímetro digital 

(precisão de 0,01mm).  

Foi realizado também o Indicie de massa escalonar (IME), esse índice é 

calculado pela formula:   

     IME = Mi (L0/Li)bSMA  

Onde Mi é a massa corporal individual, Li é o comprimento rostro-cloacal 

(CRC) individual, L0 é a média do CRC da população amostrada, b é a 

inclinação da reta da regressão do eixo principal (Major axis regression) (Peig e 

Green, 2009). Esse índice tem sido frequentemente utilizado como um 

indicador de condição corporal para anuros, sendo uma importante ferramenta 

para estudos de conservação e avaliação de qualidade ambiental (Brodeur et 

al., 2020). 

Em seguida, os animais foram eutanasiados em Benzocaína 5g/L, e 

tiveram a cavidade abdominal exposta, através de incisão ventral, seguido da 

extração do baço, que foi pesado para o posterior cálculo do índice 

esplenossomático, através da formula geral: 

ISS = (massa do órgão (g) ÷ massa do indivíduo (g)) x 100 

Posteriormente, o órgão foi fixado em solução de Metacarn (60% álcool 

metílico, 30% clorofórmio, 10% ácido acético) por 3 horas, sendo então, 

encaminhado para serie de desidratação alcoólica crescente e inclusão em 

historesina metacrilato glicol (Historesin Leica®). 

2.5 Densidade estrutural volumétrica esplênica 

Para cada animal, foram feitas secções de 2µm do baço, dispostos em 

lâminas, onde 20 cortes espaçados foram submetidos a coloração de 

hematoxilina/eosina. 

Foram aleatorizados 10 campos, e fotomicrografados em magnitude 40x, 

no microscópio de luz (Leica® Modelo DM4-B), em seguidas as imagens foram 

analisadas utilizando o Software ImageJ® (versão 1.48), foi aplicada uma 

gradícula delimitando 300 intersecções (adaptado de Freere e Weibel, 1967; 

Reid, 1980; Rocha et al., 1997). 
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Foram definidas quatro categorias de estruturas: polpa branca; polpa 

vermelha; vasos sanguíneos (arteriais, venosos e capilares) e 

melanomacrófagos (MMc); a densidade final de cada estrutura foi calculada 

usando a formula: 

DEV (%) = ([ It x 100 ]/ Tot) 

Onde It é o número de intersecções quantificadas para cada categoria de 

estrutura, e Tot é o número total de intersecções na imagem. 

2.6 Quantificação de mastócitos e melanina esplênica 

Para a detecção de mastócitos, 20 cortes histológicos de 2µm para cada 

animal, foram montados em lâminas e então submetidas a coloração em 

solução de azul de toluidina com bórax, por 30s, em seguida lavadas 

rapidamente em água corrente, as lâminas então foram montadas com 

balsamo do canada e analisadas em microscópio de luz (Leica® Modelo DM4-

B). Dos 20 cortes, 10 foram aleatoriamente analisados em sua totalidade, a 

área total foi quantificada utilizando o Software ImagePro-plus (6.0). 

Para a quantificação da melanina presente nos melanomacrófagos 

esplênicos, as secções foram coradas em hematoxilina-eosina, e a 

pigmentação foi obtida pela diferença de intensidade de coloração (adaptado 

de Santos et al., 2014), utilizando o Software ImagePro-plus (6.0), sendo que 

para cada animal foram analisados 25 campos histológicos aleatorizados em 

20 secções de 2µm. 

2.7 Perfil leucocitário (contagem diferencial de leucócitos) 

Amostras de sangue foram retiradas, utilizando seringas heparinizadas, e 

dispostas em lâmina (esfregaço), sendo fixadas em metanol a 4 ºC por 20 min, 

e em seguida, coradas em solução de Giemsa 7,5% por 15 minutos, para a 

diferenciação das populações leucocitária. Para cada animal, foram 

quantificadas as proporções de cada tipo celular (linfócitos, neutrófilos, 

basófilos, monócitos e eosinófilos) em 100 leucócitos (de acordo com Franco-

Belussi et al., 2018), utilizando de microscópio de luz (Leica® Modelo DM4-B). 

2.8 Análises estatísticas 

Para estimar o efeito de diferentes cenários antropizados nos parâmentos 

imunes e biométricos (densidade estrutural volumétrica esplênica; porcentagem 
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dos diferentes leucócitos; densidade dos mastócitos e área de melanina; peso; 

CRC; ISS e IME), os dados foram processados da seguinte maneira: 

inicialmente foram determinados três agrupamentos principais, onde se 

agregou os animais dos cenários no estado de Goiás (Soja_GO; Cana_GO), 

Antropizado_GO; os pertencentes aos ambientes no estado de São Paulo 

(Cana_SP; Urbano_SP), Antropizado_SP; e a Unidade de conservação, 

considera como o ambiente de referência, com menor interferência antrópica. 

Essa definição de agrupamentos foi determinada devido a distância geográfica 

entre os pontos amostrados, e as possíveis interferências que essas condições 

poderiam impor sobre os dados. 

Foi então usado um Modelo linear generalizado (GLM) com distribuição 

binomial para comparação do efeito dos ambientes antropizados (variável 

preditora categórica) na densidade estrutural do baço (polpa branca, polpa 

vermelha, vasos sanguíneos e melanomacrófagos), leucócitos (linfócitos, 

neutrófilos, basófilos, monócitos e eosinófilos), e frequência de mastócitos 

(variáveis respostas frequências). 

Quanto aos dados biométricos (peso, CRC, ISS IME), foi utilizado um 

modelo linear lm e os pressupostos do modelo foram testados usando plots 

diagnósticos do pacote sjplot. A melanina esplênica também foi submetida ao 

mesmo modelo, porém com a transformação dos dados em log para garantir os 

pressupostos do teste. Os resíduos tiveram homogeneidade de variância e 

distribuição normal.  

Houve também a comparação em pares, com os cenários tratados 

separadamente (UC; Soja_GO; Cana_GO; Cana_SP; Urbano_SP), visando 

caracterizar o efeito dos ambientes em cada parâmetro. Sendo então aplicados 

os mesmos modelos (modelo linear lm para os parâmetros biométricos e 

melanina esplênica, e GLM para os dados de frequência). 

Todos os testes foram realizados utilizando o Software R (Team Core, 

versão 4.2.1). 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Parâmetros biométricos 
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Os indivíduos de L. fuscus apresentaram peso médio de 9,01 ± 0,21 g 

com CRC de 45,40 ± 0,65mm. 

Em caráter comparativo, os animais de ambientes alterados obtiveram 

maiores médias de IME em comparação aos da UC (UC= 7,782 ± 0,441 

Antrop_GO= 9,232 ± 0,257; Antrop_SP= 9,606 ± 0,186); além disso os 

espécimes de Cana_GO apresentaram um maior índice esplenossomático. 

Com Relação ao CRC, os animais em áreas antrópicas foram menores 

que os presentes na UC (Tabelas 4 e 5), sendo que em comparação individual 

os animais de Cana_GO apresentaram menor peso do que na UC (p = 0.001). 

 

3.2 Densidade estrutural volumétrica esplênica 

Morfologicamente, o baço de L. fuscus é um órgão arredondado, de 

coloração escura. Externamente é revestido por uma capsula de tecido 

conjuntivo, o parênquima se constitui de formações difusas de aglomerados de 

células linfoides, geralmente circundado um vaso principal, caracterizando a 

polpa branca. A polpa vermelha apresenta formações sinusoidais, onde 

costuma-se visualizar células sanguíneas, é nessa porção também onde se 

encontram alocados os melanomacrófagos (Figura 3). 

Com relação à sua composição, 61% do órgão é formado pela polpa 

vermelha; 35% de polpa branca; 3% vasos sanguíneos e 1% de MMc. Esse 

padrão se mostra relativamente conservado, quando se considera os 

agrupamentos dos cenários (Figura 4-A) e nos ambientes de forma 

individualizada (Figura 4-B). 

Na análise comparativa dos componentes estruturais entres os tipos de 

cenários, houve diferença significativa na proporção da polpa vermelha de 

forma que os animais amostrados em ambientes alterados apresentaram 

maiores valores quando comparados a UC (UC: 163,3±19,5; Antrop_GO: 

178,32±11,3; Antrop_SP: 196,4±10,3) (Tabelas 6 e 7), de forma 

individualizada, Cana_SP apresentou a maior média para essa estrutura 

(Tabela 6, Figura 5-C e D).  

Para a polpa branca houve uma resposta inversa ao da vermelha, sendo 

que os animais de ambientes antrópicos apresentaram menores proporções 

em comparação aos da UC (UC: 119,5±19,3; Antrop_GO: 112,5±11,3; 
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Antrop_SP: 92,3±10,4), além disso, dos ambientes amostrados, CANA_SP 

exibiu as menores médias (Tabela 6; Figura 5-A e B). 

Quanto aos vasos sanguíneos, animais em áreas antropizadas mostraram 

menores proporções significativamente desse parâmetro, onde o ambiente de 

Soja_GO deteve as menores proporções (Tabelas 6 e 7; Figura 5-E e F). 

Por fim, houve diferença significativa entre a UC e o agrupamento 

Antrop_GO (UC: 1,9 ±0,84; Antrop_GO: 1,3 ± 0,45; p= 0.0003) quanto aos 

melanomacrófagos, sendo os menores valores encontrados no ambiente 

antropizado (Tabelas 6 e 7; Figura 5-G). Separadamente, o cenário 

Urbano_SP apresentou a maior porcentagem dessa estrutura, em comparação 

ao controle (Tabela 6; Figura 5-H). 

 

3.3 Quantificação de mastócitos e melanina esplênica 

Houve uma maior frequência de mastócitos no baço dos indivíduos em 

ambientes antrópicos quando comparados aos da unidade de conservação 

(UC: 0,09 ± 0,05; Antrop_GO: 0,53 ± 0,12; Antrop_SP: 0,57 ± 0,20; p< 0.0001), 

sendo que as maiores médias foram encontradas nos ambientes Cana_GO e 

Urbano_SP (Figura 6). 

A área de melanina presente nos melanomacrófagos também se 

mostrou diferente na comparação entre os cenários, sendo significativa entre a 

unidade de conservação e Antrop_SP (UC: 85,57 ± 39,67; Antrop_GO: 50,45 ± 

14,17; Antrop_SP: 170,93 ± 96,64; p=0.02), onde o ambiente Urbano_SP 

apresentou a maior média (Figura 7). 

 

3.4 Perfil leucocitário 

Para a amostra total, os linfócitos foram o tipo celular de maior 

ocorrência (48%), seguidos pelos neutrófilos (15%), monócitos (14%), 

eosinófilos (12%) e basófilos (10%). 

A análise da contagem diferencial evidenciou considerável efeito dos 

ambientes antropizados nas diferentes populações celulares, quando em 

comparação ao controle: houve um aumento significativo para os linfócitos e 

neutrófilos (Tabela 8; Figura 8-A, B, C e D); porém, os basófilos, eosinófilos e 

monócitos, mostraram uma diminuição da frequência (Tabela 8, Figura 8-E, F, 

G, H, I e J). 
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4 DISCUSSÃO  

Aqui fornecemos informações do efeito das pressões antrópicas na 

resposta imune de anuros em diferentes biomarcadores morfométricos e 

celulares associados ao sistema imunológico. Evidenciamos que animais que 

habitam ambientes alterados apresentaram maiores médias de índices de 

condições corporais (IME), mesmo com menores CRC. 

A constituição do baço evidenciam alterações, de forma sintética, houve 

um efeito desses ambientes nos marcadores esplênicos (aumento da polpa 

vermelha e diminuição da branca e melanomacrófagos). Bem como uma 

possível resposta inflamatória evidenciada no aumento da frequência de 

mastócitos esplênicos, havendo também um aumento da área de melanina. 

Quanto a contagem diferencial de leucócitos, houve um quadro de 

imunomoduação de forma que linfócitos e neutrófilos aumentaram, enquanto 

que os basófilos, eosinófilos e monócitos tenderam a diminuir nos animais de 

habitats antropizados. 

 

4.1 Dados biométricos e índice de condição corporal 

Os índices biométricos fornecem informações sobre a condição corporal 

que os animais exibem, podendo refletir sobre sua saúde e predizer o efeito 

das pressões antrópicas. Indicadores de condição corporal, como o índice de 

massa escalonar (IME), têm sido utilizados como uma ferramenta pouco 

invasiva para estimar a saúde, reservas energéticas e o fitness de animais 

(Stevenson e Woods Jr, 2006; Peig e Green, 2010; MacCracken e Stebbings, 

2012; Brodeur et al., 2020). 

De maneira geral, espera-se que ambientes antropizados exerçam uma 

pressão negativa (i.e diminuição) nos indicadores corporais como, por exemplo, 

Leptodactylus latinasuse Rinnela Fernadezae coletadas em plantação de soja, 

tiveram menores índices de condições corporais (Brodeur et al., 2011); 

Dendropsophus ebraccatus encontradas em ambientes com grandes 

modificações exibiram menores valores para IME (Matías-Ferrer e Escalante, 

2015). Entretanto, algumas espécies tendem a se beneficiar de ambientes 

alterados. Iglesias-Carrasco et al. (2017) evidenciaram que anfíbios que vivem 
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em ambientes urbanos apresentaram aumento nesses índices, em hipótese, 

isso seria possível, pois organismos, como os de centros urbanos, podem se 

adaptar a fontes alimentares não convencionais como novas comunidades 

exóticas de invertebrados (Iglesias-Carrasco et al.,2017). Sendo L. fuscus uma 

espécie generalista quanto aos hábitos alimentares (Santana et al., 2019), é 

plausível supor que as maiores médias do IME encontradas em nosso trabalho 

estejam relacionadas a uma maior reserva energética, gerada por uma 

provável adaptação alimentar. 

Em contraponto, respostas imunes geram consumo energético (Demas, 

2004), aumentando as taxas metabólicas (Sherman e Stephens 1998; Gardner 

et al., 2020), o que justificaria esses animais que vivem em ambientes 

alterados a terem maiores reservas energéticas (expressas pelo IME), para 

conseguir suprir as demandas imunológicas exercidas pela pressão antrópica. 

 

4.2  Efeitos dos ambientes antrópicos nos marcadores esplênicos 

Ainda que o baço seja um órgão de grande importância para a atividade 

das respostas imunes, os estudos têm se focado na constituição e 

caracterização dos seus componentes.  Aqui propomos o uso deste órgão 

como um bioindicador do efeito de ambientes alterados na imunidade de 

anfíbios. 

O baço nos anuros funciona como órgão linfoide primário (sitio de 

linfopoiese) e principalmente secundário (sitio de apresentação de antígenos, 

ativação e expansão de linfócitos T e B) (Grogan et al., 2018), em caráter 

estrutural, sua arquitetura é bastante conservada, constituindo-se basicamente 

da polpa branca (tecidos linfoides) e da polpa vermelha (parênquima esplênico 

hematopoiético) (Du Pasquier et al., 1989; Akat, 2018), sendo a morfologia 

encontrada em L. fuscus similar ao de outro Leptodactilídeo (Physalaemus 

nattereri) descrito por Franco-Belussi e De Oliveira (2016). Considerando que 

este órgão é sitio de toxicidade direta e indireta (Suttie, 2006), o efeito das 

diferentes pressões antrópicas pode interferir em sua morfologia de diferentes 

maneiras. Pesticidas como o carbaril geram efeitos degenerativos na estrutura 

esplênica (Çakici, 2018), misturas de agrotóxicos tem a capacidade de diminuir 

o número de esplenócitos (Christin et al., 2004) e também, animais que 
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habitam próximos a áreas agrícolas apresentam diminuição da viabilidade 

dessas células (Christin et al., 2013). 

Um de seus constituintes, a polpa branca, é formada de um agregado de 

tecido linfóide de atividade linfopoiética (Du Pasquier et al.,1989; Mebius e 

Kraal, 2005), em nossos resultados foi evidenciado que os anuros em áreas 

antropizadas, apresentaram menores proporções dessa polpa. Linzey et al. 

(2003) também evidenciaram diminuição desse tecido em Bufo marinus 

coletados em ambientes com diferentes tipos de poluentes ambientais, desde 

agroquímicos (p-p’DDE) a metais pesados (cádmio, cromo, cobre e zinco), já 

Riaz et al. (2021) demonstraram que rãs expostas ao inseticida Alpha-

Cipermetrina, exibiram uma maior abundancia de polpa branca. Poluentes 

ambientais podem atuar tanto suprimindo ou estimulando a resposta imune 

(imunomoduação) quanto gerando respostas anormais como autoimunidade 

(Fournieret al., 2005), o que pode refletir na morfologia de certos órgãos, como 

o baço, prejudicando suas funções (Çakici, 2018) e deixando os anuros ainda 

mais susceptíveis a doenças. 

Outra função importante do baço é a hemocaterese - eliminação de 

eritrócitos antigos e/ou danificados - realizada na polpa vermelha (Suttie, 2006; 

Ross e Pawlina, 2018), sendo que seu aumento nos ambientes antrópicos, 

evidenciado em nosso trabalho, pode ser um reflexo do aumento dessa 

atividade, pois, anuros que habitam ambientes perturbados tendem a 

apresentar maiores taxas de anormalidades nucleares nos eritrócitos (e.g. 

Şi̇şman et al., 2015; Borges et al., 2019; Assis et al., 2021; Zhelev et al., 2022). 

Essa ação de renovação e reabsorção eritrocitária também são atribuídas 

aos melanomacrófagos residentes na polpa vermelha (Agius e Roberts, 2003; 

Franco-Belussi e De Oliveira, 2016), cuja atividade fagocítica remove as células 

sanguíneas, e reciclam o ferro através da degradação da hemoglobina (Agius e 

Agbede, 1984). Essas células apresentam melanina interna, atuando também 

na resposta imune frente a contaminantes ambientais (De Oliveira e Franco-

Belussi, 2012; Franco-Belussi e De Oliveira, 2016; De Oliveira et al., 2017). 

A menor porcentagem de melanomacrófagos nos ambientes antropizados 

(Antrop_GO) encontrados em nosso trabalho, pode ser devido a uma resposta 

da melanina interna a exposição a longo prazo, onde altos níveis de compostos 

químicos se acumulam nesse pigmento, a ponto de levar a degeneração das 
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células (Larsson, 1993), compostos como o benzopireno – abundante em 

ambientes urbanos (Bukowska et al., 2022) – e herbicidas e fertilizantes 

agrícolas - como a atrazina e fosfato - causam a diminuição da área de 

melanomacrófagos no fígado de anuros (Rohr et al., 2008; Fanali et al., 2018; 

Valverde et al., 2022), efeito esse também relatado para animais encontrados 

em plantação de soja (Assis et al., 2021). Em contrapartida, o aumento da área 

pigmentar encontrado (em Antrop_SP) pode estar relacionado a atividade 

protetora da melanina em resposta a contaminantes ambientais. De Oliveira et 

al. (2017) também relataram esse aumento da pigmentação em anuros de 

ambientes agrícolas (plantação de soja e milho), assim como em anuros 

expostos a surfactantes (LAS) (Franco-Belussi et al., 2021), um composto 

proveniente de resíduos urbanos e industriais (Oliveira et al., 2010). 

Existe uma relação anatômica próxima entre os melanomacrófagos e os 

mastócitos em anuros (Chieffi-Baccari et al., 1998), que também se encontram 

alojados na polpa vermelha (Franco-Belussi e De Oliveira, 2016). Os 

mastócitos estão envolvidos no processo de inflamação (Chieffi-Baccari et al., 

2011), sendo que seu aumento foi relatado para espécies expostas ao 

benzopireno (Fanali et al., 2018; Valverde et al., 2022) e a surfactantes 

(Franco-Belussi et al., 2021). Em nossos resultados também evidenciamos 

uma maior frequência de mastócitos em animais de áreas antrópicas, sendo 

um indicativo de inflamação no tecido (Da Silva et al., 2011) em uma possível 

resposta ao estresse exercido pelo ambiente e pelos compostos ali presentes. 

 

4.3  Alterações no perfil leucocitário  

Alterações nos parâmetros hematológicos refletem a resposta adaptativa 

do organismo frente à influência de um complexo conjunto de fatores 

ambientais, além de estimar o efeito das pressões antrópicas e de seus 

poluentes (Romanova e Egorikhina, 2006). Dentre esses parâmetros, o perfil 

leucocitário é uma ferramenta bastante útil para estimar os efeitos de agentes 

estressores em anuros (Zhelev e Popgeotgiev, 2021) e o grau de desafio 

imunológico que esses animais estão submetidos (Romanova e Egorikhina, 

2006).  

Os linfócitos e neutrófilos são os mais abundantes e mais relevantes para 

caracterizar o leucograma de anuros (Franco-Belussi et al., 2022). Os 
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neutrófilos são granulócitos com ação fagocítica, que atuam na resposta 

imunológica (inata) e inflamatória (Davis et al., 2008; Shutler et al., 2009). Já os 

linfócitos e seus subtipos (natural-killer, T e B) representam o investimento na 

resposta imune adaptativa, atuando na resposta rápida (N-K), mas mais 

pronunciadamente na adaptativa (T e B) (Fournier et al., 2005; Shutler et al., 

2009). As alterações desses dois tipos celulares são consideradas um 

indicador sensível e direto do efeito de estresse causado pela ação antrópica 

(Romanova et al., 2019; Garcia Neto et al., 2020). 

O quadro mais representativo do efeito de ambientes modificados e 

poluentes químicos é representado por um aumento no número de neutrófilos 

(neutrofilia) e diminuição do número de leucócitos (leucopenia) (Davis et al., 

2008; Assis et al., 2017; Romanova et al., 2019). Contudo, em nosso trabalho 

evidenciamos o aumento desses dois tipos celulares em áreas antropizadas. 

Espécimes de ambientes alterados apresentam altos níveis de hormônios 

glicocorticóides (Janin et al., 2011; Rollins-Smith, 2017; Davis et al., 2020), 

responsáveis por causar um aumento e ativação de neutrófilos (Falso et al., 

2015; Assis et al., 2017). Leucócitos granulócitos, como os neutrófilos, liberam 

fatores pró-inflamatórios (Fournier et al., 2005; Davis, et al. 2008; Romanova et 

al., 2019), e as condições exercidas pela poluição ambiental podem fazer com 

que anuros produzam mais mediadores inflamatórios (representada pela 

atividade dos neutrófilos), o que, por consequência, leva ao aumento e 

migração dos linfócitos (Romanova et al., 2019). 

Também constituintes das células imunes estão os basófilos, eosinófilos e 

monócitos. Os basófilos agem na resposta inflamatória, modulando a defesa 

contra parasitos e alérgenos (Falcone et al., 2006; Davis et al., 2008); 

eosinófilos atuam, de modo geral, contra infecções de parasitas metazoários 

(Davis et al., 2008; Campbell, 2012); enquanto os monócitos atuam frente a 

bactérias e helmintos (Davis et al., 2008; Marcogliese et al., 2009). Ainda que 

essas células ocorram em menor proporção, é a atividade conjunta delas que 

modulam uma eficiente resposta imune. 

Alguns agroquímicos, como inseticidas clorpirifós, causam a diminuição 

dos basófilos em Odontophrynus carvalhoi (Silva et al., 2020), enquanto a 

exposição à atrazina, malation e esfenvalerato suprimiram os eosinófilos 

circulantes em Rana sylvatica (Anura: Ranidae), levando ao aumento de 
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infecções por trematódeos (Kiesecker, 2002). Em alguns casos, anuros em 

ambientes agrícolas apresentam uma maior abundância e intensidade de 

infecção helmíntica (Portela et al., 2020), o que pode estar associado a uma 

diminuição dos eosinófilos e basófilos, que deixam esses animais mais 

suscetíveis a parasitos. Estudos também relataram a diminuição dos monócitos 

em ambientes com alta atividade agrícola ou com maiores níveis de alteração 

antrópica (Marcogliese et al., 2009; Garcia Neto et al., 2020). Essas células 

quando migram para sítios de inflamação, se diferenciam em macrófagos 

(Grogan et al., 2018), em hipótese, a redução desse tipo celular pode refletir na 

resposta fagocítica desses animais. 

Mesmo que L. fuscus seja de hábitos generalistas e amplamente 

distribuídas em ambientes modificados pela ação humana (IUCN, 2022), é 

visível que o perfil leucocitário se encontra alterado em algum nível, indicando 

que mesmo espécies em ambientes modificados podem experimentar efeitos 

prejudiciais associados a alteração de habitat (Garcia Neto et al., 2020). As 

alterações em parâmetros hematológicos evidenciam uma resposta adaptativa 

ao efeito de fatores ambientais complexos (Romanova e Egorikhina, 2006), 

pois esses animais se encontram em constantes condições estressantes. 

Existe uma relação próxima entre o baço e sistema circulatório (Abdul-

Majeed, 2008; Akat, 2018), dada as funções deste órgão de retenção de 

células sanguíneas, hematopoiese, e atuação na imunidade (Mebius e Kraus 

2005; Abdul-Majeed, 2008; Çakici, 2018), e como as respostas imunes são 

sistêmicas e inter-relacionadas (Romanova e Egorikhina, 2006), é plausível 

supor que as alterações na constituição esplênica (enfaticamente na polpa 

branca), podem afetar as populações de leucócitos, assim, os resultados 

encontrados configuram um quadro de alteração generalizada da resposta 

imune em animais de ambientes com ação antrópica. 

 

5 CONCLUSÕES 

Ao utilizar diferentes marcadores imunes, é possível dizer que mesmo 

uma espécie generalista, se encontra em um grande desafio imunológico 

habitando ambientes antropizados, apresentando um quadro de resposta 

imune sistêmica, com alterações na composição estrutural esplênica com um 
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possível reflexo na atividade de hemocaterese, produção e capacitação de 

leucócitos realizados nesse órgão. O aumento dos mastócitos pode indicar 

uma atividade inflamatória, além do aumento da área pigmentar presente nos 

melanomacrófagos evidenciando uma atividade protetiva da melanina. Os 

resultados encontrados para linfócitos e neutrófilos merecem uma atenção, 

visto que alterações nesses tipos celulares evidenciam uma condição de 

estresse imunológico, aos quais os animais que vivem em ambientes 

antropizados são acometidos. 
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Figura 1: Imagens dos pontos de coletas de Leptodactylus fuscus: A- Unidade de conservação 

(Parque Nacional das Emas, Mineiros-GO); B- plantação de soja (Rio Verde- GO); C- plantação de 

cana associada a usina (Paraúna-GO); D- plantação de cana (São José do Rio Preto- SP); E- 

ambiente urbano (São José do Rio Preto- SP). Fonte: Google Earth. 
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Figura 2: Caracterização dos ambientes amostrados: A- Unidade de conservação; B- SOJA_GO; C- 

CANA_GO; D- CANA_SP; E- URBANO_SP. Classificação de acordo com o Google Earth para os anos 

de 2018, 2019 e 2020. Raio de 2km. 
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Figura 3: Morfologia do baço de L. fuscus na unidade de conservação: Em A grande aumento do 

órgão, sendo possivel em B evidenciar a disposição difusa da (polpa branca) corado mais 

intensamente, bem como a distribuição da polpa vermelha. Em C ressalta-se a capsula de tecido 

conjuntivo, que envolve externamente o órgão (ponta de seta), e também a presença de 

melanomacrófagos (seta) e um mastócito (D), na polpa vermelha. Pb – Polpa branca; Pv- Polpa 

vermelha. Coloração H-E e azul de toluidina com boráx. 

 

Figura 4: Composição estrutural do baço de L. fuscus: em A, o percentual de cada componente 

considerando a análise agrupada; em B, os percentuais considerando os cenários amostrados de 

maneira individualizada. MMc - Melanomacrófagos. UC- Unidade de conservação; Antrop_GO – 

Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – Soja_GO; CN_GO – Cana_GO; CN_SP – 

Cana_SP; UR_SP – Urbano_SP. 
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Figura 5: Composição estrutural do baço de L. fuscus: em A,C,E e G, o percentual de cada componente 

considerando a análise agrupada; em B,D,F,e H os percentuais considerando os cenários amostrados de 

maneira individualizada. MMc - Melanomacrófagos. UC- Unidade de conservação; Antrop_GO – 

Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – Soja_GO; CN_GO – Cana_GO; CN_SP – 

Cana_SP; UR_SP – Urbano_SP. 
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Figura 6: Frequência de mastócito no baço de L. fuscus: em A, medias considerando a análise agrupada; 

em B, a frequência para os cenários amostrados de maneira individualizada. UC- Unidade de 

conservação; Antrop_GO – Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – Soja_GO; 

CN_GO – Cana_GO; CN_SP – Cana_SP; UR_SP – Urbano SP. O “ * “ evidencia a diferença estatística 

em comparação a unidade de conservação (p<0.05), os dados apresentados em média ± SE. 

Figura 7: Área de melanina no baço de L. fuscus: em A, as medias considerando a análise agrupada; 

em B, os valores encontrados nos cenários amostrados de maneira individualizada. UC- Unidade de 

conservação; Antrop_GO – Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – Soja_GO; 

CN_GO – Cana_GO; CN_SP – Cana_SP; UR_SP – Urbano SP. O “ * “ evidencia a diferença estatística 

em comparação a unidade de conservação (p<0.05), os dados apresentados em média ± SE. 
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Figura 8: Percentual de leucócitos de L. fuscus: as letras A, C, E, G e I representam os dados tratados 

de forma agrupada, já em B, D, F, H e J os dados estão representados de maneira separada. UC- 

Unidade de conservação; Antrop_GO – Antropizado_GO; Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – 

Soja_GO; CN_GO – Cana_GO; CN_SP – Cana_SP; UR_SP – Urbano SP. O “ * “ evidencia a diferença 

estatística em comparação a unidade de conservação (p<0.05). Os dados apresentados em média ± SE. 
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Ambientes  Tipos de matriz % 
   

UC 
Pastagem natural 0,3  

Campo 99,7 

SOJA_GO 

Formação de Floresta 8,5 

Formação de savana 0,4 

Pastagem 0,2 

Plantação de soja 90,9 

CANA_GO 

Formação de Floresta 14,2 

Formação de savana 9,8 

Campo 13,1 

Pastagem 16,3 

Plantação de cana-de-açúcar 40,8 

Plantação de soja 1,8 

Outras plantações temporárias 4,0 

CANA_SP 

Formação de Floresta 1,2 

Zona úmida 1,3 

Plantação de cana-de-açúcar 61,6 

Mosaico de agricultura e pastagem 3,6 

Outras plantações temporárias 3,6 

Citrus 28,8 

URBANO_SP 

Formação de floresta 0,7 

pastagem 22,2 

Plantação de cana-de-açúcar 10,5 

Mosaico de agricultura e pastagem 15,1 

Infraestrutura Urbana 51,5 

 

Tabela 1: Proporções detalhadas dos tipos de uso de solo encontrados nos pontos 
amostrados num raio de 2km. 
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UC Cana - GO Soja - GO Cana - SP Urbano - SP

1 Coliformes Totais NMP/100mL 10 − − − nq nq nq nq > 24200

2 Coliformes Termotolerantes NMP/100mL 10 1000 nq nq nq nq 1722

3 Alumínio Dissolvido mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0986

4 Antimônio mg/L 0,001 0,005 nq nq nq nq < 0.001

5 Arsênio mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

6 Bário mg/L 0,001 0,7 nq nq nq nq 0,0113

7 Berílio mg/L 0,001 0,04 nq nq nq nq < 0.001

8 Boro mg/L 0,001 0,5 nq nq nq nq < 0.001

9 Cádmio mg/L 0,001 0,001 nq nq nq nq < 0.001

10 Chumbo mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

11 Cianeto Livre mg/L 0,001 0,005 nq nq nq nq < 0.001

12 Cloreto mg/L 0,5 250 nq nq nq nq 1,83

13 Cloro Residual Total mg/L 0,01 0,01 nq nq nq nq < 0.01

14 Cobalto mg/L 0,001 0,05 nq nq nq nq < 0.001

15 Cobre Dissolvido mg/L 0,001 0,009 nq nq nq nq 0,0031

16 Cromo mg/L 0,001 0,05 nq nq nq nq 0,0014

17 Ferro Dissolvido mg/L 0,001 0,3 nq nq nq nq 0,103

18 Fluoreto mg/L 0,05 1,4 nq nq nq nq 0,12

19 Fósforo Total mg/L 0,01 Obs (2) nq nq nq nq 0,0585

20 Lítio mg/L 0,001 2,5 nq nq nq nq < 0.001

21 Manganês mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0055

22 Mercúrio mg/L 0,0001 0,0002 nq nq nq nq < 0.0001

23 Niquel mg/L 0,001 0,025 nq nq nq nq < 0.001

24 Nitrato mg/L 0,5 10 nq nq nq nq < 0.5

25 Nitrito mg/L 0,02 1 nq nq nq nq < 0.02

26 Nitrogênio Amoniacal mg/L 0,1 Obs (1) nq nq nq nq < 0.1

27 Prata mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

28 Selênio mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

29 Sulfato mg/L 0,5 250 nq nq nq nq 2,95

30 Sulfetos mg/L 0,002 0,002 nq nq nq nq < 0.002

31 Urânio mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

32 Vanádio mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0021

33 Zinco mg/L 0,001 0,18 nq nq nq nq 0,0049

34 Acrilamida µg/L 0,1 0,5 nq nq nq nq < 0.1

35 Alaclor µg/L 0,005 20 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.005 < 0.005

36 Aldrin + Dieldrin µg/L 0,002 0,005 < 0.02 < 0.002 < 0.002 < 0.002 < 0.002

37 Atrazina µg/L 0,005 2 < 1 < 1 < 1 0,0092 < 0.005

38 Benzeno mg/L 0,0005 0,005 nq nq nq nq < 0.0005

39 Benzo(a)antraceno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

40 Benzo(a)pireno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

41 Benzo(b)fluoranteno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

42 Benzo(k)fluoranteno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

43 Acenoftileno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

44 Fluoreno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

45 Antraceno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

46 Benzo(g,h,i)perileno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

47 Fenantreno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

48 Pireno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

49 Acenafteno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

50 Carbaril µg/L 0,005 0,02 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.005 < 0.005

51 Clordano (cis  e trans ) µg/L 0,002 0,04 < 0.02 < 0.02 < 0.02 < 0.002 < 0.002

52 2-Clorofenol µg/L 0,005 0,1 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

53 Criseno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

54 2,4-D µg/L 0,005 4 < 0.15 < 0.15 < 0.15 < 0.005 < 0.005

55 Dibenzo(a,h)antraceno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

56 2,4-Diclorofenol µg/L 0,005 0,3 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

57 Dodecacloropentaciclodecano µg/L 0,001 0,001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

58 Endrin µg/L 0,001 0,004 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

59 Gution µg/L 0,004 0,005 < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004

60 Indeno(1,2,3,cd)pireno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq nq < 0.005

61 Lindano (g-HCH) µg/L 0,001 0,02 < 0.01 < 0.01 < 0.01 nq < 0.001

62 Malation µg/L 0,005 0,1 < 0.05 < 0.05 < 0.05 <0.005 < 0.005

63 Metolacloro µg/L 0,005 10 < 0.1 < 0.1 < 0.1 0,17 < 0.005

Resultados
Unidade LQ/Faixa CONAMA 357 Parâmetros

Tabela 2: Análises das amostras de água coletadas nos diferentes ambientes estudados. nq – não 
quantificado; LQ/Faixa - limite de quantificação; UC – unidade de conservação. 
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Obs (1): VMP em função do pH:  ,7mg/L para pH ≤ 7,5; 2,0mg/L para 7,5 < pH < 8,0; 1,0mg/L para 8,0 < pH < 8,5; 0,5mg/L para pH > 8,5. 
Obs (2): VMP Ambiente Lêntico: 0,030 mg/L. / VMP Ambiente Intermediário: 0,050 mg/L. / VMP Ambiente Lótico: 0,100 mg/L 

64 Metoxicloro µg/L 0,001 0,03 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

65 Paration µg/L 0,005 0,04 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.005 < 0.005

66 Pentaclorofenol mg/L 0,000005 0,009 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.000005 < 0.000005

67 Simazina µg/L 0,005 2 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.005 < 0.005

68 2,4,5-T µg/L 0,005 2 < 1 < 1 < 1 < 0.005 < 0.005

69 2,4,5-TP µg/L 0,005 10 <1 < 1 < 1 < 0.005 < 0.005

70 2,4,6-Triclorofenol mg/L 0,000003 0,01 nq nq nq < 0.000003 < 0.000003

71 Trifluralina µg/L 0,005 0,2 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

72 Demeton (-O e -S) µg/L 0,01 0,1 < 0.02 < 0.02 < 0.02 < 0.01 < 0.01

73 Heptacloro e Heptacloro Epóxido µg/L 0,002 0,01 < 0.005 < 0.005 < 0.005 < 0.002 < 0.002

74 o,p'-DDT µg/L 0,001 0,002 < 0.001 < 0.001 < 0.001 nq nq

75 o,p'-DDT + o,p'-DDD + o,p'-DDE µg/L 0,003 0,002 < 0.003 < 0.003 < 0.003 nq nq

76 p,p'-DDT + p,p'-DDD + p,p'-DDE µg/L 0,003 0,002 nq nq nq < 0.002 < 0.003

77 Endossulfan (a, b e sulfato) µg/L 0,003 0,056 < 0.03 < 0.03 < 0.03 < 0.003 < 0.003

78 PCB's µg/L 0,001 0,001 nq nq nq nq < 0.001

79 PCB 8 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

80 PCB 28 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

81 PCB 37 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

82 PCB 44 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

83 PCB 49 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

84 PCB 52 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

85 PCB 60 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

86 PCB 66 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

87 PCB 70 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

88 PCB 74 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

89 PCB 77 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

90 PCB 82 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

91 PCB 87 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

92 PCB 99 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

93 PCB 101 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

94 PCB 105 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

95 PCB 114 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

96 PCB 118 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

97 PCB 126 + 166 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

98 PCB 128 + 167 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

99 PCB 138 + 158 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

100 PCB 153 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

101 PCB 156 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

102 PCB 169 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

103 PCB 170 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

104 PCB 179 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

105 PCB 180 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

106 PCB 183 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

107 Hexaclorobenzeno µg/L 0,005 0,0065 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.005 < 0.005

108 Tributilestanho µg/L 0,005 0,063 nq nq nq < 0.005 < 0.005

109 Benzidina µg/L 0,0001 0,001 nq nq nq < 0.0001 < 0.0001

110 1,2-Dicloroetano mg/L 0,001 0,01 < 0.00045 < 0.00045 < 0.00045 < 0.001 < 0.001

111 1,1-Dicloroeteno mg/L 0,001 0,003 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.001 < 0.001

112 Diclorometano mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

113 Estireno mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

114 Etilbenzeno µg/L 1 90 nq nq nq nq < 1

115 Índice de Fenóis mg/L 0,001 0,003 nq nq nq nq 0,001

116 Glifosato µg/L 5 65 < 55 < 55 < 55 nq < 5

117 Surfactantes (como o LAS) mg/L 0,2 0,5 nq nq nq nq 0,21

118 Tetracloreto de Carbono mg/L 0,0005 0,002 nq nq nq nq < 0.0005

119 Tetracloroeteno mg/L 0,001 0,01 < 0.00031 < 0.00031 < 0.00031 nq < 0.001

120 Tolueno µg/L 1 2 nq nq nq nq < 1

121 Toxafeno µg/L 0,01 0,01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 nq < 0.01

122 Triclorobenzenos mg/L 0,003 0,02 < 0.00043 < 0.00043 < 0.00043 nq < 0.003

123 Tricloroeteno mg/L 0,0005 0,03 < 0.002 <0.002 < 0.002 nq < 0.0005

124 Xilenos µg/L 3 300 nq nq nq nq < 3

125 pH (a 25°C) − − − 2 − 1 6 − 9 nq nq nq nq 6,79

126 Sólidos Dissolvidos Totais mg/L 5 500 nq nq nq nq 20
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UC dez/18 23,20 7,41 101,90 2,56 3,20 0,01 1,40

SOJA_GO nov/18 35,70 5,38 76,10 3,70 24,80 1,31 20,00

CANA_GO fev/19 28,90 7,74 90,50 52,60 19,20 0,03 26,00

CANA_SP fev/20 27,00 8,84 60,00 47,60 − 0,02 −

URBANO_SP jan/20 30,80 9,37 62,00 49,20 − 0,03 −

Resistividade Salinidade (psu)
Solidos totais 

dissolvidos (ppm)
Ambientes Data (M/A) Temperatura (°C) pH O2 Dissolvido (%) Condutividade (µS)

Tabela 3: Parâmetros físico-químicos das amostras de água das proximidades dos ambientes onde 
foram coletados os indivíduos de L. fuscus. 
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Tabela 4: Média dos valores encontrados nos parâmetros biométricos. CRC – Comprimento rostro-

cloacal; ISS – Índice esplenossomático; IME – índice de massa escalonar. Média ± SE. 

 

  Parâmetros biométricos 

Agrupamentos 

 Peso Total (g) CRC (mm) SMI Peso Baço (g) ISS (%) 

 Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE 

       

Unidade de Conservação  9,3 ± 0,3 50,4 ± 2,0 7,8 ± 0,4 0,003 ± 0,001 0,028 ± 0,008 

Antropizado_GO  8,6 ± 0,4 43,5 ± 0,6 9,2 ± 0,3 0,004 ± 0,001 0,053 ± 0,010 

Antropizado_SP  9,4 ± 0,4 44,7 ± 0,5 9,6 ± 0,2 0,004 ± 0,000 0,046 ± 0,003 

       

Ambientes 
      

Unidade de Conservação  9,4 ± 0,3 50,4 ± 2,0 7,8 ± 0,4 0,003 ± 0,001 0,028 ± 0,008 

Soja_GO  9,6 ± 0,3 45,0 ± 0,6 9,8 ± 0,2 0,003 ± 0,000 0,028 ± 0,003 

Cana_GO  6,7 ± 0,3 41,0 ± 0,7 8,2 ± 0,3 0,007 ± 0,001 0,094 ± 0,020 

Cana_SP  9,4 ± 0,5 44,4 ± 0,7 9,7 ± 0,3 0,004 ± 0,001 0,045 ± 0,005 

Urbano_SP  9,5 ± 0,4 45,2 ± 0,6 9,5 ± 0,2 0,005 ± 0,001 0,047 ± 0,005 

       

IME 
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  Densidade estrutural volumétrica esplenica 

Agrupamentos 

 Polpa branca Polpa vermelha Vasos sanguíneos Melanomacrófagos 

 Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE 

      

Unidade de Conservação  119,5 ± 19,3 166,3 ± 19,5 12,3 ± 3,7 1,9 ± 0,8 

Antropizado_GO  112,5 ± 11,3 178,3 ± 11,3 7,9 ± 2,5 1,3 ± 0,5 

Antropizado_SP  92,3 ± 10,4 196,4 ± 10,3 9,3 ± 2,5 2,1 ± 0,8 

      

Ambientes 
     

Unidade de Conservação  119,5 ± 19,3 166,3 ± 19,5 12,3 ± 3,7 1,9 ± 0,8 

Soja_GO  113,6 ±13,0  177,0 ± 13,0 6,3 ± 3,3 1,7 ± 0,5 

Cana_GO  110,6 ± 21,2 177,8 ± 21,1 10,6 ± 3,6 1,6 ± 1,0 

Cana_SP  89,2 ± 12,6 200,8 ± 12,7 8,9 ± 3,0 1,2 ± 0,6 

Urbano_SP  97,9 ± 18,2 188,3 ± 17,4 10,1 ± 4,4 3,7 ± 1,7 

       

Tabela 6: Média dos valores encontrados para os componentes estruturais do baço. Média ± SE. 
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Capítulo 2 

 

Morfometria testicular como atributo fenotípico para avaliação de 

antropização ambiental 

 

RESUMO 

As alterações exercidas nos ambientes naturais pela agropecuária e 

urbanização exercem uma forte pressão nas comunidades de anuros, não só 

pela fragmentação e alterações das paisagens, mas também devido a 

inúmeros resíduos químicos produzidos, que apresentam potencial de 

desregular e interferir em processos importantes, como a reprodução. Nesse 

contexto, nosso trabalho teve como objetivo investigar os efeitos de cenários 

antrópicos (áreas agrícolas e urbanizada) em caracteres morfométricos do 

testículo de Leptodactylus fuscus (Anura: Leptodactylidae), quando comparados 

a habitat natural. Foram coletados indivíduos machos adultos (n = 49) em ambientes 

com paisagens distintas quanto a alteração antrópica sendo eles: plantação de soja, 

cana, ambiente urbano, e como controle uma unidade de conservação. Desses 

animais, foram quantificados os parâmetros testiculares: área locular e dos 

cistos espermatogênicos (espermatogônias, espermatócitos, espermátides e 

espermatozoides). De maneira agrupada, os animais nativos de ambientes 

antrópicos apresentaram uma tendência de aumento dos cistos germinativos, 

já de modo individual, cada ambiente exerceu pressões diferentes, alterando as 

proporções dos cistos de maneiras distintas. O aumento evidenciado de modo 

geral, pode ser associado a uma resposta compensatória de espécies 

generalistas, garantindo a reprodução mesmo em condições desfavoráveis, e 

também evidencia que antropização atua de modo diferente, gerando 

respostas adaptativas a cada cenário. 
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1. INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, os anuros têm vivenciado um fenômeno de declínio 

mundial, fato que vem sendo percebido em diferentes escalas e em grande 

parte, associada às pressões antrópicas (Wake e Rodenburg, 2008; Hayes et 

al., 2010a; Catenazzi, 2015; Campbell Grant et al., 2020). As constantes 

mudanças ambientais produzidas pelo homem, em sua crescente expansão 

populacional, demanda de muitos recursos para suprir suas necessidades, seja 

na produção alimentar ou processos de urbanização e industrializações 

(DeFries et al., 2004; Grimm et al., 2008; Foley et al., 2005). Como 

consequência, as comunidades animais sofrem com intensas reduções de 

habitats, aumento de radiação UV, mudanças climáticas e inúmeros poluentes 

químicos (Hayes et al., 2010a; Hussain e Pandit, 2012; Li et al., 2013; 

Catenazzi, 2015; Cordier et al., 2021), onde os prejuízos ecológicos destes 

compostos persistem por muito tempo após sua liberação no meio ambiente 

(Karlsson et al., 2021). 

Há alguns outros fatores estressantes em ambientes alterados a serem 

considerados, por exemplo, a exposição à luz artificial noturna, como as 

provenientes dos grandes centros urbanos, pode gerar interrupções em 

comportamentos reprodutivos de anuros (Wise, 2003; Touzot, et al., 2020; Smit 

et al, 2022) reduzindo a fertilidade desses animais (Touzot et al., 2020), de 

forma que a exposição a luz continua causa até mesmo a supressão da 

espermatogênese (Biswas et al., 1978). Há também os efeitos da poluição 

sonora, podendo interferir na atividade de vocalização utilizada por esses 

animais para a reprodução (Tennessen et al., 2014; Simmons e Narins, 2018; 

Smit et al., 2022). Quando se atenta para as atividades agrícolas, a aplicação 

de agrotóxicos costuma acontecer juntamente a estação reprodutiva de muitos 

anuros (Orton et al., 2018; Trudeau et al., 2020), e muitos desses compostos 

atuam como desreguladores endócrinos (Eds), principalmente com efeitos 

antiandrogênicos, interferindo nas vias hormonais estrogênicas, que 

coordenam a reprodução (Kloas e Lutz, 2006; Mann et al., 2009; Orton e Tyler, 

2015; Trudeau et al., 2020). 

O ciclo de vida dos anuros apresenta vários pontos susceptíveis a 

exposição a contaminações ambientais. Para a maioria dos anfíbios a 

fertilização e o desenvolvimento embrionário ocorrem em meio aquático e sem 
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proteção externa (Hamlin e Guillette Jr, 2010; Yang et al., 2021). Após a 

eclosão, a pele altamente permeável, pode facilitar a entrada de químicos 

prejudicando o desenvolvimento somático e gonadal por interferência em vias 

hormonais reguladoras (Tamschick et al., 2016a). Outro período crítico do 

desenvolvimento é a metamorfose, processo dependente de hormônios 

tireoidianos, cujos receptores são frequentemente alterados por poluentes 

(Trudeau et al., 2020). 

O efeito das atividades antrópicas e os poluentes ambientais na biologia 

reprodutiva de anuros é bastante complexa, dado as inúmeras interações de 

diversas variáveis, já sendo documentado efeitos em diferentes pontos do 

processo reprodutivo, desde efeitos no comportamento (interferência nas 

vocalizações e nos amplexos) (e.g. Hoffmann e Kloas, 2010; 2016; 

Schwendiman e Propper, 2012; Huang et al., 2015); caracteres sexuais 

secundários (alterações no calo nupcial, tamanho da laringe) (e.g. McCoy et al., 

2008; Orton et al., 2018; Zlotnik et al., 2019); alterações nos órgãos 

reprodutivos, enfaticamente nos testículos (má formações, histopatologias, 

alterações nas estruturas seminíferas, no tecido germinativo, alta incidência de 

ovócitos testiculares) (e.g. McDaniel et al., 2008; McCoy et al. 2008; Çakici, 

2013, 2015; Moresco et al., 2014; Rojas-Hucks et al., 2019; Rezende et al., 

2021; Sluchyk et al., 2021); níveis hormonais alterados (e.g. Poulsen et al., 

2015; Campbell et al., 2018; Rojas-Hucks et al., 2019); e até mesmo efeitos na 

expressão de genes reguladores de processos reprodutivos (e.g. Poulsen et 

al., 2015; Campbell et al. 2018). Sabe-se também que a exposição a EDs 

durante esses períodos críticos, podem interromper a diferenciação produzindo 

reversão sexual e gônadas intersexuais (Mackenzie et al., 2003; Hayes et al., 

2010b; Tamschick et al., 2016b; Trudeau et al., 2020). 

 Desta maneira, os poluentes ambientais, podem gerar falhas 

reprodutivas em certas doses, sem apresentar aparentes prejuízos à saúde dos 

animais (Hayes et al., 2010a). Considerando que com o passar do tempo há 

mais compostos xenobióticos com potencial tóxico para a reprodução, uma 

maneira de se monitorar esses efeitos deletérios seriam através de 

biomarcadores representativos (Sluchyk et al., 2021), assim, a quantificação da 

capacidade reprodutiva garante uma maior precisão das influências desses 

fatores ambientais (Montezol et al., 2018). Tendo isso em vista, esse estudo 
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investigou os efeitos de diferentes cenários de antropização (áreas agrícolas, 

área urbanizada e unidade de conservação) na morfometria testicular de 

Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799). 

  

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Espécie estudada 

A espécie Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) (Leptodactylidae) 

apresenta ampla distribuição na América do Sul, categorizada como “pouco 

preocupante” quanto a conservação (IUCN, 2022). Devido a sua ocorrência em 

varios ambientes, desde campos abertos, savanas, pastagens, áreas 

pantanosas, florestas degradadas e habitats urbanos (IUCN, 2022), pode ser 

considerado um organismo modelo nativo e em crescente uso em estudos 

ecotoxicólogicos (Fanali et al. 2018; Freitas et al., 2019; Franco-Belussi et al. 

2020; Ferrante e Fearnside, 2020; Assis et al., 2021). 

2.2. Ambientes amostrados 

Foram coletados machos adultos de L. fuscus (n = 49) em plena atividade 

de vocalização durante a estação chuvosa, em 5 ambientes com paisagens 

distintas quanto ao uso do solo, sendo elas: Unidade de Conservação (UC) 

(n=10), plantação de soja (SOJA_GO) (n=15), plantação de cana associado a 

usina (CANA_GO) (n=7), plantação de cana (CANA_SP) (n=10), e ambiente 

urbano (URBANO_SP) (n=7). Estes ambientes estão localizados no Brasil nos 

estados de São Paulo e Goiás (Figura 1), que são expressivos quanto à 

produção agrícola nacional, especificamente plantio de soja e cana-de-açúcar 

para a produção de biocombustível (IBGE, 2023; CONAB, 2022; IMB, 2022), 

além disso, o estado de São Paulo é o maior em extensão de áreas 

urbanizadas do país (IBGE, 2023). 

No ambiente de soja (Rio Verde – GO; 17° 47.742′ S, 051° 06.089′ W) os 

animais foram amostrados no mês de dezembro de 2018 (n=15). As coletas 

foram realizadas em poças semi permanentes localizadas na área de plantio. 

Representando outro tipo de ambiente agrícola, foram amostrados dois 

pontos com predominância de cana-de-açúcar: um com áreas plantadas 

associadas à usina sucroalcooleira (CANA_GO) (Paraúna – GO, 17°16'38.3"S 
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50°29'58.2"W) (n=7) e outro um plantio de cana usual – i.e. sem proximidade 

com usinas (CANA_SP) (São José do Rio Preto -SP, 20°31'57.3"S 

49°14'24.1"W) (n=10). Os animais foram coletados nos anos de 2019 e 2020 

respectivamente, em poças temporárias, imersas na área de plantação e em 

poças margeando a área de plantio.  

O ponto de amostragem característico de uma área urbanizada se 

localiza no município de São José do Rio Preto (URBANO_SP). Os animais 

foram coletados no mês de janeiro do ano de 2020 (n=7), em poças 

temporárias associadas a canteiros de obras e valas de contenção fluvial. 

O ambiente com a menor perturbação ambiental foi representado por 

uma unidade de conservação (UC), o Parque Nacional das Emas (Mineiros -

GO, 18°06'59.4"S 52°55'01.4"W) (n=10). Com uma área 132.000 hectares, 

com predominância do bioma Cerrado, sendo diferentes fitofisionomias, mata 

ciliar, vereda, campo rupestre, campo úmido, cerradão, campo cerrado, campo 

sujo e campo limpo (ICMbio, 2023).  

Destes pontos, foram obtidos os parametros climáticos médios 

(temperaturas máxima e mínima, precipitação e irradiação solar), obtidos do 

site da NASA Prediction of Worldwide Energy Resources (NASA POWER) 

(https://power.larc.nasa.gov/#dataaccess), e sumarizados na Tabela 1. Foram 

estimadas as porcentagens das matrizes de uso do solo em um raio de 2 km 

(Figura 2), utilizando o software QGIZ (3.10). A UC apresenta composição 

majoritariamente de campo de vegetação nativa típico do cerrado (99,3%); em 

Soja_GO há a dominância da matriz de soja (90,9%); Cana_GO e Cana_SP 

com maior predominância de plantio de cana (40,8 %); e Urbano_SP com 

maior porcentagem de infraestrutura urbana (51,5%). As porcentagens com 

maior detalhamento estão sumarizadas na Tabela 2. 

2.3. Análises de água 

 Em cada um dos cinco ambientes, foram coletadas uma amostra de 

água das proximidades onde os animais foram coletados, as amostras foram 

acondicionadas em frascos de vidro âmbar e plásticos, de acordo com as 

instruções fornecidas pelos laboratórios particulares em Rio Verde-GO e São 

José do Rio Preto, as quais as foram encaminhadas. 

https://power.larc.nasa.gov/#dataaccess
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 Para a os ambientes agrícolas (SOJA_GO, CANA_GO e CANA_SP) foi 

quantificado pesticidas dos tipos carbamatos, organoclorados e 

organofosforados. 

 Dada a complexidade de ambientes urbanos e diferentes fontes de 

poluentes químicos, além de pesticidas carbamato, organoclorados e 

organofosforados, foi acrescido a análise outros compostos como metais 

pesados, bifenilas policloradas (PCBs), hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs), surfactantes (como LAS), EDTAs, bisfenol-A, devido sua ocorrência 

em residuos de escoamentos urbanos no Brasil (Peña-Guzmán et al., 2019; 

Chaves et al., 2021), e por apresentarem efeitos desregulatórios descritos na 

literatura para os anuros. (Tijani et al., 2016; Da Silva et al., 2018) 

 As análises foram conduzidas de acordo com os procedimentos descritos 

nos Standard Methods for the examination of the water and waste water - 

AWWA, 23rd, 2017. Os parâmetros foram avaliados com base nos padrões 

definidos pela resolução CONAMA nº 357/2005 Classe II e portaria 

1.745/1979.Todos os compostos e os valores encontrados para cada 

ambientes, estão em maior detalhe na Tabela 3. 

 Foi também mensurado os parametros físico-químicos, utilizando 

aparelho multiparâmetro portátil Bante 900p e Akaso Ak88, sendo mensurado a 

temperatura da água, pH, condutividade, salinidade e O2 dissolvido (Tabela 4). 

2.4. Licenças e procedimentos éticos 

As licenças foram obtidas junto ao Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (ICMBio), sob protocolo 62687-1 e 18573-2; e 

Comitê de Ética no Uso de Animais – IBILCE/UNESP- S. J. Rio Preto sob o 

protocolo nº 191/2018. 

2.5 Parâmetros biométricos 

Os animais foram transportados para o Laboratório de Biologia Animal no 

Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde – GO e Laboratório de Anatomia 

Comparada na Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” 

(IBILCE/UNESP, São José do Rio Preto – SP), onde foram obtidas as medidas 

biométricas, como o peso total (g), utilizando de balança analítica (precisão 

0,0001g); e aferido o comprimento rostro-cloacal (mm) com paquímetro digital 

(precisão de 0,01mm).  
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Em seguida, os animais foram eutanasiados em anestésico (Benzocaína 

5g/L) e tiveram a cavidade abdominal exposta, através de incisão ventral, 

seguido da extração dos testículos, que foram pesados para o posterior cálculo 

do índice gonadossomático, através da formula geral: 

IGS = (massa do órgão (g) ÷ massa do indivíduo (g)) x 100 

Posteriormente, o órgão foi fixado em solução de Metacarn (60% álcool 

metílico, 30% clorofórmio, 10% ácido acético) por 3 horas, sendo então, 

encaminhado para desidratação alcoólica gradual e inclusão em historesina 

metacrilato glicol (Historesin Leica®). 

2.6 Morfometria testicular 

Para as análises dos caracteres germinativos, foram retiradas de cada 

animal 20 secções histológicas transversais de 2µm de um dos testículos, com 

aproximadamente 10 µm de distanciamentos entre os cortes. Em seguida, 

foram corados em H-E, e fotomicrografados em microscópio de luz (Leica® 

Modelo DM4-B), e então aleatorizados 25 campos histológicos, e para cada 

indivíduo foram analisados 100 lóculos seminíferos inteiros. Destes lóculos, 

foram considerados os parâmetros: área locular e área dos cistos 

espermatogênicos. As medidas foram obtidas pelo contorno destes, sendo 

categorizados de acordo com Santos e Oliveira (2008) em: espermatogônias 

(primárias e secundárias); espermatócitos (primários e secundários); 

espermátides (redondas e alongadas) e espermatozoides (feixes e livres no 

lúmen). Essas medidas foram obtidas através da circunscrição das unidades 

seminíferas e cistos germinativos, utilizando a ferramenta de criação de 

polígono, no software Image Pró-Plus (Media-Cybernetics Inc, versão 6.0). 

2.7 Análises estatísticas 

Para estimar o efeito de diferentes cenários antropizados nos parâmentos 

reprodutivos testiculares e biométricos (área locular e área dos cistos 

espermatogênicos; peso; CRC e IGS), os dados foram processados da 

seguinte maneira: inicialmente foi determinados três agrupamentos principais, 

onde se agregou os animais dos cenários no estado de Goiás (Soja_GO; 

Cana_GO), Antropizado_GO; os pertencentes aos ambientes no estado de 
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São Paulo (Cana_SP; Urbano_SP), Antropizado_SP; e a Unidade de 

conservação, considerado como o ambiente de referência com menor 

interferência antrópica. Essa definição de agrupamentos foi determinada devido 

à distância geográfica entre os pontos amostrados, e as possíveis 

interferências que essas condições poderiam impor sobre os dados. 

Foi então usado um Modelo linear generalizado (GLM) com distribuição 

binomial para comparação do efeito dos ambientes antropizados (variável 

preditora categórica) nos parâmetros morfométricos testiculares (área locular e 

cistos espermatogênicos) (variáveis respostas continuas). 

Quanto aos dados biométricos (peso total, CRC, IGS), foi utilizado um 

modelo linear lm e os pressupostos do modelo foram testados usando plots 

diagnósticos do pacote sjplot. Os resíduos tiveram homogeneidade de 

variância e distribuição normal.  

Houve também a comparação em pares, com os cenários tratados 

separadamente (UC; Soja_GO; Cana_GO; Cana_SP; Urbano_SP), visando 

caracterizar o efeito dos ambientes em cada parâmetro. Sendo então aplicados 

os mesmos modelos (modelo linear lm para os parâmetros biométricos, e GLM 

para os parâmetros morfométricos testiculares). 

 

3. RESULTADOS 

3.1 Parâmetros biométricos 

Os indivíduos de L. fuscus totais amostrados apresentaram em média o 

peso total de 9,05 ± 0,21 g, com CRC de 45,40 ± 0,62 mm. Quanto aos 

testículos, estes são constituídos por órgãos pares, de cor branco-leitosa, com 

um peso médio de 0,03 ± 0,01g. 

Em caráter comparativo, houve diferença significativa apenas para o peso 

CRC entre os agrupamentos antrópicos e a UC, de forma que os animais de 

ambientes alterados exibiram menores médias (Tabela 5 e 6). Na comparação 

dos ambientes individualizados, apenas Cana_RV apresentou diferença para o 

peso e IGS, já para o CRC todos os ambientes diferiram da UC (Tabela 6) 

 

3.2 Morfometria testicular 
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Morfologicamente os testículos de L. fuscus, apresentam uma arquitetura 

comum aos anuros, onde há unidades seminíferas arredondadas, os lóculos, e 

neles se alocam o tecido germinativo, dispostos em cistos, onde cada tipo 

celular se encontra retido por projeções das células de Sertoli (Figura 3). 

Na amostra total dos indivíduos, os lóculos seminíferos apresentaram 

uma área média de 23167,8 ± 1678,7µm2, e foi encontrado todos os tipos 

celulares da linhagem espermatogênica, com maior abundância para os cistos 

de espermatogônias (20%) e espermátocitos (57%), e menores proporções 

para espermátides (5%) e espermatozoides (18%). 

Na comparação morfométrica dos parâmentos testiculares, houve 

diferença significativa para a área locular entre os agrupamentos e o ambiente 

controle (Tabela 5 e Figura 4-A), de maneira que os animais viventes em 

ambientes antropizados mostraram maiores médias (Tabela 7). Na 

comparação individualizada entre os diferentes ambientes, Soja_GO e 

Cana_SP, exibiram maiores valores (Tabela 4 e 5 e Figura 4-B). 

Com relação aos cistos espermatogênicos, espermatogônias (Sg) e 

espermatócitos (Sc) foram os tipos mais expressivos, independentemente de 

ambientes, porém as maiores médias foram encontradas nos ambientes com 

pressão antrópica (Sg em Antrop_GO e Sc em Antrop_SP) (Tabela 7 e 8 e 

Figura 4- C, E). As espermátides e espermatozoides, também tiveram valores 

médios maiores nos agrupamentos antrópicos, em comparação a unidade de 

conservação. 

Dos tipos de cenários amostrados, o ambiente Cana_GO, destoa dos 

padrões encontrados nos outros, em suma, os animais apresentaram menores 

médias da área locular e dos cistos em estágio inicial da espermatogênese (Sg 

e Sc) e um aumento relativo das células em estágio final (Sm e Sz) (Figura 4).  

Já o ambiente de Soja_GO também exibe um padrão peculiar, onde a 

área locular e dos cistos iniciais se mostram maiores, já os cistos em estágio 

final evidência certa baixa. 

No ambiente Urbano_SP e Cana_SP houve uma tendência geral de 

aumento nos parâmetros analisados. 

 

4. DISCUSSÃO 

4.1 Dados biométricos 
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Em anuros, o dimorfismo em relação ao tamanho corpóreo é uma 

característica bem estabelecida, podendo ser até um indicador de fertilidade 

nesses animais (Fan et al., 2013; Ding et al., 2019), e para os anuros a maioria 

das espécies (cerca de 90%) as fêmeas apresentam maior tamanho que os 

machos (Ding, et al., 2019). Tendo isso em vista, a diminuição do CRC nos 

animais provenientes de áreas antrópicas, já foi associada a ambientes 

alterados e poluentes ambientais por outros autores, mostrando que a 

exposição a herbicidas e a associação a ambientes com perturbação antrópica 

gera uma diminuição do tamanho desses animais (Delgado‐Acevedo e 

Restrepo, 2008; Karlsson et al., 2021). Contudo, ainda que haja essa relação 

entre o tamanho corpóreo e a fertilidade, esse atributo é mais representativo 

para as fêmeas, de forma que o tamanho corporal do macho não apresenta 

interferência direta na taxa de fecundidade para algumas espécies (Fan et al., 

2013; Ding et al., 2019), dessa maneira, mesmo que os machos apresentem 

menores CRC, isso não influenciaria diretamente em seu sucesso reprodutivo. 

As dimensões dos testículos em anuros são marcadores bastante 

efetivos do status reprodutivo, de forma que até o tempo de reprodução e o 

desenvolvimento podem ser previstos a partir de índices, como o 

gonadossomático (IGS) (Othman et al., 2011). Além disso, alguns padrões de 

comportamentos reprodutivos são estritamente ligados a caracteres 

morfométricos deste órgão. Por exemplo, anuros com comportamentos 

poliândricos tendem a ter testículos maiores, em função da ocorrência de 

competição espermática (Emerson, 1997; Prado e Haddad, 2003; Liao et al., 

2011) e até mesmo modos reprodutivos diferentes, dentro da mesma família 

(Leptodactylidae), exercem influência no tamanho testicular (Prado e Haddad, 

2003; Leite et al., 2015). Ainda que em não tenhamos detectado alterações no 

índice gonadossomático, existem outras formas para a produção 

espermatogênica independentemente do tamanho testicular, como alterações 

nas proporções do epitélio germinativo e morfologias diversas (Ramm e 

Schärer, 2014; Leite et al., 2015; Rezende et al., 2021). 

 

4.2  Efeitos da antropização na morfometria testicular de L.fuscus 

A morfologia testicular evidenciada para a espécie é similar ao já 

descrito para outros anuros, incluindo algumas do mesmo gênero (De Oliveira 
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et al., 2002; Pucci Alcaide et al., 2020; Bordin et al., 2022), sendo a arquitetura 

constituída por unidades seminíferas arredondadas, os lóculos, onde os tipos 

celulares se encontram retidos pelas células de Sertoli, formando cistos 

contendo um mesmo estagio de maturação (Rastogi et al., 1988; De Oliveira et 

al., 2002; 2003). A disposição destes cistos é composta pelas células em 

estágios inicias (espermatogônias e espermátocitos) mais próximas as paredes 

dos lóculos, e conforme o processo de maturação gamético progride, as células 

em estágios mais avançados (espermátides e espermatozoides) tendem a se 

direcionar ao lúmen (Santos e De oliveira, 2008; Santos et al., 2011). Assim 

como o encontrado por Pucci Alcaide et al., (2020) a espécie tende a 

apresentar uma maior abundância de cistos de espermatogônias e 

espermatócitos, indicando que a maior parte das células germinativas estão no 

estágio inicial. 

Sabe-se que o processo de espermatogênese é regulado por hormônios 

andrógenos (Rastogi et al., 2011) e muitos poluentes químicos são 

desreguladores endócrinos com atividades androgênicas ou antiandrogênicas 

(Kloas e Lutz, 2006), interferindo no eixo hipotálamo-pituitário-gonadal, em 

pontos cruciais da síntese de testosterona, podendo atuar de maneira 

masculinizante (Kloas e Lutz, 2006; Li et al., 2017). Por exemplo, compostos 

como o herbicida linuron, podem causar o aumento no número de 

espermatogônias e aumento dos lóculos seminíferos em anuros (Orton et al., 

2018). Em alguns casos, de maneira similar ao nosso trabalho, anuros viventes 

em áreas de cultivos agrícolas, como arroz e soja, também exibiram maiores 

áreas de cistos germinativos iniciais e de espermatozoides, em comparação a 

ambientes preservados (Curi et al., 2021; Rezende et al., 2021). 

A espécie L. fuscus é dotada de uma série de características que 

garantem sua existência em ambientes antropizados, desde seus hábitos 

alimentares diversificados (Santana et al., 2019); boa capacidade de dispersão 

em áreas abertas (Wynn e Heyer, 2001); seu modo reprodutivo caracterizado 

pela oviposição e estágios larvais em ninhos subterrâneos, para evitar a 

dessecação (Haddad e Prado, 2005); ter uma alta plasticidade reprodutiva, 

com reprodução prolongada (Lucas et al., 2008; Maragno e Cechin, 2009), e 

aqui vemos uma tendência de aumento dos cistos espermatogênicos,  o que 

pode estar associado a uma resposta adaptativa da espécie. 
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Ainda que alterações de habitats possam causar grandes perdas e 

extinções de espécies consideradas especialistas, aquelas consideradas 

generalistas acabam se beneficiando dessas modificações drásticas 

(Catenazzi, 2015; Pyron, 2018). Ambientes antrópicos como áreas agrícolas 

podem gerar um maior investimento reprodutivo em resposta a uma diminuição 

da longevidade, como uma forma de compensação (Zamora-Camacho e 

Comas, 2017), pois o sucesso reprodutivo individual e a viabilidade 

populacional podem ser altos se a exposição aguda a poluentes durante o 

período reprodutivo não comprometer a reprodução de modo geral (Bókony et 

al., 2018). Desta maneira, apesar dos efeitos inicialmente prejudiciais dos 

poluentes - como pesticidas - em organismos não-alvo, as populações podem 

evoluir em resposta a esses estressores, em alguns casos, adquirindo até 

resistência a compostos, como agroquímicos (Hua et al., 2015). 

Mesmo que à primeira vista esses aumentos dos parâmetros 

reprodutivos dos animais de ambientes modificados pareçam favoráveis, não 

necessariamente são. Nossos resultados fornecem apenas dados quantitativos 

sobre o epitélio germinativo, porém, vários autores relatam o efeito negativo de 

compostos desreguladores e ambientes alterados na fertilidade e viabilidade 

gamética. Baixa contagem e parâmetros de esperma alterados são maiores em 

ambientes antrópicos, de forma que os animais viventes próximos a cidades, 

sítios industriais ou áreas com contaminação de metais pesados apresentam 

diminuição da motilidade e aumento de espermatozoides com deformidades ou 

mortos (Guo et al., 2018; Sluchyk et al., 2021). Em alguns casos, a exposição a 

agroquímicos, diminui a fertilidade de anuros (Orton et al., 2018), e mesmo em 

fêmeas com altas taxas de fecundidade, associadas a áreas de cultivo 

apresentam diminuição da fertilidade dos ovos (Adams et al., 2021). 

 

5.CONCLUSÃO 

Diante dos resultados evidenciados, deve-se considerar duas tendências 

interpretativas: na primeira os resultados exibem um aumento dos parâmetros 

reprodutivos nos animais de ambientes antrópicos de modo geral, pois 

espécies generalistas podem vir a se beneficiar desses novos ambientes 

gerados pela atividade humana, podendo apresentar uma resposta 



77 
 

compensatória adaptativa; já na segunda, nossos dados mostram  que o efeito 

gerado não é de todo uniforme, de forma que cada tipo de cenário atua 

diferentemente nas proporções das células germinativas. 
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Figura 1: Imagens dos pontos de coletas de Leptodactylus fuscus: A- Unidade de conservação 

(Parque Nacional das Emas, Mineiros-GO); B- plantação de soja (Rio Verde- GO); C- plantação de 

cana associada a usina (Paraúna-GO); D- plantação de cana (São José do Rio Preto- SP); E- 

ambiente urbano (São José do Rio Preto- SP). Fonte: Google Earth. 
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Figura 2: Caracterização dos ambientes amostrados: A- Unidade de conservação; B- SOJA_GO; C- 

CANA_GO; D- CANA_SP; E- URBANO_SP. Classificação de acordo com o Google Earth para os anos 

de 2018-2020. Raio de 2km. 

Figura 3: Arquitetura testicular de L. fuscus. Em A os lóculos seminíferos circunscritos em preto, para 
nossa amostra, esses lóculos se apresentaram com formas arredondadas com área média de 
23167,8±1678,7µm2.Em B, ampliação da unidade seminífera evidenciando os cistos germinativos em 
diferentes estágios de diferenciação, retidos pelas células de Sertoli (setas pretas). Sg- 
espermatogônias; Sc- espermátocitos; Sm- espermátides; Sz- espermatozoides. Coloração H-E 
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Figura 4: Área média dos parâmetros morfométricos testiculares de L. fuscus: as letras A, C, E, G e 
I representam os dados tratados de forma agrupada, já em B, D, F, H e J os dados estão 
representados de maneira separada. UC- Unidade de conservação; Antrop_GO – Antropizado_GO; 
Antrop_SP – Antropizado_SP; SJ_GO – Soja_GO; CN_GO – Cana_GO; CN_SP – Cana_SP; 
UR_SP – Urbano SP. O “ * “ evidencia a diferença estatística em comparação a unidade de 

conservação (p<0.05). Os dados apresentados em média ± SE. 
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Mínima Máxima

UC dez/18 17,17 31,69 4,01 5,42

SOJA_GO nov/18 17,00 32,61 4,53 5,16

CANA_GO fev/19 19,91 34,44 7,72 3,88

CANA_SP fev/20 18,65 31,92 7,22 3,36

URBANO_SP jan/20 19,03 34,18 6,55 4,70

Temperatura (°C) Precipitação 

(mm/dia)

Irradiação 

(kW/h/m2/dia)

Data 

(M/A)
Ambientes

   

Ambientes  Tipos de matriz % 
   

UC 
Pastagem natural 0,3  

Campo 99,7 

SOJA_GO 

Formação de Floresta 8,5 

Formação de savana 0,4 

Pastagem 0,2 

Plantação de soja 90,9 

CANA_GO 

Formação de Floresta 14,2 

Formação de savana 9,8 

Campo 13,1 

Pastagem 16,3 

Plantação de cana-de-açúcar 40,8 

Plantação de soja 1,8 

Outras plantações temporárias 4,0 

CANA_SP 

Formação de Floresta 1,2 

Zona úmida 1,3 

Plantação de cana-de-açúcar 61,6 

Mosaico de agricultura e pastagem 3,6 

Outras plantações temporárias 3,6 

Citrus 28,8 

URBANO_SP 

Formação de floresta 0,7 

pastagem 22,2 

Plantação de cana-de-açúcar 10,5 

Mosaico de agricultura e pastagem 15,1 

Infraestrutura Urbana 51,5 

 

Tabela 2: Proporções dos tipos de uso do solo num raio de 2km dos pontos amostrados. UC- Unidade 
de conservação. 

Tabela 1: Parametros climáticos médios dos ambientes amostrados, referentes aos respectivos anos 

de coleta. UC- Unidade de conservação. 
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UC Cana - GO Soja - GO Cana - SP Urbano - SP

1 Coliformes Totais NMP/100mL 10 − − − nq nq nq nq > 24200

2 Coliformes Termotolerantes NMP/100mL 10 1000 nq nq nq nq 1722

3 Alumínio Dissolvido mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0986

4 Antimônio mg/L 0,001 0,005 nq nq nq nq < 0.001

5 Arsênio mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

6 Bário mg/L 0,001 0,7 nq nq nq nq 0,0113

7 Berílio mg/L 0,001 0,04 nq nq nq nq < 0.001

8 Boro mg/L 0,001 0,5 nq nq nq nq < 0.001

9 Cádmio mg/L 0,001 0,001 nq nq nq nq < 0.001

10 Chumbo mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

11 Cianeto Livre mg/L 0,001 0,005 nq nq nq nq < 0.001

12 Cloreto mg/L 0,5 250 nq nq nq nq 1,83

13 Cloro Residual Total mg/L 0,01 0,01 nq nq nq nq < 0.01

14 Cobalto mg/L 0,001 0,05 nq nq nq nq < 0.001

15 Cobre Dissolvido mg/L 0,001 0,009 nq nq nq nq 0,0031

16 Cromo mg/L 0,001 0,05 nq nq nq nq 0,0014

17 Ferro Dissolvido mg/L 0,001 0,3 nq nq nq nq 0,103

18 Fluoreto mg/L 0,05 1,4 nq nq nq nq 0,12

19 Fósforo Total mg/L 0,01 Obs (2) nq nq nq nq 0,0585

20 Lítio mg/L 0,001 2,5 nq nq nq nq < 0.001

21 Manganês mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0055

22 Mercúrio mg/L 0,0001 0,0002 nq nq nq nq < 0.0001

23 Niquel mg/L 0,001 0,025 nq nq nq nq < 0.001

24 Nitrato mg/L 0,5 10 nq nq nq nq < 0.5

25 Nitrito mg/L 0,02 1 nq nq nq nq < 0.02

26 Nitrogênio Amoniacal mg/L 0,1 Obs (1) nq nq nq nq < 0.1

27 Prata mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

28 Selênio mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

29 Sulfato mg/L 0,5 250 nq nq nq nq 2,95

30 Sulfetos mg/L 0,002 0,002 nq nq nq nq < 0.002

31 Urânio mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

32 Vanádio mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0021

33 Zinco mg/L 0,001 0,18 nq nq nq nq 0,0049

34 Acrilamida µg/L 0,1 0,5 nq nq nq nq < 0.1

35 Alaclor µg/L 0,005 20 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.005 < 0.005

36 Aldrin + Dieldrin µg/L 0,002 0,005 < 0.02 < 0.002 < 0.002 < 0.002 < 0.002

37 Atrazina µg/L 0,005 2 < 1 < 1 < 1 0,0092 < 0.005

38 Benzeno mg/L 0,0005 0,005 nq nq nq nq < 0.0005

39 Benzo(a)antraceno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

40 Benzo(a)pireno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

41 Benzo(b)fluoranteno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

42 Benzo(k)fluoranteno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

43 Acenoftileno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

44 Fluoreno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

45 Antraceno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

46 Benzo(g,h,i)perileno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

47 Fenantreno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

48 Pireno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

49 Acenafteno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

50 Carbaril µg/L 0,005 0,02 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.005 < 0.005

51 Clordano (cis  e trans ) µg/L 0,002 0,04 < 0.02 < 0.02 < 0.02 < 0.002 < 0.002

52 2-Clorofenol µg/L 0,005 0,1 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

53 Criseno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

54 2,4-D µg/L 0,005 4 < 0.15 < 0.15 < 0.15 < 0.005 < 0.005

55 Dibenzo(a,h)antraceno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

56 2,4-Diclorofenol µg/L 0,005 0,3 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

57 Dodecacloropentaciclodecano µg/L 0,001 0,001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

58 Endrin µg/L 0,001 0,004 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

59 Gution µg/L 0,004 0,005 < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004

60 Indeno(1,2,3,cd)pireno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq nq < 0.005

61 Lindano (g-HCH) µg/L 0,001 0,02 < 0.01 < 0.01 < 0.01 nq < 0.001

62 Malation µg/L 0,005 0,1 < 0.05 < 0.05 < 0.05 <0.005 < 0.005

63 Metolacloro µg/L 0,005 10 < 0.1 < 0.1 < 0.1 0,17 < 0.005

Resultados
Unidade LQ/Faixa CONAMA 357 Parâmetros

Tabela 3: Análises das amostras de água coletadas nos diferentes ambientes estudados. nq – não 
quantificado; LQ/Faixa - limite de quantificação; UC – unidade de conservação. 
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Obs (1): VMP em função do pH:  ,7mg/L para pH ≤ 7,5; 2,0mg/L para 7,5 < pH < 8,0; 1,0mg/L para 8,0 < pH < 8,5; 0,5mg/L para pH > 8,5. 
Obs (2): VMP Ambiente Lêntico: 0,030 mg/L. / VMP Ambiente Intermediário: 0,050 mg/L. / VMP Ambiente Lótico: 0,100 mg/L 

64 Metoxicloro µg/L 0,001 0,03 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

65 Paration µg/L 0,005 0,04 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.005 < 0.005

66 Pentaclorofenol mg/L 0,000005 0,009 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.000005 < 0.000005

67 Simazina µg/L 0,005 2 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.005 < 0.005

68 2,4,5-T µg/L 0,005 2 < 1 < 1 < 1 < 0.005 < 0.005

69 2,4,5-TP µg/L 0,005 10 <1 < 1 < 1 < 0.005 < 0.005

70 2,4,6-Triclorofenol mg/L 0,000003 0,01 nq nq nq < 0.000003 < 0.000003

71 Trifluralina µg/L 0,005 0,2 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

72 Demeton (-O e -S) µg/L 0,01 0,1 < 0.02 < 0.02 < 0.02 < 0.01 < 0.01

73 Heptacloro e Heptacloro Epóxido µg/L 0,002 0,01 < 0.005 < 0.005 < 0.005 < 0.002 < 0.002

74 o,p'-DDT µg/L 0,001 0,002 < 0.001 < 0.001 < 0.001 nq nq

75 o,p'-DDT + o,p'-DDD + o,p'-DDE µg/L 0,003 0,002 < 0.003 < 0.003 < 0.003 nq nq

76 p,p'-DDT + p,p'-DDD + p,p'-DDE µg/L 0,003 0,002 nq nq nq < 0.002 < 0.003

77 Endossulfan (a, b e sulfato) µg/L 0,003 0,056 < 0.03 < 0.03 < 0.03 < 0.003 < 0.003

78 PCB's µg/L 0,001 0,001 nq nq nq nq < 0.001

79 PCB 8 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

80 PCB 28 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

81 PCB 37 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

82 PCB 44 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

83 PCB 49 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

84 PCB 52 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

85 PCB 60 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

86 PCB 66 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

87 PCB 70 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

88 PCB 74 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

89 PCB 77 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

90 PCB 82 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

91 PCB 87 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

92 PCB 99 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

93 PCB 101 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

94 PCB 105 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

95 PCB 114 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

96 PCB 118 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

97 PCB 126 + 166 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

98 PCB 128 + 167 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

99 PCB 138 + 158 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

100 PCB 153 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

101 PCB 156 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

102 PCB 169 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

103 PCB 170 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

104 PCB 179 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

105 PCB 180 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

106 PCB 183 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

107 Hexaclorobenzeno µg/L 0,005 0,0065 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.005 < 0.005

108 Tributilestanho µg/L 0,005 0,063 nq nq nq < 0.005 < 0.005

109 Benzidina µg/L 0,0001 0,001 nq nq nq < 0.0001 < 0.0001

110 1,2-Dicloroetano mg/L 0,001 0,01 < 0.00045 < 0.00045 < 0.00045 < 0.001 < 0.001

111 1,1-Dicloroeteno mg/L 0,001 0,003 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.001 < 0.001

112 Diclorometano mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

113 Estireno mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

114 Etilbenzeno µg/L 1 90 nq nq nq nq < 1

115 Índice de Fenóis mg/L 0,001 0,003 nq nq nq nq 0,001

116 Glifosato µg/L 5 65 < 55 < 55 < 55 nq < 5

117 Surfactantes (como o LAS) mg/L 0,2 0,5 nq nq nq nq 0,21

118 Tetracloreto de Carbono mg/L 0,0005 0,002 nq nq nq nq < 0.0005

119 Tetracloroeteno mg/L 0,001 0,01 < 0.00031 < 0.00031 < 0.00031 nq < 0.001

120 Tolueno µg/L 1 2 nq nq nq nq < 1

121 Toxafeno µg/L 0,01 0,01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 nq < 0.01

122 Triclorobenzenos mg/L 0,003 0,02 < 0.00043 < 0.00043 < 0.00043 nq < 0.003

123 Tricloroeteno mg/L 0,0005 0,03 < 0.002 <0.002 < 0.002 nq < 0.0005

124 Xilenos µg/L 3 300 nq nq nq nq < 3

125 pH (a 25°C) − − − 2 − 1 6 − 9 nq nq nq nq 6,79

126 Sólidos Dissolvidos Totais mg/L 5 500 nq nq nq nq 20
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  Parâmetros biométricos 

Agrupamentos 

 Peso Total (g) CRC (mm) IGS (%) 

 Média ± SE Média ± SE Média ± SE 

     

Unidade de Conservação  9,314 ± 0,293 50,414 ± 2,030 0,063 ± 0,007  

Antropizado_GO  8,570 ± 0,394 43,498 ± 0,632 0,163 ± 0,037  

Antropizado_SP  9,385 ± 0,348 44,705 ± 0,520 0,170 ± 0,046  

     

Ambientes 
    

Unidade de Conservação  9,314 ± 0,293 50,414 ± 2,030 0,063 ± 0,007  

Soja_GO  9,643 ± 0,289 44,956 ± 0,612 0,106 ± 0,008 

Cana_GO  6,732 ± 0,333 41,000 ± 0,654 0,344 ± 0,071 

Cana_SP  9,352 ± 0,506 44,438 ± 0,740 0,188 ± 0,069  

Urbano_SP  9,447 ± 0,378 45,200 ± 0,595 0,136 ± 0,019 

     

UC dez/18 23,20 7,41 101,90 2,56 3,20 0,01 1,40

SOJA_GO nov/18 35,70 5,38 76,10 3,70 24,80 1,31 20,00

CANA_GO fev/19 28,90 7,74 90,50 52,60 19,20 0,03 26,00

CANA_SP fev/20 27,00 8,84 60,00 47,60 − 0,02 −

URBANO_SP jan/20 30,80 9,37 62,00 49,20 − 0,03 −

Resistividade Salinidade (psu)
Solidos totais 

dissolvidos (ppm)
Ambientes Data (M/A) Temperatura (°C) pH O2 Dissolvido (%) Condutividade (µS)

Tabela 5: Média dos valores encontrados nos parâmetros biométricos. CRC – Comprimento rostro-
cloacal; IGS – Índice gonadossomático. Média ± SE. 

Tabela 4: Parâmetros físico-químicos das amostras de água das proximidades dos ambientes onde 
foram coletados os indivíduos de L. fuscus. 
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 Parâmetros morfométricos testiculares 

Agrupamentos 

 

A.LOC (µm2) Sg (µm2) Sc (µm2) Sm (µm2) Sz (µm2) 

 

Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE Média ± SE 

 
 

     

Unidade de Conservação 
 

18168,80 ± 2678,84 2161,88 ± 458,87  5180,94 ± 1089,35 521,71 ± 293,56 1812,81 ± 550,83  

Antropizado_GO 
 

24757,56 ± 1783,32 2918,45 ± 566,60  7840,05 ± 1352,46 753,60 ± 293,33  2114,87 ± 469,70 

Antropizado_SP 
 

24264,55 ± 903,74 2503,78 ± 421,65 8422,04 ± 1266,37 616,25 ± 285,48  2310,20 ± 493,53 

 
 

     

Ambientes 

 

     

Unidade de Conservação 
 

18168,80 ± 2678,84 2161,88 ± 458,87  5180,94 ± 1089,35 521,71 ± 293,56 1812,81 ± 550,83  

Soja_GO 
 

29450,60 ± 3654,91 3532,79 ± 795,22  9607,86 ± 1826,62 714,41 ± 399,10 1982,46 ± 555,14 

Cana_GO 
 

16712,58 ± 3513,97 1865,29 ± 506,48 4809, 53 ± 1263,58 820,80 ± 406,30  2341,88 ± 841,96 

Cana_SP 
 

25181,58 ± 3263,02 2537,53 ± 565,88 9233,60 ± 1751,38 594,36 ± 364,25 2209,12 ± 628,71 

Urbano_SP 
 

22823,49 ± 3627,55 2450,75 ± 620,31 7146,73 ± 1629,17 650,65 ± 459,67 2469,04 ± 793,36 

 
 

      

Tabela 7: Média da área dos parâmetros morfométricos testiculares. A.LOC – área locular; Sg - 

espermatogônias; Sc - espermátocitos; Sm- espermátides; Sz- espermatozoides. Média ± SE. 
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Capítulo 3 

 

Interação do sistema reprodutor e imunológico (trade-off) em anuros 

viventes em diferentes ambientes antropizados 

 

RESUMO 

Para a manutenção das espécies é essencial que os organismos apresentem 

uma resposta imune dinâmica e uma ótima atividade reprodutiva. Porém, esses 

processos são energeticamente custosos, e como os animais não dispõem de 

grandes reservas, os organismos podem priorizar um sistema em função do 

outro (trade-off), essa relação pode ainda sofrer influência de ambientes 

alterados e poluentes neles presente. Tendo isso em vista, nosso trabalho 

visou investigar a interação entre a imunidade celular e reprodução do anuro 

Leptodactylus fuscus, e se a antropização exerce influência tanto nos sistemas 

isoladamente, quanto na possível relação entre eles. Foram analisados 

biomarcadores morfométricos, imunológicos (contagem diferencial de 

leucócitos, densidade estrutural volumétrica e quantificação de mastócitos do 

baço) e reprodutivos (área locular e dos cistos espermatogênicos) além do 

índice de massa escalonar, para estimar a saúde e fitness. Com esses 

marcadores, foram realizadas análises comparativas correlacionais, visando 

estabelecer a relação entre os sistemas. Os animais nativos de áreas 

antropizadas apresentaram uma resposta imune maior bem como um aumento 

na atividade reprodutiva, entretanto não houve correlações significativas entres 

os dados. O índice de massa corporal evidenciou um maior número de 

correlações positivas (ainda que fracas) com parâmetros reprodutivos (área 

locular, e cistos de espermatogônias e espermatócitos). Ainda que não 

tenhamos encontrados relações diretas entre os marcadores dos sistemas, os 

animais por apresentarem boas condições corporais aparentemente podem 

manter tanto uma boa resposta reprodutiva quanto uma resposta imune 

sistêmica, nos ambientes antrópicos. Essa resposta pode ser produto de 

adaptações que espécies generalistas podem apresentar, capacitando-as a se 

manterem nesses ambientes alterados. 
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1. INTRODUÇÃO 

O esforço reprodutivo e a imunocompetência são de fundamental 

importância para a adaptação, pois garantem a sobrevivência do indivíduo e a 

continuidade das espécies (Lochmiller e Deerenberg, 2000; Segner et al., 2017; 

Schoenle et al., 2018). Esses sistemas ainda que com funções completamente 

distintas, possuem pontos de interações em comum. Sabe-se que hormônios 

andrógenos, como a testosterona, regulam as atividades reprodutivas, como 

comportamento e maturação sexual, mas também podem atuar no sistema 

imunológico (Segner et al., 2017). Alguns vertebrados apresentam receptores 

androgênicos em diversas células imunes como neutrófilos, macrófagos e 

linfócitos B e T (Segner et al., 2017), de forma que a testosterona pode modular 

as respostas imunes em anuros, suprimindo ou potencializando-as (Desprat et 

al., 2015; Kindermann et al., 2017; Madelaire et al., 2017; Titon et al., 2018). 

Contudo, tanto as respostas reprodutivas quanto as imunológicas 

demandam de um alto custo energético, e considerando que os organismos 

dispõem de recursos limitados (Sheldon e Verhulst, 1996; Lochmiller e 

Deerenberg, 2000; Emerson e Hess, 2001; Demas, 2004; Madelaire e Gomes, 

2016; Madelaire et al., 2017; Titon et al., 2018; Gomes et al., 2022), diante de 

situações de estresse ou desafio imunológico com possível diminuição de 

expectativa de vida, vertebrados como os anuros podem reagir de maneiras 

distintas: podendo investir em um maior esforço reprodutivo, garantindo um 

momento efetivo porem final (Brannelly et al., 2016; Zamora-Camacho e 

Comas, 2017); ou podem priorizar uma resposta imune, potencializando-a, mas 

reduzindo a atividade reprodutiva (McCallum e Trauth 2007; Roznik et al., 

2015; Kindermann et al., 2017). 

Essa complexa relação de demanda conflitante (trad-off)  pode ainda 

estar sujeita a interferências das alterações antrópicas nos habitats (Iglesias-

Carrasco et al., 2016), que por si só já exercem pressões negativas aos anuros 

(Cordier et al., 2021), mas também adicionam aos ambientes inúmeros 

compostos desreguladores endócrinos (DEs) de diferentes origens (agrícolas, 

resíduos industriais e urbanos, entre outros), com potencial de intervir em rotas 

hormonais importantes desses sistemas (reprodutivo e imune) (Tijani et al., 
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2016; Da Silva et al., 2018; Esbaugh et al., 2018; Trudeau et al., 2020), o que 

pode desbalancear ainda essas respostas. 

Sendo os anuros muito susceptíveis a contaminantes ambientes (tanto 

aquáticos como terrestres) (Hayes et al., 2010; Awkerman et al., 2020), este 

estudo teve por objetivo investigar a possivel interrelação entre a resposta 

imune celular e atividade reprodutiva (nas células germinativas) de 

Leptodactylus fuscus (Anura: Leptodactylidae), viventes em ambientes com 

pressões antrópicas distintas. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Dados utilizados 

 Para estabelecer a interação do sistema reprodutor e imunológico, 

utilizamos dados já coletados de experimentos anteriores, referentes aos 

capítulos um (Título: “Áreas antropizadas desencadeiam alterações 

morfofuncionais em células e tecidos imunes em L. fuscus”) e dois (Titulo: 

“Morfometria testicular como atributo fenotípico para avaliação de antropização 

ambiental”). 

De maneira resumida, foram realizadas coletas em cinco ambientes 

distribuídos entre os estados de Goiás (Parque Nacional das Emas – controle, 

plantação de cana e de soja) e de São Paulo (plantação de cana e área 

urbana). Foram coletados 49 espécimes de Leptodactylus fuscus, com imediata 

eutanásia e coleta de amostras biológicas de baço, sangue e testículos. Foram 

realizadas as seguintes análises: biométricos - peso total, comprimento rostro-

cloacal, índice de massa escalonar (IME); baço: índice esplenossomático, 

densidade estrutural volumétrica, e quantificação de mastócitos e melanina; 

sangue: contagem diferencial de leucócitos; testículo: índice gonadossomático, 

área dos componentes germinativos quantificação de mastócitos. 

2.2. Análises exploratórias 

 Para as análises exploratórias dos dados foi realizada uma análise 

multivariada dos componentes principais (PCA) a fim de comparar as variáveis 

respostas nos locais amostrados. Essa análise foi escolhida, pois é uma 

ordenação de reduz a dimensionalidade dos dados.  Para avaliar a relação 
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entre as varáveis respostas de diferentes órgãos, bem como saber se eram 

complementares, foram realizadas análises de correlação de Pearson. Todas 

as análises foram realizadas no software R. 

 

3.RESULTADOS  

De forma bastante ampla e integrada, em nossos dados foi possível 

evidenciar que houve uma resposta imune sistêmica (com relativos aumentos 

dos parâmetros leucocitários e esplênicos); um aumento da resposta 

reprodutiva (expressa através da morfometria testicular); e maiores médias 

para o IME dos animais viventes em ambientes antropizados. 

Os dados referentes às análises exploratórias podem ser observados nas 

Figuras 1 e 2. Das variáveis fenotípicas analisadas, área locular é a que 

contribui em maior porcentagem (72%) para o eixo 1 da PCA, já para o eixo 2 é 

a presença da melanina que se destacou com também cerca de 70%. Os 

valores estatísticos estão sumarizados nos Apêndices D e E. 

Apenas o índice de massa escalonar (IME), apresentou um número maior 

de correlações positivas (ainda que fracas) com parâmetros reprodutivos, 

especificamente com a área locular (r= 0.40; p= 0.01), cistos de 

espermatogônias (r= 0.35; p= 0.02) e espermátocitos (r = 0.37; p= 0.01). 

Quanto aos parâmetros histológicos comparados entre o sistema 

reprodutor (testículo) e o imunológico (baço e sangue) não houve nenhum tipo 

de correlação significativa. Dessa forma, as alterações histológicas observadas 

no testículo, sangue e baço são independentes entre si.  

  

4 DISCUSSÃO  

4.1 Índice de condição corporal  

Os índices de condições corporais (ICC) podem predizer a saúde e o 

fitness de animais, refletindo a condição nutricional e reservas energéticas que 

esses organismos dispõem, para realizar suas funções fisiológicas (Brodeur et 

al. 2020), desta forma, em nosso trabalho esse índice representou de forma 

métrica, um indicador comum entre os dois sistemas. 
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Quando associados a parâmetros reprodutivos e imunes esses índices, 

fornecem informações da demanda energética desses sistemas (e.g. Roznik et 

al., 2015; Madelaire e Gomes, 2016; Madelaire et al., 2017; Titon Junior et al., 

2021). Considerando que o IME, apresentou um maior número de correlações 

positivas (ainda que fracas), com parâmetros reprodutivos (especificamente 

com a área de espermatogônia, espermatócito e locular), é possivel 

estabelecer uma relação próxima entre esses marcadores, por exemplo, sapos 

machos com maiores ICC podem obter maior sucesso reprodutivo (Madelaire 

et al., 2017), já que comportamentos reprodutivos como a vocalização utilizam 

intensamente as reservas energéticas (Madelaire e Gomes et al., 2016), além 

disso,  esses comportamentos levam ao aumentar hormônios glicocorticoides, 

que estão associados ao aumento da mobilização de energia utilizadas para 

atividades imediatas e futuras (Carr, 2011; Leary et al., 2015; Madelaire e 

Gomes, 2016; Titon et al., 2018). 

Ainda que não tenhamos encontrado correlações do IME com 

marcadores imunes, existem trabalhos na literatura indicando que esses 

índices são importantes mediadores nas modulações imunológicas (Schoenle 

et al., 2018), anuros com menores índices corpóreos são negativamente 

impactados na resposta defensiva quando expostos a lipopolissacarídios de 

bactérias (LPS) (Titon Junior et al., 2021), sabe-se também quem em situação 

de estresse a resposta imune pode variar positiva ou negativamente em função 

dos ICCs (Leary et al. 2015; Titon et al., 2018; Gomes et al., 2022). 

Sendo então um reflexo da saúde e nutrição desses animais, o ambiente 

a qual estão inseridos exerce pressões nesses indicadores, a exemplo, 

Brodeur et al. (2011) relatou uma diminuição desses índices em anuros 

coletados em plantio de soja, incluindo espécies do mesmo gênero de L. 

fuscus. Outros tipos de alterações ambientais, como fragmentação e 

urbanização também podem gerar efeitos negativos nesses organismos 

(Matías-Ferrer e Escalante, 2015). Entretanto, a resposta pode variar em 

função das espécies, de forma que espécies generalistas tendem a se 

beneficiar de ambientes com diferentes graus de fragmentação (Steinicke et al., 

2015; Catenazzi, 2015), em alguns casos a variedade de habitats existentes 

em áreas agrícolas, pode fornecer diferentes tipos de sítios reprodutivos e 

reduzir a competição intra e interespecífica por recursos alimentares, o que 
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pode gerar uma melhora nos índices corporais de anuros ali viventes (Guillot et 

al., 2016; Li et al., 2019; 2020). 

É importante considerar que compensações imunológicas e reprodutivas 

não são obrigatórias e sim facultativas, sendo principalmente adaptadas de 

acordo com as necessidade e condições de recursos do animal (French et al., 

2007). Desta maneira, se o indivíduo apresenta uma boa condição corporal, é 

possível que haja um equilíbrio entre as respostas reprodutivas e imunes, ainda 

que em situações de estresse seria viável manter uma resposta dinâmica, 

desses dois sistemas (Roznik et al., 2015; Schoenle et al., 2018; Madelaire et 

al., 2019; Cassettari et al., 2022). 

 

4.2 Imunidade e reprodução: relação entre os sistemas e como 

respondem a antropização 

Em nossos dados evidenciamos que animais viventes em ambientes 

antropizados tendem a apresentar um quadro de imunomoduação sistêmica e 

uma atividade reprodutiva maior. Como as respostas imunes e reprodutivas 

são bastante dispendiosas energeticamente (Sheldon e Verhulst, 1996; 

Emerson e Hess, 2001; Gomes et al., 2022), esperava-se que quando um 

sistema estivesse em maior atividade, o outro respondesse inversamente, fato 

este que não foi constatado em nossos dados, além de não encontramos 

correlações entre os marcadores. No que diz respeito à relação entre esses 

dois sistemas, existem trabalhos traçando um efeito da testosterona atuando 

na modulação das respostas. Durante a estação reprodutiva a taxa desse 

hormônio é alta nos anuros, podendo atuar de maneira imunoestimulatória 

(Desprat et al., 2015; Titon et al., 2018; Gomes et al., 2022). Por exemplo, 

quando os machos estão engajados na atividade reprodutiva, e com altas taxas 

de esteroides, apresentam também maior número de leucócitos circulantes e 

uma resposta mais forte ao desafio imunológico, indicando uma imunidade 

mediada por células mais forte (Madelair et al., 2017; Cassettari et al., 2022), 

Desprat et al. (2015) relatam também uma maior resposta inflamatória em 

animais expostos a testosterona exógena. 

Por viverem em diferentes habitats antropizados, os anuros encontram-

se expostos a inúmeras fontes de exposição de compostos desreguladores 
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endócrinos (Slaby et al., 2019). Em ambientes agrícolas,  onde há muitos sítios 

de reprodução (Li et al., 2019; 2020; Trudeau et al., 2020; Suárez et a., 2021), 

a aplicação de agrotóxicos coincidem com a estação reprodutiva, sendo que 

muitos desses compostos apresentam ação estrogênica, androgênica, 

antiandrogênica e progestogênica, que podem interferir nos esteroides sexuais 

ligados a diferenciação gonadal (Mackenzie et al., 2003; Slaby et al., 2019; 

Trudeau et al., 2020; Yang et al., 2021), bem como interferir nas respostas 

imunes desses animais (Christin et al., 2003; 2013; Brodkin et al., 2007; Shutler 

e Marcogliese, 2011). 

Uma das estratégias adotadas pelos organismos, quando em desafios 

muito intensos de forma que seja quase improvável se reproduzir futuramente, 

boa parte de seu investimento se direciona para um último evento reprodutivo, 

conhecido como “hipótese de investimento terminal“ (Brannelly et al., 2016). A 

exemplo, sapos infectados pelo fungo Bd (Batrachochytrium dendrobatidis), 

apresentam uma maior probabilidade de exibir comportamentos reprodutivos, 

bem como uma maior proporção de espermatócitos e feixe de 

espermatozoides, sugerindo um maior esforço reprodutivo (Chatfield et al., 

2013; Roznik et al., 2015; Brannelly et al., 2016). A ação antrópica e seus 

poluentes podem ser um ativador dessa resposta, quando o tempo de vida é 

reduzido por estar inseridos ambientes antropizados – como áreas agrícolas -, 

pode haver esse investimento na reprodução para a manutenção da espécie 

(Zamora-Camacho e Comas, 2017), como é observado em fêmea de anuros 

presentes em ambientes com contaminação de metais pesados, que priorizam 

a reprodução ao invés de investir em saúde e sobrevivência (Zhang et al., 

2018). 

Como já mencionado, a resposta de ambos os sistemas também pode 

variar entre as espécies,  ainda que esses ambientes antrópicos exerçam essa 

pressão aos anuros, espécies generalistas se munem de adaptações que 

beneficiam sua permanência nesses  cenários (Catenazzi, 2015; Pyron, 2018). 

Essas estas espécies se ajustam de maneiras mais eficientes a condições 

estressantes, mantendo níveis de cortisol (hormônio do estresse) mais baixos, 

exibindo também uma maior imunocompetência (Gomes et al., 2012; Assis et 

al., 2019; Garcia Neto et al., 2020), e mesmo vivendo em ambientes com 

diferentes tipos de poluição (como áreas industriais ou contaminadas com 
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metais pesados), conseguem se reproduzir sem dificuldades (Guo et al., 2018; 

Santana et al., 2021). 

É importante ressaltar que por um lado ainda que essas espécies 

tendam a se expandir e beneficiar nesses ambientes antropizados, por outro, o 

aumento das espécies generalistas gera um impacto no valor de conservação 

ambiental, além de uma perda geral na riqueza (Thompson et al., 2016; Cordier 

et al., 2021; Saccol et al., 2022), reforçando ainda mais a importância da 

manutenção de habitas naturas como unidades de conservação para a 

preservação da anurofauna (Oliveira et al., 2019; Saccol et a., 2022). 

 

CONCLUSÃO 

Ainda que tenhamos identificado que os animais viventes em ambientes 

antropizados apresentem atividade imunológica e reprodutiva aumentada, não 

foi possível estabelecer uma relação consistente entre esses dois sistemas. 

Entretanto, salientamos a importância dos índices de condição corporal não 

somente como um indicador eficiente, mas como uma característica importante 

sobre a saúde desses animais, já que animais com ICC maiores podem manter 

a resposta desses sistemas sem que haja uma demanda conflitante. 

Concluímos também, que as espécies classificadas como generalistas, podem 

se beneficiar desses ambientes antropizados, exibindo uma resposta imune e 

reprodutiva eficientes, mesmo nesses ambientes modificados. 
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Figura 1:  Correlograma dos marcadores imunes e reprodutivos. IME- Índice de massa escalonar; 

Gonia – espermatogônia; Cito – espermatócito; Sptz - espermatozoide; Tide– espermátide; 

Mast_Test– mastócito testicular; Mast_baco- mastócito no baço; Pig_Baco- pigmentação no baço; 

P_Branca– Polpa Branca; P_Vermelha– Polpa vermelha; Vasos– vasos sanguíneos; Melano– 

melanócitos; Linf – linfócito; Neut– neutrófilos; Baso– Basófilos; Eosi– Eosinófilos; Mono– Monócitos. 
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Figura 2:  Análise dos componentes principais com dados agrupados em A, e separados em B. 
Vetores: SMI- Índice de massa escalonar; Gonia – espermatogônia; Cito – espermatócito; Tide– 
espermátide; Sptz - espermatozoide; Mast_Test– mastócito testicular; Mast_baco- mastócito no 
baço; Pig_Baco- pigmentação no baço; P_Branca– Polpa Branca; P_Vermelha– Polpa 
vermelha; Vasos– vasos sanguíneos; Melano– melanócitos; Linf – linfócito; Neut– neutrófilos; 
Baso– Basófilos; Eosi– Eosinófilos; Mono– Monócitos. Grupos: UC – Unidade de conservação; 
SJ_GO – Soja_GO; CN_GO- Cana_GO; CN_SP- Cana_SP; UR_SP- Urbano_SP. 
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5.CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em caráter imunológico, os animais viventes em ambientes antropizados 

evidenciaram um quadro de imunomoduação sistêmica, gerando alterações em 

diferentes componentes (como a estrutura esplênica e perfil leucocitário) o que 

pode comprometer a eficiência da defesa frente a agentes estressores.  

Quanto à reprodução, ficou evidente o efeito da antropização na 

atividade reprodutiva refletido nas proporções das células germinativas. O 

quadro geral evidencia que os animais apresentaram maior atividade nesses 

ambientes, contudo a pressão exercida não é uniforme quando se atenta aos 

cenários isolados. Desta forma, essas respostas podem configurar mais uma 

adaptação de espécies generalistas a novos ambientes, que respondem de 

maneira plástica a essas condições.  

Mesmo que não tenhamos encontrado relações diretas entre os 

sistemas, nossos dados apontam para uma resposta imune ativa e um 

aumento reprodutivos e bons índices corporais dessa espécie. Em alguns 

casos, animais podem exibir melhores desempenhos reprodutivos quando sua 

longevidade se encontra diminuída por agentes externos, alocando recursos 

para um último evento reprodutivo (o que pode ser associado às correlações do 

IME com parâmetros reprodutivos). É plausível supor que quando os animais 

apresentam boas condições corporais, eles conseguem manter uma resposta 

imune atuante e um bom desempenho reprodutivo, o que capacita ainda mais 

as espécies generalistas a perpetuarem em ambientes antrópicos. 
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7. APÊNDICES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Ambientes  Tipos de matriz % 
   

UC 
Pastagem natural 0,3  

Campo 99,7 

SOJA_GO 

Formação de Floresta 8,5 

Formação de savana 0,4 

Pastagem 0,2 

Plantação de soja 90,9 

CANA_GO 

Formação de Floresta 14,2 

Formação de savana 9,8 

Campo 13,1 

Pastagem 16,3 

Plantação de cana-de-açúcar 40,8 

Plantação de soja 1,8 

Outras plantações temporárias 4,0 

CANA_SP 

Formação de Floresta 1,2 

Zona úmida 1,3 

Plantação de cana-de-açúcar 61,6 

Mosaico de agricultura e pastagem 3,6 

Outras plantações temporárias 3,6 

Citrus 28,8 

URBANO_SP 

Formação de floresta 0,7 

pastagem 22,2 

Plantação de cana-de-açúcar 10,5 

Mosaico de agricultura e pastagem 15,1 

Infraestrutura Urbana 51,5 

 

Apêndice A: Proporções detalhadas dos tipos de uso de solo 

encontrados nos pontos amostrados num raio de 2km. 
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UC Cana - GO Soja - GO Cana - SP Urbano - SP

1 Coliformes Totais NMP/100mL 10 − − − nq nq nq nq > 24200

2 Coliformes Termotolerantes NMP/100mL 10 1000 nq nq nq nq 1722

3 Alumínio Dissolvido mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0986

4 Antimônio mg/L 0,001 0,005 nq nq nq nq < 0.001

5 Arsênio mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

6 Bário mg/L 0,001 0,7 nq nq nq nq 0,0113

7 Berílio mg/L 0,001 0,04 nq nq nq nq < 0.001

8 Boro mg/L 0,001 0,5 nq nq nq nq < 0.001

9 Cádmio mg/L 0,001 0,001 nq nq nq nq < 0.001

10 Chumbo mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

11 Cianeto Livre mg/L 0,001 0,005 nq nq nq nq < 0.001

12 Cloreto mg/L 0,5 250 nq nq nq nq 1,83

13 Cloro Residual Total mg/L 0,01 0,01 nq nq nq nq < 0.01

14 Cobalto mg/L 0,001 0,05 nq nq nq nq < 0.001

15 Cobre Dissolvido mg/L 0,001 0,009 nq nq nq nq 0,0031

16 Cromo mg/L 0,001 0,05 nq nq nq nq 0,0014

17 Ferro Dissolvido mg/L 0,001 0,3 nq nq nq nq 0,103

18 Fluoreto mg/L 0,05 1,4 nq nq nq nq 0,12

19 Fósforo Total mg/L 0,01 Obs (2) nq nq nq nq 0,0585

20 Lítio mg/L 0,001 2,5 nq nq nq nq < 0.001

21 Manganês mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0055

22 Mercúrio mg/L 0,0001 0,0002 nq nq nq nq < 0.0001

23 Niquel mg/L 0,001 0,025 nq nq nq nq < 0.001

24 Nitrato mg/L 0,5 10 nq nq nq nq < 0.5

25 Nitrito mg/L 0,02 1 nq nq nq nq < 0.02

26 Nitrogênio Amoniacal mg/L 0,1 Obs (1) nq nq nq nq < 0.1

27 Prata mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

28 Selênio mg/L 0,001 0,01 nq nq nq nq < 0.001

29 Sulfato mg/L 0,5 250 nq nq nq nq 2,95

30 Sulfetos mg/L 0,002 0,002 nq nq nq nq < 0.002

31 Urânio mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

32 Vanádio mg/L 0,001 0,1 nq nq nq nq 0,0021

33 Zinco mg/L 0,001 0,18 nq nq nq nq 0,0049

34 Acrilamida µg/L 0,1 0,5 nq nq nq nq < 0.1

35 Alaclor µg/L 0,005 20 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.005 < 0.005

36 Aldrin + Dieldrin µg/L 0,002 0,005 < 0.02 < 0.002 < 0.002 < 0.002 < 0.002

37 Atrazina µg/L 0,005 2 < 1 < 1 < 1 0,0092 < 0.005

38 Benzeno mg/L 0,0005 0,005 nq nq nq nq < 0.0005

39 Benzo(a)antraceno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

40 Benzo(a)pireno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

41 Benzo(b)fluoranteno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

42 Benzo(k)fluoranteno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

43 Acenoftileno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

44 Fluoreno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

45 Antraceno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

46 Benzo(g,h,i)perileno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

47 Fenantreno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

48 Pireno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

49 Acenafteno µg/L 0,01 nid nq nq nq < 0.01 < 0.01

50 Carbaril µg/L 0,005 0,02 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.005 < 0.005

51 Clordano (cis  e trans ) µg/L 0,002 0,04 < 0.02 < 0.02 < 0.02 < 0.002 < 0.002

52 2-Clorofenol µg/L 0,005 0,1 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

53 Criseno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

54 2,4-D µg/L 0,005 4 < 0.15 < 0.15 < 0.15 < 0.005 < 0.005

55 Dibenzo(a,h)antraceno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq < 0.005 < 0.005

56 2,4-Diclorofenol µg/L 0,005 0,3 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

57 Dodecacloropentaciclodecano µg/L 0,001 0,001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

58 Endrin µg/L 0,001 0,004 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

59 Gution µg/L 0,004 0,005 < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004 < 0.004

60 Indeno(1,2,3,cd)pireno µg/L 0,005 0,05 nq nq nq nq < 0.005

61 Lindano (g-HCH) µg/L 0,001 0,02 < 0.01 < 0.01 < 0.01 nq < 0.001

62 Malation µg/L 0,005 0,1 < 0.05 < 0.05 < 0.05 <0.005 < 0.005

63 Metolacloro µg/L 0,005 10 < 0.1 < 0.1 < 0.1 0,17 < 0.005

Resultados
Unidade LQ/Faixa CONAMA 357 Parâmetros

Apêndice B: Análises das amostras de água coletadas nos diferentes ambientes estudados. nq – não 
quantificado; LQ/Faixa - limite de quantificação; UC – unidade de conservação. 
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Obs (1): VMP em função do pH:  ,7mg/L para pH ≤ 7,5; 2,0mg/L para 7,5 < pH < 8,0; 1,0mg/L para 8,0 < pH < 8,5; 0,5mg/L para pH > 8,5. 
Obs (2): VMP Ambiente Lêntico: 0,030 mg/L. / VMP Ambiente Intermediário: 0,050 mg/L. / VMP Ambiente Lótico: 0,100 mg/L 

64 Metoxicloro µg/L 0,001 0,03 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001

65 Paration µg/L 0,005 0,04 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.005 < 0.005

66 Pentaclorofenol mg/L 0,000005 0,009 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.000005 < 0.000005

67 Simazina µg/L 0,005 2 < 0.1 < 0.1 < 0.1 < 0.005 < 0.005

68 2,4,5-T µg/L 0,005 2 < 1 < 1 < 1 < 0.005 < 0.005

69 2,4,5-TP µg/L 0,005 10 <1 < 1 < 1 < 0.005 < 0.005

70 2,4,6-Triclorofenol mg/L 0,000003 0,01 nq nq nq < 0.000003 < 0.000003

71 Trifluralina µg/L 0,005 0,2 < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.005 < 0.005

72 Demeton (-O e -S) µg/L 0,01 0,1 < 0.02 < 0.02 < 0.02 < 0.01 < 0.01

73 Heptacloro e Heptacloro Epóxido µg/L 0,002 0,01 < 0.005 < 0.005 < 0.005 < 0.002 < 0.002

74 o,p'-DDT µg/L 0,001 0,002 < 0.001 < 0.001 < 0.001 nq nq

75 o,p'-DDT + o,p'-DDD + o,p'-DDE µg/L 0,003 0,002 < 0.003 < 0.003 < 0.003 nq nq

76 p,p'-DDT + p,p'-DDD + p,p'-DDE µg/L 0,003 0,002 nq nq nq < 0.002 < 0.003

77 Endossulfan (a, b e sulfato) µg/L 0,003 0,056 < 0.03 < 0.03 < 0.03 < 0.003 < 0.003

78 PCB's µg/L 0,001 0,001 nq nq nq nq < 0.001

79 PCB 8 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

80 PCB 28 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

81 PCB 37 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

82 PCB 44 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

83 PCB 49 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

84 PCB 52 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

85 PCB 60 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

86 PCB 66 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

87 PCB 70 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

88 PCB 74 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

89 PCB 77 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

90 PCB 82 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

91 PCB 87 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

92 PCB 99 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

93 PCB 101 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

94 PCB 105 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

95 PCB 114 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

96 PCB 118 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

97 PCB 126 + 166 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

98 PCB 128 + 167 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

99 PCB 138 + 158 µg/L 0,002 nid nq nq nq < 0.002 < 0.002

100 PCB 153 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

101 PCB 156 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

102 PCB 169 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

103 PCB 170 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

104 PCB 179 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

105 PCB 180 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

106 PCB 183 µg/L 0,001 nid nq nq nq < 0.001 < 0.001

107 Hexaclorobenzeno µg/L 0,005 0,0065 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.005 < 0.005

108 Tributilestanho µg/L 0,005 0,063 nq nq nq < 0.005 < 0.005

109 Benzidina µg/L 0,0001 0,001 nq nq nq < 0.0001 < 0.0001

110 1,2-Dicloroetano mg/L 0,001 0,01 < 0.00045 < 0.00045 < 0.00045 < 0.001 < 0.001

111 1,1-Dicloroeteno mg/L 0,001 0,003 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.001 < 0.001

112 Diclorometano mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

113 Estireno mg/L 0,001 0,02 nq nq nq nq < 0.001

114 Etilbenzeno µg/L 1 90 nq nq nq nq < 1

115 Índice de Fenóis mg/L 0,001 0,003 nq nq nq nq 0,001

116 Glifosato µg/L 5 65 < 55 < 55 < 55 nq < 5

117 Surfactantes (como o LAS) mg/L 0,2 0,5 nq nq nq nq 0,21

118 Tetracloreto de Carbono mg/L 0,0005 0,002 nq nq nq nq < 0.0005

119 Tetracloroeteno mg/L 0,001 0,01 < 0.00031 < 0.00031 < 0.00031 nq < 0.001

120 Tolueno µg/L 1 2 nq nq nq nq < 1

121 Toxafeno µg/L 0,01 0,01 < 0.01 < 0.01 < 0.01 nq < 0.01

122 Triclorobenzenos mg/L 0,003 0,02 < 0.00043 < 0.00043 < 0.00043 nq < 0.003

123 Tricloroeteno mg/L 0,0005 0,03 < 0.002 <0.002 < 0.002 nq < 0.0005

124 Xilenos µg/L 3 300 nq nq nq nq < 3

125 pH (a 25°C) − − − 2 − 1 6 − 9 nq nq nq nq 6,79

126 Sólidos Dissolvidos Totais mg/L 5 500 nq nq nq nq 20
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UC dez/18 23,20 7,41 101,90 2,56 3,20 0,01 1,40

SOJA_GO nov/18 35,70 5,38 76,10 3,70 24,80 1,31 20,00

CANA_GO fev/19 28,90 7,74 90,50 52,60 19,20 0,03 26,00

CANA_SP fev/20 27,00 8,84 60,00 47,60 − 0,02 −

URBANO_SP jan/20 30,80 9,37 62,00 49,20 − 0,03 −

Resistividade Salinidade (psu)
Solidos totais 

dissolvidos (ppm)
Ambientes Data (M/A) Temperatura (°C) pH O2 Dissolvido (%) Condutividade (µS)

Apêndice C: Parâmetros físico-químicos das amostras de água das proximidades dos ambientes onde 
foram coletados os indivíduos de L. fuscus. 
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Apêndice D:  Valores estatísticos da correlação entres os marcadores imunes e reprodutivos 
realizadas no Capítulo 3. Em A valor de p, sendo considerado significativo p≤ 0.05; em B os valores de 
r. IME- Índice de massa escalonar; Gonia – espermatogônia; Cito – espermatócito; Tide– 
espermátide; Sptz - espermatozoide; Mast_Test– mastócito testicular; Mast_baco- mastócito no baço; 
Pig_Baco- pigmentação no baço; P_Branca– Polpa Branca; P_Vermelha– Polpa vermelha; Vasos– 
vasos sanguíneos; Melano– melanócitos; Linf – linfócito; Neut– neutrófilos; Baso– Basófilos; Eosi– 
Eosinófilos; Mono– Monócitos. 
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Apêndice E:  Valore estáticos significativos da análise dos componentes principais realizadas no Capítulo 

3. Legenda: Vetores: Area_loc: área locular; Cito – espermatócito; SMI- Índice de massa escalonar; 

P_Vermelha– Polpa vermelha; Gonia – espermatogônia; Tide– espermátide; Sptz - espermatozoide; 

Neut– neutrófilos; Vasos– vasos sanguíneos; Eosi– Eosinófilos; P_Branca– Polpa Branca; Melano – 

melanócitos; Pig_Baco- pigmentação no baço; Baso - basófilo. 

 


