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RESUMO

As praticas agricolas, além do desmatamento, carregam também inUmeros
compostos quimicos que apresentam grande toxicidade a organismos nao
alvos como os anuros, atuando como desreguladores enddécrinos e interferindo
nos processos biolégicos como a reproducdo. Neste contexto, foi promovida
uma comparagdo da morfologia testicular e dos tipos celulares
espermatogénicos de trés espécies de anuros do cerrado (Dendropsophus
minutus, Boana albopunctata, Physalaemus cuvieri), provenientes de
ambientes agricolas e unidade de conservacdo. Morfologicamente ndo foram
evidenciadas altera¢des quanto a arquitetura testicular geral das espécies entre
os ambientes amostrados. No entanto, observou-se diferenca estatistica entre
os ambientes quando se avaliou morfométricamente os parametros testiculares
area e diametro locular e também nas células germinativas. Dendropsophus
minutus apresentou a maioria de seus atributos testiculares com menores
médias no ambiente agricola, mostrando-se mais susceptivel as pressoes
agricolas. Ja. B. albopunctata, um outro hilideo, respondeu de forma contraria
as outras espécies, onde as maiores médias para area locular, espermatécitos
e espermatozoides foram no ambiente agricola. No entanto, para o
leptodactilideo P. cuvieri, constatou-se mais espermatozoides naqueles
viventes em ambiente preservado. Em adicdo, a pigmentacao testicular,
caracteristica dessa espécie, foi maior no ambiente agricola, sugerindo que
essas células podem conferir protecéo frente a agentes xenobidticos, como 0s
agroquimicos. E possivel concluir que as espécies apresentam respostas
diferentes quanto aos parametros testiculares frente a pressdo antropica de
origem agricola, podendo prejudicar 0s processos reprodutivos,

consequentemente, afetando a manutencédo das comunidades de anuros.

Palavras-chave: Anfibios. Arquitetura testicular.  Espermatogénese.

Agricultura.



ABSTRACT

Agricultural practices, besides deforestation, also carry countless chemical
compounds that present great toxicity to non-target organisms such as anurans,
acting as endocrine disrupters and interfering in biological processes such as
reproduction. In this context, a comparison of testicular morphology and
spermatogenic cell types of three species of Cerrado anurans (Dendropsophus
minutus, Boana albopunctata, Physalaemus cuvieri) from agricultural
environments and conservation unit was promoted. Morphologically, there were
no changes in the general testicular architecture of the species among the
sampled environments. However, a statistical difference was observed when
the testicular parameters, area and locular diameter, were evaluated
morphometrically and also in the germinative cells between the environments.
Dendropsophus minutus presented most of its testicular attributes with lower
averages in the agricultural environment, showing to be more susceptible to
agricultural pressures. However, B. albopunctata, another hylid,responded in a
opposite manner to the other species, where the highest averages for locular
area, spermatocytes and spermatozoa in the agricultural environment.
However, for the leptodactylid P. cuvieri, more spermatozoa was found in those
living in a preserved environment. In addition, the characteristic testicular
pigmentation of this species was higher in the agricultural environment,
suggesting that these cells may confer protection against xenobiotic agents,
such as agrochemicals. It is possible to conclude that the species present
different responses regarding the testicular parameters under anthropic
pressure of agricultural origin, which may impair reproductive processes,

consequently affecting the maintenance of anuran communities.

Keywords: Amphibians. Testicular architecture. Spermatogenesis. Agriculture.
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INTRODUCAO GERAL
Declinio mundial de anfibios

Nas ultimas décadas, os anuros tém sido reconhecidos como um dos
grupos animais mais ameacados de extincdo em todo o mundo, pois vem
sofrendo dréastica diminuicdo de populacdes desde a década de 1980 (Wake,
1991; Sparling e Fellers, 2009). Desde entdo, muitos esforcos tém sido
realizados para compreender e solucionar este evento.

O fendmeno do declinio mundial de espécies é decorrente de um
conjunto de fatores que incluem perda de habitat, poluicdo quimica, introducdo
de espécies exéticas, aumento da radiacdo ultravioleta, patégenos, entre
outros (Blaustein et al., 1994; 2011; Alford e Richards, 1999; Houlahan et al.,
2000; Hayes et al.; 2010a). A perda e fragmentacdo de habitats causam
reducbes das populacdes em escala local e regional (Catenazzi, 2015),
levando a depressdo da diversidade genética dentro das populagcbes
(Catenazzi, 2015; Chanson et al., 2008). Além disso, populagbes pequenas
estdo mais sujeitas a eventos demograficos e ambientais estocasticos, o que
por sua vez, causa mais reducdo, aumenta a endogamia e diminui a
variabilidade genética, tornando-as cada vez menores, podendo levar a
extingao (Catenazzi, 2015; Chanson et al., 2008).

O problema toma maiores proporcdes quando se leva em consideracao
gue esses fatores ndo atuam isoladamente nas comunidades de anuros, de
forma que o maior agravante € o efeito sinérgico de um ou mais fatores
(Catenazzi, 2015; Hayes et al.,, 2010a; Blaustein et al., 2011). Além disso,
dentre essas interacdes, uma das mais significativas se encontra na relacao
entre os poluentes ambientais e os patdgenos (Hayes et al., 2010a; Blaustein
et al., 2011), uma vez que a exposicdo a pesticidas induz a imunossupressao,
aumentando a infec¢cdo por parasitas e fungos (Christin et al., 2004; Rohr et al.,
2008; Buck et al., 2015).

Devem ser consideradas, também, acdes indiretas que interferem na
sobrevivéncia dos anuros, como em casos em gque as exposicdes a pesticidas
nao afetam diretamente esses animais, mas atingem outros niveis ecoldgicos,
como as comunidades de zooplancton e fitoplancton, que séo a base alimentar

dos anfibios em seu estagio larval, de forma que a diminuicdo da oferta
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alimentar exerce influéncia na sobrevivéncia destes organismos (Relyea, 2010;
Relyea e Diecks, 2008).

Neste contexto, torna-se impossivel atribuir a apenas um fator o declinio
mundial de anfibios, j& que se trata de uma grande teia de interacdes
(causando efeitos diretos e indiretos). Entretanto, as atividades agricolas
podem estar a frente de dois grandes pontos ja ressaltados, j& que essas
atividades causam grande modificacdo de habitat e fragmentacéo, além de
carregar consigo uma gama de insumos quimicos, os agroquimicos (Fearnside,
2001; Cushman, 2005; Silva et al., 2006; Cunha et al., 2008; Hayes et al.
2010a; Blaustein et al., 2011).

Presséo agricola e o Cerrado

As atividades agricolas intensivas estdo entre as pressdes antropicas
mais marcantes no Brasil, principalmente no que tange a respeito do Cerrado,
gue vem sofrendo grandes perdas de cobertura nas ultimas quatro décadas
(Fearnside, 2001; Silva et al., 2006). O Cerrado carrega um “fardo duplo”, pois
aléem de ser um ambiente natural complexo e muito rico em questdo de
biodiversidade, (Myers et al., 2000; Klink e Machado, 2005) € ao mesmo tempo
reconhecido por ter terra favoravel para expansdo agricola (Goedert et al.,
1980; Goedert.,1980). Sendo o segundo maior bioma brasileiro, é considerado
um hotspot para a conservacdo da biodiversidade, abrigando grande
diversidade de anuros, com 209 espécies registradas, sendo 108 endémicas
(Klink e Machado, 2005; Valdujo et al.,, 2012), e ocupa cerca de 24% do
territorio nacional com uma area de aproximadamente de 2.036.448 km? (IBGE,
2004). Destas, apenas 8,3% encontra-se em areas de protecdo ambiental e
este numero cai para 6,3% quando se considera apenas as por¢cdes com
vegetacao nativa (Francoso et al., 2015).

Em 2009 a area de cobertura vegetal natural do bioma era de 51,16%, e
em 2010 foi observada uma diminuicdo para 50,84%, 0 que equivale a uma
perda de 6.469 km? (MMA/IBAMA, 2011). Em contrapartida, as duas classes de
atividades mais representativas quanto ao uso da terra do Cerrado sdo as
pastagens cultivadas e culturas agricolas, ocupando respectivamente 28,5 e
10,5% do territério, evidenciando que parte significativa dessa perda é em

funcdo das atividades agricolas (Sano et al., 2008). Essas atividades s&o
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responsaveis por grandes transformacdes nas paisagens naturais e ameacas a
biodiversidade, além disso, para sua otimizacdo, muitos processos
tecnologicos mecéanicos e bioquimicos sdo adicionados a producdo agricola,
como agrotoxicos, fertilizantes e corretivos, irrigacdo sem controle, entre outros
(Cunha et al., 2008).

Anuros em agroecossistemas

Organismos que vivem em agroecossistemas, como por exemplo, 0s
anuros, estdo frequente e excessivamente expostos aos agroquimicos,
causando uma grande preocupacdo em niveis ecolégicos e de saude publica
(Vera-Candioti et al., 2010).Sendo que, mesmo em concentracdes baixas, os
agrotoxicos podem afetar a estrutura e a fungdo das comunidades naturais,
provocando impactos em multiplos niveis, desde o molecular até o de
comunidades inteiras, comprovando que as praticas agricolas intensivas sao
altamente impactantes ao ambiente e estdo diretamente relacionadas a
reducédo da biodiversidade (Grisolia, 2005).

Os anfibios apresentam um conjunto de caracteristicas ecoldgicas e
morfofuncionais muito particulares, como ovos sem casca, ciclo de vida
bifasico, sendo o estagio larval aquatico e o estagio adulto terrestre umido, na
maioria das espécies (Blaustein et al.,1994; 2011). Além disso, possuem alta
permeabilidade cutédnea envolvida nas trocas gasosas, 0 que 0s torna
suscetiveis a fatores de estresse fisico-quimicos, como a radiacdo ultravioleta,
agentes patogénicos ou xenobioticos (Quaranta et al., 2009; Verrell, 2000;
Dohm et al.,, 2008). Nao obstante, cita-se ainda a baixa taxa de dispersao,
sendo, em geral, filopatricos (Blaustein et al., 1994), tornando-os altamente
vulneraveis as mudancas ambientais.

Diversos sdo os efeitos que ambientes agricolas e seus agentes
guimicos podem provocar nos anuros. Em primeira instancia, eles aumentam a
taxa de mortalidade, interferem no tempo de metamorfose e no tamanho dos
girinos (Greulich e Pflugmacher, 2003; Trachantong et al., 2016; Velasquez et
al.; 2017), podem induzir deformidades no aparato oral (Rowe et al., 1998), e
em adultos causam inUmeras malformac¢des, como auséncia de olhos e
membros; fusdo de dedos e polidactilia, duplicagdo dos membros posteriores, e

diversas outras anormalidades (Ouellet et al.,1997; Peltzer et al.,, 2011;
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Carezzano et al., 2016). Dentre os principais agroquimicos com efeitos sobre
anfibios, citamos, especialmente, os pesticidas do grupo dos piretréides, que
tem como efeito interferir no sistema nervoso (Greulich e Pflugmacher, 2003;
Yilmaz et al., 2008), retardando a metamorfose e crescimento, além de causar
contragbes corporais involuntarias e nado erratico, 0 que compromete a
natacao e sobrevivéncia dos girinos (David et al., 2012; Velasquez et al., 2017).

Os compostos agricolas também atuam no sistema imune dos anuros,
podendo causar morte de linfocitos, diminuindo as populagbes de células
imunolégicas e atividade fagocitaria; esse quadro de imunossupressao os deixa
mais susceptiveis a infeccdes parasitarias e fungicas (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).

Outro agravante é a grande bioacumulacao nos tecidos de anuros tendo
relatos da acumulacdo desses compostos desde a pele a ovarios, e, ate
mesmo, no cérebro de anuros (Albanis et al.,1996; Fagotti et al., 2005;
Loveridge et al., 2007; Sparling et al., 2014).

Além dos efeitos supracitados, ha literatura vasta quanto ao efeito
desses compostos em carater genotoxico, sendo que a incidéncia de
anormalidades nucleares e degeneracao do material genético tem sido relatado
para diversos compostos em varias espécies ao redor do mundo (Krauter,
1993; Lajmanovich et al., 2005; 2014; Barni et al., 2007; Yin et al., 2009; Li et
al., 2010; Da Silva et al., 2013; Goncalves et al, 2015; 2017a,b; Pérez-Iglesias
et al., 2016).

Efeitos das atividades agricolas na reproducao de anuros

Para os anuros, o arranjo histolégico testicular € composto por unidades
arredondadas denominadas loculos seminiferos, onde estdo dispostas as
células germinativas espermatogénicas, em cistos produzidos pelas células de
Sertoli (Wake, 1968, Lofts, 1974; Rastogi et al., 1988; Oliveira e Vicentini, 1998;
Oliveira et al.,, 2002; 2003). Estes loculos sdo sustentados por tecido
conjuntivo, e esse tecido intersticial € composto por células somaticas, fibras
colagenas e reticulares e, para algumas espécies, abrigam também os
melandcitos testiculares (Oliveira e Vicentini, 1998; Franco-Belussi et al., 2009;

2012; Oliveira e Franco-Belussi, 2012; Leite et al.,, 2015). Essas células
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pigmentadas sdo componentes do sistema pigmentar interno, elas acumulam
melanina em seu citoplasma e apresentam funcdes protetivas frente a diversos
fatores abioticos, como a radiacdo ultravioleta, estresse térmico, radicais livres
e xenobidticos (McGraw, 2005; Oliveira e Franco-Belussi, 2012; Santos et al.,
2014; Franco-Belussi et al., 2016; Oliveira et al., 2017).

O uso extensivo de agroquimicos afeta negativamente os organismos
ndo alvo, como os anfibios, sendo ja relatadas alterages reprodutivas devido a
exposicdo experimental (Hayes et al., 2003; 2010b; Cakici, 2013; 2015) e
ambiental (McDaniel et al., 2008; Sanchez et al., 2014; McCoy et al., 2017.) a
esses compostos. Os contaminantes podem afetar a espermatogénese, agindo
através de rotas hormonais ou exercendo efeitos genotoxicos, passando assim
pela barreira hemato-testicular, ou podem atuar também de forma direta no
tecido testicular (Toppari et al., 1996; Fattahi et al., 2012).

Um dos agroquimicos de amplo uso nas plantacbes é a atrazina,
utiizada para o controle de lagartas daninhas em diversas culturas
(Hopenhayn-Rich et al., 2002; Solomon et al., 1996). Esse composto vem
sendo associado a varios efeitos deletérios nos testiculos de anuros,
responsavel por induzir a feminilizacédo, causar auséncia de caracteres sexuais
secundarios, como os calos nupciais e diminuicdo da musculatura laringeal
responsavel pela vocalizacéo, além de estar associado a incidéncia de ovocitos
testiculares e gbnadas mistas, sendo considerado um quimico com alto poder
desmasculinizante (Hayes et al., 2003; 2010b).

Contudo, mesmo a literatura ja apresentando informacdes desses efeitos
nas gonadas de anuros, ha certa dificuldade em fazer uma associacdo direta
da acdo desses compostos em condicdes experimentais versus naturais a qual
esses organismos estdo expostos, ja que nestas, eles estdo em contato com
misturas complexas de agroquimicos, e esse campo de conhecimento ainda &
pouco conclusivo (Hayes et al., 2006; Edwards et al., 2006; Carneiro et al.,
2012).

Desta forma, investigar as condicdes dos anuros em areas agricolas
pode ser facilitado por meio do uso de biomarcadores morfolégicos internos,
como a morfologia testicular e suas estruturas, tornando possivel identificar a
presenca de contaminantes quimicos ou a magnitude de resposta, algo que

muitas vezes ndo poderia ser realizado com o organismo em uma escala
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macroscopica (Livingstone, 1993). Além disso, os efeitos de ambientes
agricolas nos testiculos de anuros do Cerrado tem recebido pouca atencao, de
forma que estudos morfolégicos, como o aqui proposto, visam sanar essa

caréncia de conhecimento.

OBJETIVO
Geral

e Comparacdo morfolégica e morfométrica dos testiculos de trés espécies
anuros em area agricola e unidade de conservacéo, visando investigar
se as espécies apresentam diferencas ou alteracdes nas gbnadas entre

esses ambientes.
Especificos

e Investigar se ha indicios de que a pressao agricola causa alteracdes na
morfologia gonadal, levando a alteracfes histopatologicas no arranjo

geral testicular, nas unidades seminiferas e células germinativas;

e Quantificar, por meio de analises morfométricas do epitélio germinativo,
se a area ocupada pelos tipos celulares difere entre unidade de

conservacao e area agricola.

e Analisar morfologicamente como os testiculos de cada uma das

espécies responde ao mesmo fator (tipos de ambiente).

MATERIAL E METODOS

Ambientes amostrados
Foram selecionados dois tipos de cenarios, sendo eles ambiente
agricola (AA) e uma unidade de conservacao (UC), localizados no estado de
Goias (Figura 1).
O ambiente agricola consistiu em pocas permanentes e

semipermanentes no municipio de Rio Verde, estado de Goias (17° 47
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atribuido efeitos de desmasculinizacdo em anuros, de diferentes formas, seja
diminuindo a testosterona plasmatica, inUmeras anormalidades testiculares
como malformacdes nas unidades seminiferas, altas taxas de ovOcitos
testiculares, (Hayes et al.; 2003; Sai et al., 2015), e em niveis mais extremos, &
relatado feminilizacdo completa, onde machos de Xenopus laevis em genotipo
apresentavam morfologia externa (formacao de labio cloacal, e auséncia de
calo nupcial visivel) e comportamento feminino, bem como ovarios
desenvolvidos e funcionais (Hayes et al., 2010a). Além da Atrazina, varios
outros agroquimicos em doses baixas foram detectados, dessa forma, esses
animais estdo expostos a uma gama de quimicos, sendo que a mistura de
varios pesticidas pode causar mais impacto do que cada composto isolado
(Relyea, 2009). O efeito dessa mistura pode primariamente agir de forma letal,
aumentando a taxa de mortalidade de anuros (Hua e Relyea, 2014), mas
também pode induzir imunossupressao (Christin et al., 2004), deixando o0s
anuros mais susceptiveis a patdogenos como fungos (Buck et al., 2015).

Dessa forma, ja € de conhecimento que os anuros sao diretamente
influenciados pelas condicbes ambientais sendo eles, muito dependentes de
condicbes adequadas de seus ambientes, de forma que essas condicdes
desempenham importante papel na manutencdo e estruturacdo das
comunidades (Toft, 1985; Duellman e Trueb, 1986; Beebee, 1996; Haddad e
Prado, 2005).

CONCLUSOES

Com base no exposto, podemos sugerir que pode haver influéncia de
ambientes agricolas na morfometria gonadal de anuros do cerrado, onde de
forma geral os parametros testiculares tiveram menores valores na éarea
agricola em relacdo a unidade de conservacdo. Dendropsophus minutus
mostrou grande parte de suas estruturas com menores valores no ambiente
agricola; em P. cuvieri houve diminuicdo dos espermatozoides na area de
agricultura. Ja B. albopunctata, em contraste, teve seus tipos celulares em
maiores propor¢des no ambiente de agricultura.

E extremamente importante o estudo dos efeitos da pressdo agricola
sobre espécies diferentes, visto que cada uma reage diferentemente da outra

mesmo sendo da mesma familia em alguns casos (como em D. minutus e B.
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albopunctata). Além disso, mesmo dentro do grupo das espécies generalistas
algumas se mostraram mais susceptiveis a influéncia desses ambientes.
Contudo, as analises morfométricas mostram apenas as proporgoes
desses tipos celulares, mas nao elucidaram a viabilidade desses gametas, que
podem ter grandes perdas genéticas, ou efeitos acumulativos levando a
perturbacdes na dinamica reprodutiva e populacional dos anuros, contribuindo

com o declinio mundial de espécies.
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