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“Por trds da montanas o sol vai deitar

A luz dessa torre ndo € mais meu lar

Eu acendo a fogueira e durmo no chéo
Trocando o abrigo pela vastidao

Ougo o chamado de terras além

Que revelam as trilhas dos dias que vem

E eu sigo vagando nos dias que vem

Tao pouca comida e agua pra mim

O corpo diz “ndo”, mas a estrada diz “sim”
Eu sou tdo pequeno na imensidao

Que o Unico alento vem de uma cancao
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 refréo

Nem todos que vagueiam perdidos estédo
N&o importa a tristeza nem a soliddo

Nem todos que vagueiam perdidos est&do.”

Cancéo adaptada da obra de J.R.R.
Tolkien



RESUMO

A atividade humana gera uma variedade de residuos quimicos (e.qg.
agroquimicos, fertilizantes agricolas, metabdlitos de farmacos, residuos da
queima de combustiveis, metais pesados) que sao lancados no meio ambiente.
Alguns desses compostos apresentam grande potencial de desregulacéo
enddcrina, interferindo na sinalizacdo normal do organismo. Os anfibios, por
terem caracteristicas particulares, sdo sensiveis a contaminacdo ambiental, que
pode gerar efeitos deletérios em seus sistemas, em especial o imunoldgico e
reprodutor. Tem-se proposto uma inter-relagao 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 (area agricola e urbana) alteram a imunidade celular e
a morfologia esplénica, bem como a morfometria testicular de Leptodactylus
fuscus; e se ha uma inter-relacdo entre suas respostas. Foram analisados
biomarcadores morfométricos imunologicos (contagem diferencial de leucdcitos,
densidade estrutural volumétrica e quantificacdo de mastocitos do baco) e
reprodutivos (area locular e dos cistos espermatogénicos), e indice de massa
escalonar (IME), para estimar a condi¢cado corporal, em anuros coletados em
diferentes cenarios (cultivo de soja, cana, industria sucroalcooleira, area urbana
e unidade de conservacdo). Com esses marcadores, foram realizadas andlises
comparativas correlacionais, visando estabelecer a relagédo entre os sistemas.
Com relacdo aos marcadores imunes, no baco dos animais em areas
impactadas, houve uma diminuicdo da polpa branca e um aumento da polpa
vermelha, e na frequéncia de mastécitos e das células pigmentares
(melanomacréfagos). Ja os leucocitos apresentaram variacdo na composicao
dos diferentes tipos celulares, havendo um aumento de linfécitos e neutrdfilos e
diminuicdo de basofilos, eosindfilos e mondcitos. Quanto a morfometria
testicular, os animais de ambientes antrépicos apresentaram um aumento dos
cistos espermatogénicos, de modo que, cada cenario exerceu pressdes
diferentes nas proporc¢des dos cistos. O IME evidenciou um maior nimero de
correlacdes positivas (ainda que fracas) com parametros reprodutivos (area
locular, e cistos de espermatogbnias e espermatdcitos). Ainda que nao tenhamos
encontrados relagdes diretas entre os marcadores dos sistemas, 0s animais por
apresentaram bons condi¢cdes corporais aparentemente podem manter tanto
uma boa resposta reprodutiva quanto uma resposta imune sistémica, nos
ambientes antropicos. Essas respostas podem ser produto de adaptacdes que
espécies generalistas podem apresentar, capacitando-as a se manter nesses
ambientes alterados.

Palavras—chave: Anuros. Imunidade celular. Morfometria esplénica.

Morfometria testicular. Poluicdo 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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— Cana_GO; CN_SP — Cana_SP; UR_SP — Urbano_SP.

Apéndice A — Proporcdes detalhadas dos tipos de uso de solo encontrados
nos pontos amostrados num raio de 2km.

Apéndice B — Andlises das amostras de agua coletadas nos diferentes
ambientes estudados. nq — nao quantificado; LQ/Faixa - limite de
guantificacdo; UC — unidade de conservacao.

Apéndice C — Parametros fisico-quimicos das amostras de agua das
proximidades dos ambientes onde foram coletados os individuos de L. fuscus.

Apéndice D — Valores estatisticos da correlacdo entres os marcadores
imunes e reprodutivos realizadas no Capitulo 3. Em A valor de p , sendo
considerado significativo p< 0.05; em B os valores de r. IME- indice de massa
escalonar; Gonia — espermatogonia; Cito — espermatdcito; Tide— espermatide;
Sptz - espermatozoide; Mast_Test— mastocito testicular; Mast_baco- mastocito
no bacgo; Pig_Baco- pigmentacdo no bacgo; P_Branca— Polpa Branca;
P_Vermelha— Polpa vermelha; Vasos— vasos sanguineos; Melano—
melanécitos; Linf — linfécito; Neut— neutréfilos; Baso— Basofilos; Eosi—
Eosindfilos; Mono— Mondcitos.

Apéndice E — Valore estaticos significativos da andlise dos componentes
principais realizadas no Capitulo 3. Legenda: Vetores: Area_loc: area locular;
Cito — espermatécito; SMI- indice de massa escalonar; P_Vermelha— Polpa
vermelha; Gonia - espermatogbdnia; Tide— espermatide; Sptz -
espermatozoide; Neut— neutréfilos; Vasos— vasos sanguineos; Eosi—
Eosindfilos; P_Branca— Polpa Branca; Melano — melandcitos; Pig_Baco-
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1. INTRODUCAO

1.1. Alteracdes ambientais ndo naturais: pressfes antropicas e seus
impactos

As modificacbes nas paisagens naturais, devido as atividades humanas,
infringem forte pressdo as comunidades de organismos. Atividades como a
agricultura, agroindustria e a expansdo urbana, causam fragmentacdo de
habitats, demandam grandes recursos hidricos e geram inameros residuos,
gue sem o devido tratamento, impactam diversos niveis ecolégicos (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 cenarios antropicos apresenta caracteristicas distintas,
podendo influenciar os ecossistemas, as atividades agricolas necessitam de
grandes extensdes de terras, do territorio brasileiro até o ano de 2021 cerca de
84 mil hectares foi de area plantada, sendo soja e cana 0s plantios mais
expressivos (CONAB, 2022a; IBGE, 2023; MapBiomas, 2023). As modificam
geradas pela agricultura podem alterar propriedades do solo, aumentar a
emissao de gases do efeito estufa (Pongratz et al., 2021) e, além disso,
utilizam de uma gama de compostos quimicos, os agroquimicos, aplicados
para correcoes e fertilizacdo dos solos e para o controle de pragas dos cultivos,
contaminando em grande escala tanto os ambientes terrestres quanto 0s
aquaticos (Clay, 2004; Cunha et al., 2008; Schiesari e Grillitsch, 2011).

Quando o foco sdo as industrias, enfaticamente a sucroalcooleira, a
guantidade de residuos produzidos € inUmera, no Brasil a cana-de acucar foi o
maior plantio em quantidade produzida em 2021 (cerca de 716 de toneladas)
(IBGE, 2023), como a maior parte € destinada a producdo de biocombustivel,
foi gerado cerca de 26,59 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2022b). Durante
a produgédo, ha a aplicacdo ou formacdo de compostos xenobibticos, iniciando
no processo de plantio, onde se aplicam diversos agroquimicos e fertilizantes
organicos e inorganicos (Cantarella e Rossetto, 2010; Schiesari e Grillitsch,
2011), sendo registrados 126 ingredientes ativos (MAPA, 2023) e

principalmente a fertirrigagdo com a vinhaga, um subproduto formado durante a



producéo de etanol (Rebelato et al., 2013; Fuess et al., 2018), rico em matéria
organica, fosforo potassio e nitrogénio, cujo uso continuo pode modificar a
composicao ibnica do solo, e contaminar os leitos de agua préximos (Filoso et
al., 2015; Fuess et al., 2018; 2021; Acayaba et al., 2021). Ocorrem também
outros residuos ao longo do processo como, residuos de graxas e lubrificantes
dos maquinarios, escoamento da limpeza, entre outros (Rebelato et al., 2013).

A urbanizacdo é um dos cenarios antropicos mais complexos, estimar 0s
residuos por eles produzidas, se torna bastante complicado devido as inimeras
fontes de contaminacéo dos ambientes, principalmente aquaticos, que sofrem a
influéncia de descargas a longo prazo de aguas residuais domésticas e
industriais, escoamento de aguas pluviais, derrames acidentais e despejo
direto de residuos solidos—(Mackintosh e Davis, 2013). A variedade de
compostos encontrados € grande, desde farmacéuticos, horménios, produtos
cosmeéticos (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, residuos de queima incompleta de combustiveis
fosseis (Juhasz e Naidu, 2000; Zakaria et al., 2002; Srogi, 2007; Richardson,
2008; Bukowska et al., 2022), que mesmo apOs o tratamento da agua ainda
persistem (Rai, 2008; 2009; Wee et al., 2019; Jiang et al., 2020; Gosset et al.,
2020).

Muitos desses residuos provenientes dos diferentes tipos de poluicédo
antropica, podem ser considerados como potenciais desreguladores
endocrinos (DESs) (Tijani et al., 2016; Da Silva et al., 2018), podendo interferir
na sinalizagéo fisioldgica normal, de organismos que vivem nesses ambientes
como os anfibios (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 cenarios antropicos

Os anfibios formam um grupo bastante diverso e amplamente distribuido
ao longo do mundo, sendo registradas 8524 espécies (AmphibiaWeb, 2022), s6
no Brasil sdo 1188 catalogadas, sendo 1144 da ordem Anura (Segalla et al.,
2021). Entretanto, esses animais sdo extremamente vulneraveis a mudancgas

ambientais e estdo constantemente expostos a algum tipo de pressao antropica
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e poluicdo quimica (Schiesari et al., 2007; Esbaugh et al. 2018; Da Silva et al.,
2018; Jasrotia et al., 2021), o que contribui para o declinio mundial desses
organismos (Blaustein et al., 2011; Catenazzi, 2015, Grant et al., 2020).

A susceptibilidade desses organismos se da em fungdo de um conjunto
de caracteristicas ecologicas e morfofuncionais muito particulares, como ovos
sem casca, ciclo de vida bifasico, sendo o estagio larval aquatico e o estagio
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
cutanea envolvida nas trocas gasosas, 0 que 0s torna suscetiveis a fatores de
estresse fisico-quimicos, como a radiagdo ultravioleta, agentes patogénicos ou
xenobidticos (Quaranta et al., 2009; Verrell, 2000; Dohm et al., 2008). Esses
animais também apresentam uma mobilidade relativamente reduzida, sendo
em geral, filopatricos, de forma que os individuos se reproduzam nos mesmos
ambientes que se desenvolveram antes da metamorfose (Reading et al., 1991;
Blaustein et al., 1994; Semlitsch, 1998), tornando-os altamente vulneraveis as
mudancas ambientais.

Por estarem distribuidos em diversos ambientes, o0s anuros estdo
extensivamente expostos a ambientes antropicos e seus poluentes, os efeitos
que os DEs produzem nos anuros sédo vastos, interferindo desde a razao
sexual (Goleman et al., 2002; Bogi et al., 2003; Mackenzie et al., 2003;
Pettersson et al., 2006; Pettersson e Berg, 2007), disfuncdes e histopatologias
em diversos o6rgados, principalmente nos 6érgéos reprodutores (Hayes et al.,
2002; 2003; 2010b; Cakici, 2013; 2015; Tamschick et al., 2016a;b;c;, Da Silva
et al., 2018; Slaby et al., 2019;Trudeau et al., 2020), aumentando incidéncia de
ovécitos testiculares e gbnadas intersexuais, diminuindo o volume de
espermatozoides em machos, aumentando o nimero de ovocitos atrésicos em
fémeas (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. Ha reflexos também na imunidade desses animais,
havendo relatos de diminuicdo de capacidade fagocitaria, alteracbes da
distribuicdo das populagcdes de leucdcitos circulantes no sangue, configurando

quadros de imunomodulacdo e imunossupressao, deixando esses animais
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cada vez mais susceptiveis a patdgenos (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 investigacdes sobre os efeitos dos poluentes ambientais nos
anuros, tem se restringido a estudos de exposicdo em carater laboratorial, e
com a utilizacdo de espécies modelos como Xenopus laevis, 0os estudos em
laboratérios de forma isolada, podem ndo ser adequados para entender e
predizer as respostas das comunidades naturais de anuros (Boone e James,
2005; Schiesari et al.,, 2006), in natura 0s organismos estao expostos a
ambientes mais complexos, com diversos agentes estressores além dos
poluentes, como a predacao, competicdo, fatores abidticos, tais fatores podem
modular de forma diferente, as respostas adaptativas frente a ambientes
alterados poluicdo (e.g., Boone and Semlitsch, 2001, 2002; Relyea and Mills,
2001; Relyea, 2003).

A espécie Leptodactylus fuscus (Schneider, 1799) (Leptodactylidae)
apresenta ampla distribuicdo na América do Sul, categorizada como “pouco
preocupante” quanto a conservagao (IUCN, 2022). Devido a sua ocorréncia em
varios ambientes, desde campos abertos, savanas, pastagens, areas
pantanosas, florestas degradadas e habitats urbanos (IUCN, 2022), pode ser
considerada um organismo modelo nativo e em crescente uso em estudos
ecotoxicologicos (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 contaminacéo
ambiental, € o uso de biomarcadores, isso porque os efeitos em potencial das
alteracdes e dos poluentes ambientais podem ser bem estimados através de
quantificacdo de células e tecidos especificos (Livingstone, 1993; Fenoglio et
al., 2005; Martin et al., 2010), como as respostas imunoldgicas refletidas nas
células de orgaos hematopoiéticos como o baco, além das populacdes de
células sanguineas (leucécitos), 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).



1.3.1. Bago

O baco nos anuros funciona como o6rgdo linféide priméario - sitio de
linfopoiese, e principalmente secundario - sitio de apresentacdo de antigenos e
ativacao de linfécitos (Grogan et al., 2018). Em carater estrutural constitui-se
externamente de uma capsula de tecido conjuntivo e internamente de duas
polpas: a branca, onde se encontram os linfocitos; e a vermelha, onde estdo
alocados vasos sanguineos e outras células de defesa, como os mastécitos e
0os melanomacroéfagos (Franco-Belussi e De Oliveira, 2016; Akat, 2018) (Figura
1).

Ainda que o 6rgdo seja um sitio de toxicidade direta e indireta (Suttie,
2006), poucos trabalhos o utilizam como indicador dos efeitos da contaminacao
ambiental, entretanto, sendo relatadas alteracbes morfolégicas em sua
constituicdo decorrente da exposicdo a compostos agricolas (Linzei et al.,
2003; Cakici, 2018;Riaz et al., 2021) ou proximidade & cultivos (Christin et al,
2013) que podem causar comprometimento da integridade dos componentes
estruturais (como histopatologias), gerando debilidade na sua funcao (Cakici,
2018), e consequentemente na resposta imunolégica celular.

Os mastocitos apresentam em seu citoplasma granulos mediadores
quimiotaticos, atuantes nas respostas inflamatérias (Baccari et al., 2011). A
frequéncia dessas células tem sido atribuida a protecdo a contaminantes
ambientais (Fanali et al., 2018; Franco-Belussi et al., 2021; Valverde et al.,
2022), e sua presenca € um indicativo de inflamacéo tecidual (Da Silva et a.,
2011). Os melanomacrofagos, um tipo de macrofago que possui melanina em
seu interior, tem por funcdo principal a resposta imune (Franco-Belussi e
Oliveira 2016), estando relacionado a protecdo frente a diversos estressores
como radiacdo UV (Franco-Belussi et al. 2016), variacdo térmica (Santos et al.,
2014) e xenobioticos (Fanali et al., 2018; Cakici, 2018; Valverde et al., 2022).
Em outros 6rgaos hematopoiéticos, como o figado, a variacdo na distribuicéo
dos melanomacrofagos configura uma resposta protetiva a contaminantes de
diversas origens como o0 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
agroquimicos e ambientes com intensa atividade agricola (Fenoglio et al.,
2005; De Oliveira et al., 2017; Franco-Belussi et al., 2020; Assis et al., 2021).
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Figura 1: Morfologia do bago de Leptodactylus fuscus: Em A grande aumento do 6rgdo, sendo

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

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

envolve externamente o 6rgédo (ponta de seta), e também a presenca de melanomacréfagos (seta),

na polpa vermelha. Pb — Polpa branca; Pv- Polpa vermelha. Coloragdo H-E.

1.3.2. Sangue: leucdcitos

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

contaminantes quimicos quando atingem a corrente sanguinea, sao carregados

para diversos 6rgaos nos organismos (WHO, 1995; Barni et al., 2007), e
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parametros sanguineos como distribuicdo das populagdes de leucécitos sédo de
amplo uso nos estudos ecotoxicologicos de anuros (Barni et al., 2007; Zhelev e
Popgeotgiev, 2021).

A maioria dos vertebrados apresenta 5 tipos de leucdcitos: linfécitos,
neutrofilos, eosindfilos, basofilos e mondcitos (Davis et al., 2008) (Figura 2). Os
linfécitos e seus subtipos (natural-killer, T e B) representam o investimento na
resposta imune adaptativa, atuando na resposta rapida, mas mais
pronunciadamente na adaptativa (Fournier et al., 2005; Shutler et al., 2009). Os
neutrofilos sdo granuldcitos com acdo fagocitica, que atuam na resposta
imunoldgica (inata) e inflamatdria (Davis et al., 2008; Shutler et al., 2009). Os
basdfilos agem na resposta inflamatoria, modulando a defesa contra parasitos
e alérgenos (Falcone et al., 2006; Davis et al., 2008); eosindfilos atuam, de
modo geral, contra infeccdes de parasitas metazoéarios (Davis et al., 2008;
Campbell, 2012); enquanto os mondcitos atuam frente a bactérias e helmintos
(Davis et al., 2008; Marcogliese et al., 2009). A morfologia dessas células &
bastante conservada entre os taxons (Davis, et al., 2008), de modo geral para
0S anuros os tipos celulares mais expressivos sao neutrofilos e linfocitos
(Franco-Belussi et al., 2021).

A variacdo no perfil leucocitario pode ser usado para inferir diretamente o
estresse ao qual esses animais estado sujeitos (Davis et al., 2008; Assis et al.,
2019; Santana et al., 2021), ambientes com condi¢cdes estressantes como
agueles altamente modificados pela acdo humana, podem estimular a liberacéo
de hormodnios glicocorticoides como a corticosterona, este horménio é
responsavel por interagir com o sistema imunoldgico para modular a resposta
inflamatoria e redirecionar o recrutamento de leucocitos (Davis e Maers, 2010;
Janin et al., 2011; Rollins-Smith, 2017; Davis et al., 2020), essa mobilizacéo é
facilmente detectavel pela analise de contagem diferencial de leucécitos.

Sabe-se também, que poluentes ambientais podem alterar a distribuicéo
e frequéncia dos leucécitos, a exemplo agroquimicos como clorpirifos, atrazina,
malation e esfenvalerato atuam de forma imunossupressora, diminuindo os
tipos de leucécitos deixando o0s anuros mais susceptiveis a infecgbes
parasitaria (Kiesecker, 2002; Silva et al., 2020,). E também, ambiente com
diferentes intensidades de modificagdes, seja por urbanizacdo (Priyadarshani
et al., 2015; Garcia Neto et al., 2020), atividade agricolas (Zhelev et al., 2018;
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Marcogliese et al., 2009), e industrializagéo (Santana et al., 2021), podem gerar
alteracdes das populacdes leucocitarias em anuros. Assim, as alteracdes de
parametros hematolégicos podem informar sobre o grau de desafio
imunoldgico frente a fatores ambientais complexos 0s quais esses animais

estdo submetidos (Romanova e Egorikhina, 2006),
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Figura 2: Leucécitos de Leptodactylus fuscus. A- linfdcito; B- neutréfilo; C- baséfilo; D-
eosindfilo; E- Mondcito. Coloracéo azul de toluidina com borax.

1.3.3. Sistema reprodutor masculino: testiculos

Para garantir a eficiéncia reprodutiva 0os anuros apresentam uma grande
diversidade de modos reprodutivos (Haddad e Prado, 2005). Uma parte
fundamental deste processo se ampara nas estruturas que compdem 0 sistema
reprodutor, enfaticamente o masculino, que é composto de um par de testiculos
posicionados na parte ventral dos rins (Ogielska, e Bartmanska, 2009).De
modo geral sdo oOrgdos arredondados/ovalados, recobertos pela tlnica
albuginea (De Oliveira e Vicentini, 1998), de coloracdo banco leitosa a
intensamente escura (em espécies dotadas de pigmentacdo devido a presenca
de melandcitos no tecido) (Franco-Belussi et al., 2009). Histologicamente é
composto por unidades arredondadas, os l6culos seminiferos, onde estao
dispostas as células germinativas (Rastogi et al., 1988; De Oliveira e Vicentini,
1998; De Oliveira et al., 2002; 2003). Estes l6culos sdo sustentados por um
tecido conjuntivo constituido por células somaticas e defesa (mastdcitos), fibras

colagenas e reticulares, em algumas espeécies, melandcitos (De Oliveira e
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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
(espermatogdnias e espermatdécitos) dispostos na margem do léculo e com o
desenvolver do processo meidtico estas células tendem a se direcionar para o
[imen onde geralmente encontram-se em feixes de espermatides alongadas ou
espermatozoides livres (Santos e Oliveira,2008; Santos et al., 2011) (Figura 3).

Por se tratar de um processo altamente sincronizado, a espermatogénese
€ regulada pelo eixo hipotalamo-pituitario-gonadal e seus mediadores
hormonais como as gonadotrofinas hipofisarias e andrégenos produzidos pelas
células de Leydig no intersticio testicular (Rastogi et al., 2011). Quando
poluentes ambientais (DES) entram nessas rotas regulatorias, interferindo em
sua normalidade, podem gerar inimeras 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 estrogénicos como 17b-
estradiol e nonilfenol (Bokény et al., 2018; Da Silva et al., 2018) causam
alteracdes na diferenciacdo gonadal, com inducdo a feminizacdo completa ou
uma condicao intersexual, e alterac6es da morfologia dos tubulos testiculares
(Mackenzie et al.,2003; Mosconi et al., 2002; Slaby et al, 2019).



Em alguns casos, anuros que habitam &reas agricolas, ou proximas a
cidades e sitios industriais, também apresentam alteracdes nas areas dos
cistos germinativos iniciais, baixas contagem de espermatozoides culminando
na diminuicdo 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
variacdes das disposicoes e distribuicdes das células germinativas, incidéncia
de anomalias e malformacfes congénitas, podem atuar como estimadores do
efeito de xenobibticos 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 6rgdo, em B ressalta-se os
I6culos seminiferos (circunscritos em preto), esses l6culos se apresentando formatos
arredondados/ovalados. Em C, ampliagdo da unidade seminifera evidenciando os cistos
germinativos em diferentes estagios de diferenciagdo, retidos pelas células de Sertoli (setas
pretas). Sg- espermatogdnias; Sc- espermatocitos; Sm- espermatides; Sz- espermatozoides.
Coloragéo H-E
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1.4. Poluigéo antropica, sistema imune, sistema reprodutor: interagdes

Alguns dos contaminantes ambientais encontrados nos cenarios
antropicos podem atuar em dois sistemas bem distintos, como o imunologico e
o reprodutor. O sistema imune dos anuros e bem similar & de outros
vertebrados, apresentando componentes humorais (anticorpos) e componentes
celulares (fagocitos, leucoécitos granulares e agranulares e linfécitos) esse
sistema, tem por funcdo proteger os organismos de antigenos estranhos como
peptideos, microrganismos, xenobidticos, 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 condicbes para o
funcionamento adequado dos outros sistemas, inclusive o reprodutor,
entretanto, tem sido proposta uma inter-relacdo entre a reproducdo 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 relacdo se baseia na disponibilidade energética limitada que os
organismos apresentam, de forma que o investimento em uma funcao aloca a
energia disponivel para tal, drenando recursos de outras atividades fisioldgicas
(Gadgil e Bossert, 1970; Zera e Harshman, 2001). Baseado nisso, alguns
estudos tém trabalhado a premissa de uma competicdo por recursos
energéticos entre a imunidade e reproducdo (Norris e Evans, 2000), onde
respostas imunes poderiam até reduzir caracteres reprodutivos, como
espessura do epitélio seminifero, quantidade de espermatozoides, entre outros
(Van-Tienhoven, 1983; Norris e Jones, 1987, McCallum e Trauth, 2007). Em
contrapartida, ha trabalhos evidenciando que horménios sexuais ligados a
reproducdo como a testosterona e outros estrogenos 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 desregulacdo enddcrina
promovida pelos contaminantes ambientais, € plausivel supor que tais

compostos podem  potencializar a relagdo imunidade-reproducéao,

11



principalmente aqueles com propriedades estrégenas (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). Quimicos como a
atrazina, um herbicida muito utilizado na agricultura, possuem potencial
feminilizador aos anuros, interferindo na testosterona plasmética, aumentando
a incidéncia de anomalias reprodutivas como ovocitos testiculares, ma
formacdo das unidades seminiferas testiculares, e até mesmo inducéo
completa de feminilizacdo (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 atuacdo no sistema imune, causando quadros de
diminuicdo da resposta imunologica, debilidade na fagocitose, configurando
uma imunossupressao (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)

12



5.CONSIDERACOES FINAIS

Em carater imunoldgico, os animais viventes em ambientes antropizados
evidenciaram um quadro de imunomoduacéo sistémica, gerando alteragbes em
diferentes componentes (como a estrutura esplénica e perfil leucocitario) o que
pode comprometer a eficiéncia da defesa frente a agentes estressores.

Quanto a reproducdo, ficou evidente o efeito da antropizacdo na
atividade reprodutiva refletido nas propor¢cdes das células germinativas. O
quadro geral evidencia que 0s animais apresentaram maior atividade nesses
ambientes, contudo a presséo exercida ndo € uniforme quando se atenta aos
cenarios isolados. Desta forma, essas respostas podem configurar mais uma
adaptacdo de espécies generalistas a novos ambientes, que respondem de
maneira plastica a essas condicoes.

Mesmo que nado tenhamos encontrado relacbes diretas entre o0s
sistemas, nossos dados apontam para uma resposta imune ativa e um
aumento reprodutivos e bons indices corporais dessa espécie. Em alguns
casos, animais podem exibir melhores desempenhos reprodutivos quando sua
longevidade se encontra diminuida por agentes externos, alocando recursos
para um ultimo evento reprodutivo (o que pode ser associado as correlacdes do
IME com parametros reprodutivos). E plausivel supor que quando os animais
apresentam boas condicfes 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 antrépicos.
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