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RESUMO

Os anfibios sdo considerados organismos nao-alvos e extremamente vulneraveis as alteraces
ambientais por apresentarem caracteristicas especificas como permeabilidade cuténea e ciclo
de vida dependente dos ambientes aquatico e terrestre. Em razdo da perda de habitat natural
pela atividade agropastoril e as mudancas climaticas, muitas espécies de anuros neotropicais
tém apresentado acentuado declinio em suas populagfes. Deste modo, a avaliacdo dos efeitos
ambientais sobre 6rgdos reprodutivos nesses animais podera fornecer informacdes sobre o papel
desses organismos como bioindicadores, além de responder questdes sobre a atividade
reprodutiva, com enfoque morfoldgico, os possiveis efeitos e eventuais modificacdes nesses
organismos. O objetivo deste trabalho foi investigar, por meio de analises morfolégicas, a
resposta dos testiculos de Scinax fuscovarius (Anura, Leptodactylidae), 6rgdos de funcéo
reprodutiva e hormonal, frente ao grau de degradacdo ambiental em duas diferentes areas da
regido de Foz do Iguacu — PR, Zora Rural e Parque Nacional do Iguagu (PNI). Observamos,
neste trabalho, a influéncia ambiental nos testiculos da espécie S. fuscovarius, tendo as espécies
da regido rural maior volume relativo encontrado para os l6culos seminiferos e espermatides, o
que reflete, respectivamente, no maior tamanho locular e maior nimero de espermatides no
interior dos testiculos, quando comparados aos espécimes do PNI. S. fuscovarius € uma espécie
generalista e abundante em ambientes antropizados. Além disso, a ocupacdo de nichos
antropizados sugere que a espécie é capaz de se beneficiar e aproveitar dos recursos, porém, a
abundancia pode trazer uma elevada competicdo por parceiro sexual, o que pode explicar um
maior investimento reprodutivo nas espécies viventes na zona rural, que se manifesta nas

condicdes morfoldgicas gonadais de S. fuscovarius.

Palavras-chave: Anuros, Bioindicadores, Degradacdo ambiental, Scinax fuscovarius,
Testiculos
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INTRODUCAO

A poluicdo do ar, solo e dgua afeta diversos grupos de animais aquaticos e terrestres,
incluindo os anfibios, e podem provocar, aléem de letalidade, morbidade, distdrbios
comportamentais, anormalidades eritrocitarias, impactos na funcdo endocrina, na expressdo
génica e também na reproducdo, levando nesse caso, desde alteracdes na producdo de gametas
até hermafroditismo, e varias dessas substancias poluidoras estdo fortemente vinculadas a
atividade industrial, as praticas agricolas e também ao lixo e esgoto produzidos pela intensa
urbanizacdo (RELYEA e JONES, 2009; MORESCO et al., 2014; GONCALVES et al., 2014;
FREITAS et al., 2017).

Diante desse contexto, destaca-se uma grande quantidade de contaminantes emergentes
e poluentes organicos persistentes (POPs) que podem apresentar grande potencial de risco ao
ecossistema e ainda, por ndo estarem em sua vasta maioria legislados, ndo estdo incluidos nos
programas de monitoramento de rotina e podem ser detectados em diferentes matrizes
ambientais (ar, solo e sedimentos, dgua e alimentos), mesmo em concentra¢cbes muito baixas
(ng/L ou pg/L) (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999; SROGI, 2008; ROCHA et al., 2016;
MONTAGNER et al., 2017). Em sua maioria, esses contaminantes sao de origem antropica ou
intensificados pela acdo humana, e citamos como exemplos produtos farmacéuticos, produtos
de limpeza e higiene pessoal, horménios, drogas, cafeina, adocantes artificiais, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, micro plasticos e pesticidas, dentre 0s quais encontra-se agentes
quimicos com ac¢do herbicida e inseticida (KOLPIN, 2002; GILROY et al., 2012; ELIZALDE-
VELASQUEZ et al., 2017).

Quando se atenta para os anfibios, nota-se que estdo sujeitos as mais variadas fontes de
contaminac¢do aquatica, particularmente na fase larval, na qual apresentam tanto a pele quanto
0s ovos permeaveis. Contudo, o adulto também pode apresentar respostas a estressores no meio
terrestre (BRODEUR e CANDIOTI, 2017).

Estudos in vivo mostram que 0s anuros neotropicais (larvas e adultos) sdo excelentes
bioindicadores da qualidade ambiental, pois apresentam uma répida resposta a agentes
estressores, como: temperatura (SANTOS et al., 2014), radiacdo ultravioleta (FRANCO-
BELUSSI et al., 2018) infec¢do bacteriana (FRANCO-BELUSSI et al., 2014), hormonios
sexuais (ZIERI et al., 2015), farmacos (GREGORIO et al., 2016; ELIZALDE-VELAZQUEZ et
al., 2017), metais potencialmente toxicos (NATALLE et al., 2006), agrotoxicos (PEREZ-
IGLESIAS et al, 2018; FREITAS et al., 2019) dentre outros agentes xenobioticos, que induzem



efeitos no crescimento, desenvolvimento, sistema imunolédgico, metabolismo, comportamento,
em células pigmentadas presentes na pele e visceras e também nas células reprodutivas.
Algumas caracteristicas especificas dos anfibios como permeabilidade da pele e ciclo de
vida dependente dos ambientes aquético e terrestre, os tornam vulneraveis as alteragdes nesses
dois tipos de ambiente (DUELLMAN e TRUEB, 1999). Ademais, em consequéncia,
principalmente, da perda de habitat natural e das mudancas climaticas, muitas espécies
neotropicais tém apresentado acentuado declinio em suas populacées (CATENAZZI, 2015;
VASCONCELOS et al., 2018). Deste modo, a avalia¢do dos efeitos de xenobidticos ambientais
com acdo in loco sobre 6rgdos reprodutivos em espécies de anuros neotropicais € importante e
podera fornecer informacdes, em curto prazo, sobre o papel desses organismos como
bioindicadores e em médio e longo prazo, sobre a taxa reprodutiva, tracando paralelos com

fatores ecoldgicos, comportamentais e evolutivos para esses organismos.

Orgéaos genitais e estressores ambientais.

O sistema genital dos anuros € constituido por um par de gdnadas que estdo localizadas
na cavidade celomatica, ventralmente aos rins e separados pela coluna vertebral e por ductos
arquinéfricos condutores de gametas até a cloaca (DUELLMAN e TRUEB, 1999). Os testiculos
sdo revestidos externamente por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso, a tanica albuginea,
a qual apresenta-se transparente, permitindo a observacdo dos l6culos seminiferos, que sdo
unidades esféricas de coloracao esbranquicada que alojam as células da linhagem germinativa,
circundada pelo estroma de sustentagdo com distintas células sométicas (OLIVEIRA e ZIERI,
2005). No epitélio germinativo, as células da linhagem reprodutiva se associam as células de
sustentacdo, ou de Sertoli, e assim constituem cistos espermatogenéticos. Cada cisto agrupa
células no mesmo estadio de diferenciacdo, estabelecendo uma sincronia de desenvolvimento
(TABOGA e DOLDER, 1991; OLIVEIRA et al., 2003).

Segundo Silva 2016, a espermatogénse que ocorre nos léculos, se caracteriza por um
processo fisiologico que realiza a producdo de células germinativas, a partir da meiose.
Apresenta-se todas as células germinativas, espermatogonias, espermatocitos, espermatides e
espermatozoides. Cada celula germinativa tem sua diferengca e peculiaridade. As
espermatogdnias, conhecidas como células progenitoras, ficam localizadas na parte periférica
do l6culo. Ainda no inicio da meiose, o nucleo da espermatogdnia é denso e compactado, o qual
dar origem a outras células apos a divisao; os espermatocitos sdo células mais arredondadas,

apresentam uma cromatina mais condensada e nucleos menores; as espermatides sdo alongadas,
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localizadas nos centros loculares, em processo de maturacdo, ocorre diferenciacdo na
espermiogénese, dando inicio a transformacéo em espermatozoides.

Em anuros, os testiculos ainda podem apresentar graus de pigmentacédo, variando de
branco, amarelo ou marrom escuro, sendo nesse caso, pela presenca de melandcitos ao redor
dos l6culos seminiferos (estroma testicular) e superficialmente abaixo da tunica albuginea
(OLIVEIRA e ZIERI, 2005; FRANCO-BELUSSI et al., 2008).

Alguns estudos relacionam a poluicdo ambiental com anomalias no sistema genital de
anuros, uma vez que os agentes xenobidticos podem atuar como desreguladores enddcrinos que
levam a alterac@es fisioldgicas e histoldgicas como inducdo ao hermafroditismo, inibigdo no
desenvolvimento das gonadas, alteracdo da coloracdo por meio da atividade melanogénica de
melandcitos gonadais e até mesmo o declinio da capacidade reprodutiva (BILA e DEZOTTI,
2007, MORESCO et al., 2014, CAKICI, 2015).

Trabalhos que tratam dos efeitos de contaminantes sobre os drgdos reprodutivos em
anuros, com possiveis alteracdes estruturais e histopatoldgicas desses drgaos, sdo escassos e
podem ser um importante indicador da qualidade do meio e uma ferramenta auxiliar para
explicar o decréscimo de populagdes pela interferéncia antropica no processo reprodutivo.

Nossa hipdtese é que regides naturais mais degradadas afetem diretamente os anuros
pelo elevado grau de poluicdo e interferéncia de xenobi6ticos, ocasionando alteracGes
morfoldgicas em estruturas testiculares e producdo de gametas, indicando que esses animais
estdo suscetiveis aos efeitos negativos da degradacdo e poluicdo ambiental, o que podera
comprometer substancialmente sua taxa reprodutiva e até mesmo a capacidade adaptativa,
corroborando com dados sobre declinio de anuros, tendo a degradacdo ambiental como fator

principal.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi investigar, por meio de analises morfoldgicas, a resposta
dos testiculos, orgdos de funcdo reprodutiva e hormonal, frente ao grau de degradagéo
ambiental em duas diferentes areas da regido de Foz do Iguacu — PR, Zora Rural e Parque
Nacional do Iguacu (PNI).

Objetivos especificos

- Analisar histologicamente os possiveis efeitos e eventuais modificacdes dos 6rgaos
reprodutivos frente ao grau de degradacdo ambiental mensurando a proporcdo relativa e volume
de celulas de linhagem espermatogenética e células intersticiais.

- Comparar as respostas, correlacionando os dados reprodutivos morfolédgicos para a

espécie entre os diferentes ambientes.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

Para o desenvolvimento do projeto, foram utilizadas amostras de testiculos de 14
machos adultos (sete individuos por regido), em atividade de vocalizacédo, de Scinax fuscuvarius
(LUTZ, 1925), espécie nativa, com ampla distribuicdo pela regido sudeste do Brasil e
encontradas nas duas distintas regides que foram utilizadas nesses estudo e descritas abaixo.
Essa proposta esta vinculada ao trabalho de ecologia realizada em parceria com o grupo de
pesquisa em Ecologia de Populagdes e Comunidades Neotropicais, da Universidade Federal da
Integragdo Latino-Americana-UNILA, contemplada pelos editais PRPPG N° 110, de 17 de
setembro de 2018 e PRPPG 80/2019.

As coletas dos espécimes foram realizadas em corpos d’agua em duas diferentes areas
do municipio de Foz do Iguagu — PR, &rea rural (25°32'49"S; 54°35'11"0) e Parque Nacional
do Iguagu (25°05° a 25°41°S, 53°40’ a 54°38°0), durante o verdo de 2019 e 2020 para estudos
populacionais, sendo os procedimentos de coleta e manuseio autorizados pelo SisBio (N°
60073, 42012) e licenga para coleta no PNI (Parque Nacional do Iguagu): 70732-1. A
manipulagéo e os experimentos, nesta etapa, foram realizados de acordo com o guia de cuidados
e uso de animais de laboratorio.

A parceria se estabeleceu com o intuito de complementar os estudos a partir de analises
morfoldgicas, em parceria entre o IFSP e UNILA. Sob orientagdo técnica do IFSP, o material
bioldgico foi submetido aos procedimentos de fixacdo e conservacdo para microscopia de luz,
submersos em solucdo etilica a 70%, acondicionados em geladeira dentro de tubos plasticos

tipo Eppendorf.

Escolha das areas de coleta

A vegetacdo original da regido de Foz do Iguacu € composta por Floresta Estacional
Semidecidual (AB’SABER, 2003), que foram intensamente devastadas pela atividade
agropastoril, restando apenas o Parque Nacional do Iguacu (PNI) e pequenos fragmentos da
Floresta Estacional Semidecidual cercados de areas de pastagem e/ou monocultura. O PNI, um
dos locais de captura das espécies, & um dos maiores remanescentes de Mata Atlantica e unidade
de protecdo integral, localizada na regido oeste do Estado do Parana, com uma area de 185.262
,5 hectares, que se estende ao longo de cinco municipios: Céu Azul, Foz do Iguacu, Matelandia,
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Sao Miguel do Iguacu e Serrandpolis do Iguagu, sendo, portanto, considerado area controle para
esse projeto.

Os ambientes amostrados foram divididos em duas categorias de uso de solo
(MCKINNEY 2002 - modificado): rural e florestal. Area rural, regides com mais de 50% da
area do buffer destinado a extensas plantagdes agricolas e pastagens (<2% de usos urbanos). As
areas florestais sdo aquelas nas quais o corpo d'dgua possuem mais do 50% de suas margens
cobertas por vegetacao arborea e mais de 50% da area do buffer coberta por vegetacéo florestal,
sendo que, para determinagdo da paisagem na qual o corpo d'agua esta inserido foi feita com
base em imagens de satélite RapidEye (2013) e utilizando um buffer de 500 metros em torno
de cada corpo d’agua. O tamanho do buffer foi determinado com base em estudos de ecologia
de paisagem envolvendo anuros (e.g., SEMLITSCH e BODIE, 2003). Deste modo, a paisagem
foi caracterizada a partir da identificacdo de diferentes usos do solo: monocultura (&reas de
cultivo de graos), pastagem (terrenos de pastejo de gado), mata (remanescentes de Floresta
Estacional Semidecidual), areas de regeneracdo (manchas de floresta em estado inicial de
recuperacdo), silvicultura, uso urbano (edificagcdes) e agua (corpos d’agua Iénticos e 16ticos).

A utilizacdo de animais dessa regido se justifica pela auséncia de dados ecotoxicoldgicos
subsidiados pela morfologia, que permitam ver diretamente a integridade histolégica de 6rgédos
e, indiretamente, outros fendbmenos bioldgicos interligados e complementares, envolvendo
espécies nativas de anuros que ocorrem simultaneamente nos ambientes descritos, sendo que a
area com elevado grau de preservacdo (PNI) servira com area controle.

Outra questdo importante é o aproveitamento de material biolégico que esteve a
disposicao para esse estudo, corroborando com o projeto de estudos ecoldgicos ja em execucdo
pelo grupo de pesquisa. Além disso, os dados obtidos aqui poderdo ser utilizados para
comparacao com outras areas e espécies de anuros, particularmente em regides que nitidamente
nédo apresentem locais de relativa preservacao devido ao uso intensivo do solo, como ocorre na

maioria das regides interioranas do estado de Séo Paulo.

Procedimentos experimentais

Para retirada do 6rgdo, os animais foram dissecados por meio de incisdo mediana na
regido ventral, expondo os testiculos que foram removidos e imersos em solucdo fixadora
Karnovsky (tampao fostato Sorensén 0,1M, tampéao fosfato pH 7.2 contendo paraformaldeido
5% e glutaraldeido 2.5%) e mantidos em solucéo alcodlica 70% pois, posteriormente, foram
encaminhados a rotina histologica (RIBEIRO e LIMA, 2000), seguindo protocolo para

desidratacdo em série alcodlica e incluséo em parafina.
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Analises morfologicas

Seccbes de 3um foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) e fotografadas em
microscopio de luz com camera fotogréafica acoplada. Para as analises estereoldgicas de
densidade volumétrica, foram examinados dez campos histologicos de cada animal (400x),
sobrepostos por graticulado digital com 252 intersec¢des (WEIBEL, 1978), para comparar a
proporcdo relativa (volume relativo) de células germinativas (espermatogonias | e |,

espermatacitos | e 11, espermatides iniciais e tardias e espermatozoides).

Analises estatisticas

As analises foram conduzidas utilizando o programa R version 2.11.1 (R Development
Core Team, 2010). Analises de normalidade e homogeneidade dos dados foram feitas pelos
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente, e transformados por meio de logaritimo [log
(xp1)] para valores ndo homogéneos. Foi realizada analise de variancia (ANOVA One-way)
seguido de teste a posteriori de Tukey para identificar diferencas estatisticas entre os parametros
analisados e os diferentes tipos de ambientes. Tiveram validade estitica valores de P < 0.05
(ZAR, 1999).
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RESULTADOS

A espécie Scinax fuscovarius, teve nesse trabalho pardmetros morfolégicos do estroma
testicular analisados, tais como a proporcao relativa (volume relativo) de células de linhagem
espermatogenéticas: espermatogonias, espermatocitos, espermatides e espermatozoides, além
da proporcdo relativa ocupada pelos I6culos seminiferos, limem e intersticio testicular, sob
influéncia dos ambientes de Zona Rural e do PNI, com diferentes graus de antropizacao.
Diferencas foram encontradas na proporcao relativa dos l6culos seminiferos e das espermatides
quando comparados os espécimes das duas areas.

A anélise morfoldgica nos permitiu identificar e quantificar as estruturas testiculares,
identificando cada uma das células reprodutivas, bem como outros compontes presentes no
6rgdo genital da espécie (Figura 1, A-B).

Segundo nossas anélises, para 0 ambiente Rural, encontramos 0s seguintes valores para
os parametros analisados: I6culo seminifero principal = 29,9%; léculos satélites = 21,9%;
limen = 8,7% intersticio = 3,8%; espermatogdnia = 3% espermatocito = 12,1%; espermatides
18,5%; espermatozdide 1,7%. J& para os animais coletados no PNI, obtivemos os seguintes
resultados: l6culo seminifero principal = 24,8%; loculos satélites = 27,8%; lumen = 12,7%
intersticio = 3,9%; espermatogdnia = 3,6% espermatécito = 11,3%; espermatides 13,9%;
espermatozdide 1,6% (Tabela 1).

De todos esses parametros analisados, foram encontradas diferencgas significativas para
o volume relativo dos I6culos seminiferos principais e satélites, sendo que o volume relativo
dos l6culos principais dos animais coletados em ambiente rural foi maior quando comparado
com animais do PNI. Por outro lado, os léculos satélites tiveram maior volume relativo nos
animais do PNI. Outro parametro que apresentou diferenca significativa foi o volume relativo
ocupado pelas espermatides, com maior porcentagem de células em animais pertencentes a zona
rural (Figura 2, A-C).
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FIGURA 1 - Parénquima testicular de Scinax fuscovarius, destacando a estrutura
locular contendo em seu interior 0s cistos espermatogénicos, representando
espécimes da Zona Rural (A) e espécimes do PNI (B). I= intersticio; L= lume; S=
célula de Sertdli; V= vaso sanguineo; G1= espermatogbnia inicial; G2=
espermatog0nia tardia; C1= espermatocito inicial; C2= espermatdcito tardio; Et=
espermatide; Ez= espermatozoide.
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TABELA 1. Analise quantitativa exploratoria dos componentes testiculares
em Scinax _fuscovarins®

PARAMETROS Zora Rural PNI
Laculo Principal *68.5 + 16.7 *564 =134
Loculo Adjacente *50.2+ 164 *63.3+£134
Liumen 200+ 159 289+ 108
Intersticio 8.7+25 9.0+3.2
Espermatogonias 7.0+8.0 84+3.1
Espermatocitos 27.8 + 10.6 259+9.0
Espermatdes 424+ 14.1 *31.7+12.2
Espermatozoides 4047 3.6+7.0

*Animal (RURAL = 7; PNI = 7); campos histologicos (n = 10), Os valores

representam a média = SD. *Parimetros com resultados significativos (P<0,005).

Lbcas 3rrcpe
®
[ ——

Expenitides

C

FIGURA 2 - Variacdo do volume relativo dos I6culos seminiferos e espermatides de
Scinax fuscuvarius, tendo como varidvel preditora os distintos ambientes (Rural e
PNI). Linhas horizontais inferiores e superiores representam, respectivamente, o
primeiro e o terceiro quartil e a linhas horizontais no interior representam a mediana.
ANOVA one-way seguida do teste de Tukey (p<0.05).
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DISCUSSAO

Neste trabalho, observamos alteracfes nos parametros morfoldgicos ligados ao sistema
genital masculino de S. fuscuvarius, dentre os quais, diferencas no volume relativo ocupado
pelos léculos seminiferos, aqui discriminados em loculo principal e adjacentes, aléem da
diferenca na proporcédo (volume relativo) de espermatides, sob influéncia do ambiente em que
esses animais se encontram.

Trabalhos comparativos que mostram a interferéncia do ambiente natural no 6rgéo
genital de anuros adultos séo escassos (Moresco et al, 2014; Rezende et al 2021) e ainda grande
parte desses estudos que tratam dessa temética sdo realizados sob condi¢bes controladas (Zieri
et al, 2015, Gregorio et al, 2018). Assim, o atual trabalho é bastante relevante por trazer novos
dados sobre os aspectos reprodutivos de uma espécie nativa, de ampla abrangéncia territorial,
em condicdes naturais.

Em relagdo aos l6culos seminiferos, encontramos I6culos principais mais volumosos
nos animais capturados na regido rural, o que também reflete no tamanho dessa estrutura, onde
cada um dos léculos se apresenta proporcionalmente maior, quando comparados com 0s
animais do PNI. Moresco et al (2014), encontraram uma alta frequéncia de gbnadas intersexuais
em Physalaemus cuvieri, 0 que pode estar relacionado ao efeito residual persistente de
agrotoxicos encontrados no proprio ambiente. Cakici et al (2015) observaram em Bufotes
variabilis que o inseticida Carbaril promoveu desde desarranjo na forma dos l6culos
seminiferos e aumento dos espacos intersticiais até necrose das células germinativas, com efeito
dose-dependente dessa substancia. Nossos resultados também sugerem que o ambiente tem um
alto grau de interferéncia na estrutura gonadal de S. fuscovarius.

Para as células da reprodutivas, encontramos maior volume relativo de espermatides em
animais também da area rural, mostrando uma correlacdo positiva com o tamanho do l6culo
seminifero. Em laboratorio, a espécie Rhinella schneideri apresentou aumento no numero de
espermatogdnias e espematocitos, bem como diminui¢cdo do nimero de espermatozoides e da
area locular quando tratados com o a substancia antiandrogénica Flutamida (Gregorio et al,
2016), mostrando que essa substancia atua como disruptor endocrino em organismos que vivem
em ambientes contaminados. Em S. fuscovarius, 0 maior namero de espermatides, células que
passardo pelo processo de espermiogénese e que originardo os espermatozoides, pode estar

relacionado ao mais alto investimento reprodutivo das espécies pertencentes a zona rural.



19

S. fuscovarius € uma espécie generalista e abundante em ambientes antropizados (Silva
etal. 2011), sendo, por esse motivo, considerada indicador de qualidade ambiental. Além disso,
a ocupacdo preferencial de nichos antropizados sugere maior aproveitamento dos recursos,
porém, a abundancia pode trazer uma elevada competicdo por parceiro sexual, o que pode
explicar um maior investimento reprodutivo, que se manifesta nas condigdes morfologicas

gonadais da espécie nesses dois tipos de ambientes.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel observar a influéncia ambiental na estrutura gonadal da
espécie S. fuscovarius, tendo as espécies da regido rural maior volume de I6culos seminiferos
e de espermatides, o que reflete, respectivamente, no maior tamanho locular e maior nimero de
espermatides no interior dos testiculos, quando comparados aos espécimes do PNI. S.
fuscovarius é uma espécie generalista, com alta taxa de ocupa¢do de nichos antropizados,
refletindo na abundéncia dessa espécie na regido rural. Essa condicdo ecoldgica pode refletir
num elevado investimento reprodutivo, que se manifesta nas condi¢cbes morfolégicas gonadais
da espécie nesses dois tipos de ambientes. Essas alteragdes morfoldgicas colaboram com o
status de indicadores de qualidade ambiental.
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