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RESUMO

Os anuros possuem caracteristicas que os tornam vulneraveis a contaminantes presentes no
ambiente aquético e terrestre. Dentre esses, destaca-se o benzo(a)pireno (BoP), um
hidrocarboneto com propriedades carcinogénicas, que pode ser absorvido por diferentes vias —
cuténea, oral ou respiratoria — 0 que pode alterar sua distribuicdo e metabolismo. Para avaliar
0 impacto do BaP sdo utilizados biomarcadores, que consistem em alteragdes mensuraveis em
células/tecidos/érgdos, que fornecem informacGes sobre a exposicdo e efeito do composto.
Dessa forma, o objetivo dessa tese ¢ avaliar o efeito do BaP sobre diferentes biomarcadores
de anuros e avaliar se a via de administracdo do composto pode influenciar nesses efeitos.
Espécimes de Physalaemus nattereri (N = 108) foram coletados e divididos em trés grupos
(via cuténea, injetavel e oral) e tempos experimentais (um, trés e sete dias). Os espécimes
receberam uma Unica administracdo (volume de 0,02 ml) de 6leo mineral puro (controle) ou
de 6leo mineral contendo 2 mg/Kg de BaP (tratamento). Ao término dos experimentos foram
coletadas amostras de sangue, figado, pele e testiculos para analise dos biomarcadores
morfologicos (anormalidades nucleares, pigmentacdo e mastocitos) e bioquimicos (catalase,
superéxido dismutase, glutationa S-transferase e peroxidacdo de lipidios). O BaP alterou a
area dos pigmentos melanina (figado, pele e testiculo), hemosiderina e lipofuscina (figado), a
frequéncia de mastocitos (figado e pele) e a atividade das enzimas superoxido dismutase e
glutationa S-transferase (figado). Essas alteragdes foram influenciadas pela via de

administracao, sendo que o efeito da via foi distinto para cada 6rgéo.

Palavras-chave: Células pigmentares. Eritrocitos. Estresse oxidativo. Mastdcitos. Vias de

exposicao.



ABSTRACT

Anurans have characteristics that make them vulnerable to contaminants present in the aquatic
and terrestrial environment. Among these, benzo(a)pyrene (BaP) stands out, as a hydrocarbon
with carcinogenic properties, which can be absorbed by different routes - cutaneous, oral, or
respiratory - which can change its distribution and metabolism and consequently its effects.
To assess the impact of BaP biomarkers are used, which consist of measurable changes in
cells/tissues/organs, which provide information on the exposure and effect of the compound.
Thus, this thesis aims to evaluate the effect of BaP on different anuran biomarkers and assess
whether the route of administration of the compound can influence these effects. Specimens
of Physalaemus nattereri (N = 108) were collected and divided into three groups (cutaneous,
injectable, and oral route) and experimental times (one, three, and seven days). Specimens
received a single administration (0.02 ml volume) of pure mineral oil (control) or mineral oil
containing 2 mg/kg of BaP (treatment). At the end of the experiments, samples of blood,
liver, skin, and testes were collected for analysis of morphological (nuclear abnormalities,
pigmentation, and mast cells) and biochemical (catalase, superoxide dismutase, glutathione S-
transferase, and lipid peroxidation) biomarkers. BaP altered the pigment area melanin (liver,
skin, and testis), hemosiderin and lipofuscin (liver), the frequency of mast cells (liver and
skin), and the activity of the enzymes superoxide dismutase and glutathione S-transferase
(liver). The route of administration influenced these changes, and the effect of the route was

different for each organ.

Keywords: Pigment cells. Erythrocytes. Oxidative stress. Mast cells. Exposure routes.
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1. INTRODUCAO

1.1. INDICADORES AMBIENTAIS

A classe Amphibia (GRAY, 1825) representa o primeiro grupo de vertebrados a
explorar com sucesso 0 ambiente terrestre, enquanto mantinha dependéncia do ambiente
aquético ou de microhabitats umidos para a reproducao (VITT; CALDWELL, 2014).
Atualmente essa classe é constituida por trés ordens (8419 sp.): Anura (sapos, ras e
pererecas — 7434 sp.), Caudata (salamandras e tritbes — 771 sp.) e Gymnophiona
(cecilias — 214 sp.) (FROST, 2021).

Dentre os vertebrados, os anfibios sdo 0s que apresentam um maior nimero de
espécies ameacadas (IUCN, 2021), sendo seu declinio populacional relacionado a:
doencas emergentes, introducdo de espeécies invasoras, mudancas climaticas,
degradacdo e poluicdo ambiental (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002; COLLINS;
STORFER, 2003; VERDADE et al., 2010). Os anfibios sdo particularmente sensiveis a
alteracfes fisico-quimicas no meio ambiente (VERDADE et al., 2010), devido a
caracteristicas como: ciclo de vida bifasico, auséncia de cascas nos O0VoOSs,
permeabilidade cuténea e baixa dispersdo (BLAUSTEIN; WAKE, 1995; BLAUSTEIN;
BANCROFT, 2007; VERDADE et al., 2010). Essas caracteristicas e a sensibilidade a
alteracbes ambientais conferem aos anfibios o status de indicadores ambientais,
podendo ser utilizados como bioindicadores [fornecem informacgdes qualitativas sobre a
qualidade do meio ambiente, por meio de sua presenca/auséncia, comportamento ou
fisiologia] e biomonitores [fornecem informacdes quantitativas sobre o nivel de
contaminacdo ambiental, mediante o uso de biomarcadores] (BRODEUR; VERA-
CANDIOTI, 2017).

1.2. BIOMARCADORES

Biomarcadores sdo definidos como uma resposta bioldgica — restrita a alteracGes
celulares, bioquimicas, moleculares ou fisiolégicas — mensuravel em células, fluidos
corporeos, tecidos ou 6rgdos de um organismo, indicando exposicdo ou efeito de um
xenobiodtico (PEAKALL, 1994; PEAKALL; WALKER, 1994; LAM; GRAY, 2003). Os
biomarcadores apresentam diferentes tempos de resposta, sendo que as alteracGes
bioguimicas-moleculares ocorrem antes das fisioldgicas e histolégicas (NASCIMENTO
et al., 2006). Diferentes tipos de biomarcadores tém sido utilizados para avaliar a

influéncia de agentes bioldgicos (ex: lipopolissacarideo de Escherichia coli), fisicos (ex:
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radiacdo ultravioleta e hipo/hipertermia) e quimicos (ex: agrogquimicos, desreguladores
enddcrinos, hidrocarbonetos e metais), dentre eles: anormalidades nucleares em
eritrocitos, células de resposta inflamatéria (mastdcitos), células pigmentares e o
sistema de defesa antioxidante (SANTOS et al., 2014; CARVALHO et al., 2015;
FRANCO-BELUSSI et al., 2016; PEREZ-IGLESIAS et al., 2016; FANALI et al., 2017,
2018; GREGORIO et al., 2019; FERNANDES et al., 2021; SANTOS et al., 2021).

1.2.1. Anormalidades nucleares em eritrécitos

Os eritrdcitos correspondem a um dos trés elementos celulares que compdem o
sangue dos vertebrados, juntamente com leucocitos e trombdcitos (RATCLIFFE;
MILLAR, 1988; DUELLMAN; TRUEB, 1994; CLAVER; QUAGLIA, 2009). Anuros,
assim como peixes, répteis e aves, possuem eritrocitos nucleados (CLAVER,;
QUAGLIA, 2009), que permitem caracterizar modificages celulares em resposta a
diferentes condicdes, a partir de alteraces em seus nucleos, como as anormalidades
nucleares (e.g. microndcleo, bud, células anucleadas e binucleadas) (Figura 1).

O micronucleo é uma anormalidade nuclear originada a partir da fragmentacéo
de parte ou de todo um cromossomo durante a divisdo celular (FENECH, 2000). Esse
fragmento é envolto por uma membrana nuclear e apresenta morfologia similar ao
nucleo, exceto por apresentar um menor tamanho (FENECH et al.,, 2011). O bud
apresenta a mesma morfologia do micronucleo, porém encontra-se conectado ao nacleo
por uma haste de material nucleoplasmatico (FENECH, 2007). As células anucleadas e
binucleadas sdo caracterizadas pela presenca, respectivamente, de nenhum e dois
nacleos (FENECH, 2007; SANTOS et al., 2021). O micronucleo, bud e células
binucleadas sdo indicativas de efeitos genotoxicos (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA,
2003, 2005; FENECH, 2007; PALANIKUMAR et al.,, 2011), enquanto as células
anucleadas podem representar uma adaptacdo, para aumentar a eficiéncia no transporte

de oxigénio, a ambientes poluidos (BARNI et al., 2007).
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Figura 1 — Fotomicrografias ilustrando as anormalidades nucleares (setas) em eritrdcitos. A: anucleada,
B: binucleada, C: bud, D: micronucleo. Coloracdo: Giemsa. Escala: 5 um. Fonte: o autor.

1.2.2. Células inflamatorias (mastocitos)

O mastocito (Figura 2) compdem o sistema imunoldgico (PINELLI et al., 2010),
estando presente em todas as classes de vertebrados (CHIU; LAGUNOFF, 1972; DI
MATTEO et al., 2000; PINELLI et al., 2010; BACCARI et al., 2011), sendo
encontrados em todos 0s 6rgdos e tecidos vascularizados (BACCARI et al., 2011). Esse
tipo celular € originado a partir de células hematopoiéticas (YONG, 1997) e atuam em
respostas inflamatorias contra patdgenos (GALLI; WERSHIL, 1996), bem como as
induzidas por compostos quimicos (FANALI et al., 2018).
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Figura 2 — Fotomicrografias ilustrando os mastdcitos (setas) presentes no figado (A), pele (B) e testiculo
(C). Coloracéo: azul de toluidina com borax. Escala: 5 um. Fonte: o autor.



Introducgéo |15

1.2.3. Células pigmentares

Células pigmentares podem ser definidas como uma celula capaz de
sintetizar/montar um pigmento, sendo ele armazenado em organelas — ligadas a
membrana — que lhes confere cor (SCHARTL et al., 2016). Em anuros, duas linhagens
celulares sdo utilizadas como biomarcadores: melanécitos e melanomacrofagos (DE
OLIVEIRA et al., 2017), ambas responséveis por sintetizar melanina (PURRELLO et
al., 2001; SCHARTL et al., 2016) (Figura 3).

Os melandcitos sdo derivados de precursores — melanoblastos — da crista neural
ectodérmica (SICHEL et al., 1997; COLOMBO et al., 2011; SCHARTL et al., 2016),
sendo encontrados em diferentes 6rgdos e tecidos, como: coracdo, gbnadas, intestino,
meninges, pele, peritonio, pulmdes e rins (BAGNARA; MATSUMOTO, 2006;
MORESCO; OLIVEIRA, 2009; FRANCO-BELUSSI et al, 2011). Os
melanomacrofagos, por sua vez, sdo derivados de células-tronco hematopoiéticas
(SICHEL et al., 1997) e sdo encontrados em érgdos hematopoiéticos como o baco e o
figado (GALLONE et al.,, 2002; GUTIERRE et al., 2018). Alem da melanina, 0s
melanomacrofagos também armazenam pigmentos resultantes do catabolismo celular,
sendo eles a hemosiderina (derivada da quebra de hemoglobina) e a lipofuscina (produto
da degradacdo de componentes celulares) (AGIUS; AGBEDE, 1984; KRANZ, 1989;
AGIUS; ROBERTS, 2003) (Figura 4). Ambas as células possuem funcéo relacionada
com a melanina, que fornece protecdo contra a radiacdo ultravioleta e patdgenos
externos, além de absorver e neutralizar radicais livres e substancias toxicas (WOLKE
et al., 1985; SICHEL, 1988; ZUASTI et al., 1989; FRANCO-BELUSSI et al., 2018). Os
melanomacrofagos apresentam ainda atividade fagocitica e atuam na detoxificacdo de
xenobioticos (AGIUS; AGBEDE, 1984; FENOGLIO et al., 2005; PEREZ-IGLESIAS et
al., 2016; GUTIERRE et al., 2017).
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Figura 3 — Fotomicrografias ilustrando a melanina (setas) presente nos melanomacréfagos do figado (A)
e nos melandcitos da pele (B) e testiculo (C). Coloracdo: hematoxilina-eosina. Escala 10 um. Fonte: o
autor.
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Figura 4 — Fotomicrografias ilustrando a hemosiderina (A) e lipofuscina (B) (setas) presentes nos

melanomacroéfagos do figado. Coloracdo: solugdo acida de ferrocianeto de potéssio (A), solucdo de
Schmorl (B). Escala 10 um. Fonte: o autor.

1.2.4. Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante consiste em moléculas antioxidantes
responsaveis por minimizar os danos causados por espécies reativas de oxigénio (EROS)
(SCANDALIOS, 2005; VASCONCELOS et al., 2007). As EROs sdo geradas
naturalmente durante o metabolismo celular (VALKO et al., 2004) e sdo importantes na
regulacdo de processos fisioldgicos e na sinalizacdo celular (SCANDALIOS, 2005;
VASCONCELOS et al., 2007). No entanto, fatores externos (ex: radiacdo ultravioleta e
xenobidticos) podem acelerar a producéo de EROs e/ou inibir a atividade das moléculas
antioxidantes (VAN DER OOST et al., 2003; SCANDALIOS, 2005), o que leva ao

estresse oxidativo e suas consequéncias para moléculas (ex: DNA, lipidios e proteinas)



Introducéao |18

— no caso dos lipidios causando peroxidagdo (LPO) — e para a célula (SCANDALIOS,
2005; BARREIROS et al., 2006).

Para proteger o organismo dos danos oxidativos, componentes enzimaticos e ndo
enzimaticos do sistema antioxidante convertem as EROs em espécies menos
reativas/nocivas (SCANDALIOS, 2005). Dentre os componentes enzimaticos ha o
destaque para a: superdxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do anion
superoxido (O2*) em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2); catalase (CAT),
que decompdem o peroxido de hidrogénio em agua (H20) e oxigénio; e glutationa S-
transferase (GST) que catalisa reagdes de conjugacdo da glutationa (GSH) (STOREY,
1996; OLSEN et al.,, 2001; VAN DER OOST et al.,, 2003; SCANDALIQOS, 2005;
VASCONCELOS et al., 2007).

1.3. HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos (HPAs) sd&o uma classe de
compostos quimicos, caracterizados pela presenca de dois ou mais anéis aromaticos
condensados (NETTO et al., 2000), arranjados de maneira linear, angular ou em cluster
(LI; CHEN, 2002). Sado formados durante a queima incompleta de matéria organica
(ATSDR, 1995; IPCS, 1998), sendo originados naturalmente (exemplo: emissdes
vulcanicas e incéndios florestais) ou decorrente da atividade antropica (exemplo:
exaustdo de carros e caminhdes, incineracdo de lixo, queima de combustiveis fosseis e
producdo de aluminio, ferro e aco) (ATSDR, 1995; IPCS, 1998; LI; CHEN, 2002;
MADUREIRA et al.,, 2014). Os HPAs ocorrem na forma de misturas complexas
(ATSDR, 1995), podendo ser encontrados em todos os compartimentos ambientais (ar,
agua e solo) (ATSDR, 1995; NETTO et al., 2000).

Dentre os mais de 100 tipos de HPAs, 17 apresentam um maior destaque, por
terem uma maior quantidade de informacdes disponiveis e por serem, possivelmente,
mais danosos do que outros, sendo eles: acenafteno, acenaftileno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(e)pireno, benzo
(g,h,i)perileno, benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, criseno,
dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno, indeno(1,2,3-c,d)pireno e
pireno (ATSDR, 1995). Dentre esses compostos, o benzo(a)pireno (BaP) é o mais
conhecido e estudado (CARUSO; ALABURDA, 2008), sendo o composto modelo para
estudar a carcinogénese dos HPAs (BRINKMANN et al., 2013) e o unico classificado
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como agente de grupo 1 — carcinogénico para humanos — pela International Agency for
Research on Cancer (IARC, 2013).

1.3.1. Benzo(a)pireno

O BaP (C20H12) € um HPA de alta massa molecular (253.3g/mol), constituido
por cinco anéis aromaticos (IPCS, 1998; JUHASZ; NAIBU, 2000). Pode ser encontrado
em ecossistemas aquaticos (dissolvido em agua ou aderido a matéria organica) (NASR
et al., 2010) e terrestres (ar, solo, plantas) (WILCKE et al., 2003; GUPTA et al., 2011),
onde sua concentracdo pode atingir a ordem de g/Kg em ambientes urbanos ou com
atividade industrial (revisado por JUHASZ; NAIBU, 2000). Segundo a CETESB
(CETESB n°256/2016) o valor de prevengédo (“/...] concentra¢do de valor limite de
determinada substéncia no solo, tal que ele seja capaz de sustentar as suas funcdes
principais [...] " - CONAMA n°420/2009) do BaP para solos e aguas subterraneas ¢ de
0.1 (mg/Kg de peso seco), sendo os valores de investigacdo (/... concentragdo de
determinada substéncia no solo ou na agua subterranea acima da qual existem riscos
potenciais, diretos ou indiretos, a sadde humana, considerando um cenario de
exposicdao padronizada” - CONAMA n°420/2009) de 0,2 (agricola), 0,8 (residencial) e
2,7 (industrial) (CETESB n°256/2016).

1.3.2. Toxicidade do benzo(a)pireno

O BoP, assim como todos os HPAs, ¢ lipossoluvel e pode ser absorvido
naturalmente por via cutanea, oral ou respiratéria (NETTO et al., 2000). O BaP por si s6
ndo é toxico (BRINKMANN et al., 2013), mas ao ser metabolizado sdo gerados
elementos secundarios que causam carcinogénese e toxicidade (GELBOIN, 1980). O
metabolismo do BaP (Figura 5) é um processo complexo (VERMA et al., 2012) e
ocorre obrigatoriamente dentro da célula. Podemos dividir o metabolismo do BaP em
duas etapas: | — Indugdo: onde o BaP induz sua propria biotransformagao, pela ativacdo
do receptor aril-hidrocarboneto (AhR) (MADUREIRA et al., 2014), que se encontra no
citoplasma, em um complexo com proteinas de choque térmico (HSP90) (MILLER;
RAMOS, 2001). A ligagdo do BaP com o AhR induz sua translocagdo para o niicleo,
onde interage com o Translocador Nuclear Aril-Hidrocarboneto (ARNT) (SHIMIZU et
al., 2000; MILLER; RAMOS, 2001; MADUREIRA et al., 2014). O complexo BoP-
AhR-ARNT se liga a elementos de resposta a xenobidticos (XRE) no DNA (MA; LU,

2003; TSUJI et al., 2011), ativando genes especificos para enzimas de metabolizagdo
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(MADUREIRA et al., 2014). Il — Ativacdo metabdlica: onde ocorre a participacdo de
uma ampla variedade de enzimas, como: citocromo P450, epdxido hidrolase, glutationa
S-epbxido transferase, UDP-glucuronil transferase e sulfonotransferase (GELBOIN,
1980). Esse metabolismo gera uma grande variedade de compostos secundarios (Figura
6), como: fendis, epdxidos, diols, quinonas e hidroquinonas (GELBOIN, 1980;
MILLER; RAMOS, 2001); incluindo o BaP 7,8-diol-9,10-epoxido (BPDE), um
composto responsavel por reagir com o DNA (SIMS et al., 1974). Além disso, também
sdo geradas EROs (SAUNDERS et al., 2006) (Figura 6), como: anion superdxido,
radical hidroxil (OH®) e peroxido de hidrogénio (PENNING, 2004), o que contribui
com o potencial carcinogénico do BaP e dos HPAs (PENNING et al. 1996).

(2wt

o

@

Compostos

secundarios

Figura 5 — Esquema da indugdo do metabolismo do benzo(a)pireno (BaP). AhR: receptor aril-
hidrocarboneto. ARNT: translocador nuclear aril-hidrocarboneto. HSP90: proteinas de choque térmico.
XRE: elementos de resposta a xenobidticos. Baseado em Hankinson (1995), Miller; Ramos (2001), Ma;
Lu (2003), Baird et al. (2005).
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Figura 6 — Esquema do metabolismo do benzo(a)pireno (BaP). Baseado em Gelboin (1980), Phillips;
Grover (1994), Mitchelmore et al. (1998), Miller; Ramos (2001), Penning (2004), Ramesh et al. (2004),
Verma et al. (2012).
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1.3.3. Estudos do benzo(a)pireno em anuros

Desde a década de 80, anuros sdo utilizados como modelo experimental para
avaliar os efeitos do BaP (Tabela 1), que incluem: altera¢des bioquimicas (COLOMBO
et al., 1996, 2003), genéticas (HOHN-BENTZ et al., 1983; MOUCHET et al., 2005),
metabolicas (REGNAULT et al., 2014; 2016) e morfologicas (DE OLIVEIRA et al.,
2017; FANALI et al., 2017, 2018). Além dessas alteragdes, o BaP ja foi identificado em
anuros nativos (VOJINOVIC-MILORADOQV et al., 1996) e seus efeitos adversos
podem ser transmitidos entre geracfes (USAL et al., 2019, 2021). O detalhamento dos

efeitos do BaP nos anuros, bem como em outros anfibios, serd abordado no capitulo 1.



Tabela 1 — Estudos do benzo(a)pireno em anuros.
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Espécie Via Tempo Dose Efeito Referéncia
Xenopus laevis Adulto Injetavel 60-90 min 125ug/g Danos no DNA. Hoéhn-Bentz et al., 1983
X laevi Giri A 12 di 0.0, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, Al to de mi cl itrocit Van H lenetal., 1989
enopus laevis irino quosa ias 1.0, 2.0 ¢ 4.0ppm umento de microndcleo em eritrécitos. an Hummelen et al.,
024812 14¢16 Danos no DNA, alteragéo no estagio de desenvolvimento e tempo
Xenopus laevis Girino Aquosa B (’jias’ 31, 62, 124, 248 e 496nM  de metamorfose, aumento de microntcleo em eritrécitos, Sadinski et al., 1995
diminuicéo de peso.
. Embrido  Aquosa 8 dias 10 e 100pg/L .
Xenopus laevis L Indugdo da CYP1A Colombo et al., 1996
Adulto Injetavel 72h 100mg/Kg
Xenopus laevis Girino Aquosa 0,3,6,24,72 e 144h 0.01, 0.05 e 0.1mg/L Danos no DNA. Morse et al., 1996
Bombina variegata Adulto - - -
Rana dalmatina Adulto - - - Identificagdo de BaP em anuros nativos Vojinovic-Miloradov et al., 1996
Rana ridibunda Adulto - - -
Xenopus laevis Adulto Injetavel 72,120 e 168h 100mg/Kg Inducéo da CYP1A Colombo et al., 2003
Xenopus laevis Girino Aquosa 1,2,4,8e12 dias 0.125, 1.0, 10mg/L Genotoxicidade. Mouchet et al., 2004
Xenopus laevis Embrido  Aquosa 96h 1.32x10° - 13.2uM Inibicdo de cescimento. Saka, 2004
. . . 8.36, 14.64, 89.06 e x . . -
Xenopus laevis Girino Aquosa 1,6 e 9 dias 309.47p1g/L Aumento da expresséo de hsp 70 e IL -1 (imunotoxicidade). Martini et al., 2012
Pelophylax kl. esculentus ~ Adulto Aquosa 1,2,4,6e8dias 10pg/L Aumento de atividade enzimatica. Reynaud et al., 2012
Xenopus tropicalis Adulto Aquosa 6, 12, 18, 24h 10ug/L AIte_rac;_oef no metabgllsmo he_patlco, apoptose de hepatocitos, Regnault et al., 2014
diminuigéo da melanina hepatica.
- Alterages no metabolismo hepético, desorganizagdo do tecido
Xenopus tropicalis Adulto Aquosa 12, 18, 24h 10pg/L hepatico Regnault et al., 2016
Hypsiboas albopunctatus Adulto Injetavel 72 e 168h 7mg/Kg Alteracdo da melanina hepatica.
Leptodactylus fi Adulto Injetavel 7 e 13 dias 2mg/K Alteracdo da melanina hepética.
eptodactylus fuscus j : ! 9/Kg Herags ~ anep - _ De Oliveira et al., 2017
Physalaemus cuvieri Adulto Injetavel 7 e 13 dias 2mg/Kg Diminuicéo da melanina hepética e testicular.
Physalaemus nattereri Adulto Injetavel 3 dias 3mg/Kg Diminuicdo da melanina hepatica e testicular.
Hypsiboas albopunctatus ~ Adulto Injetavel 72 e 168h 3 e 7mg/Kg Alteragdo da melanina hepatica e da altura do epitélio intestinal. Fanali et al., 2017
Leptodactylus fuscus Adulto Injetavel 1,7 e 13 dias 2mg/Kg Aumentg Qe mastocitos, diminuigao da melanina hepatica, Fanali et al., 2018
genotoxicidade.
Xenopus tropicalis Girino Aquosa 12 meses 50ng/L Alteragdes no metaboI|§m0~hepat|coI atraso n (.) tempo de Regnault et al., 2018
metamorfose, desorganizagao do tecido hepético.
Leptodactylus fuscus Adulto Injetavel 2 e 7 dias 2mg/Kg Altera}gao da melanina h_epat|ca, dlm_lnullg.ao do indice de Fanali et al., 2021
fagocitose e de anormalidades em eritrocitos.
Xenopus tropicalis Girino Aquosa - 50ng/L Alteragdes no metabolismo hepatico, atraso no tempo de Usal et al., 2021

metamorfose, defeitos reprodutivos.

Fonte: o autor.
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1.4. JUSTIFICATIVA

O BoaP esta presente em diferentes ecossistemas (WILCKE et al., 2003; NASR
et al,, 2010; GUPTA et al., 2011), incluindo ambientes em que o0s anuros residem
(MARQUIS et al, 2009), podendo ser absorvido por diferentes vias, como:
alimentacdo, respiracdo e/ou absorcdo cutanea (NETTO et al., 2000). Estudos com
mamiferos e peixes demonstraram que diferentes vias de exposicdo alteram a
quantidade de BaP no organismo, seu tempo de meia-vida em érgdos especificos e a
taxa de excrecdo/eliminacdo de seus metabdlitos (LEMAIRE et al., 1990, 1992;
MOREAU; BOUCHARD, 2015). A partir dessas informagfes, torna-se pertinente
avaliar se diferentes vias levam a mudangas no efeito do BoaP, que pode incluir
diferentes respostas biolégicas (aumento ou diminui¢do) ou potencializagdo/atenuacao
de um mesmo efeito. Propomos a utilizacdo de trés vias de exposicdo (Figura 7), sendo
duas vias que simulam uma exposi¢do natural, via cutdnea e oral, e uma via artificial,
injetavel subcutanea, que € amplamente utilizada em trabalhos experimentais.

Apbs ser absorvido, o BaP ¢ metabolizado, o que gera compostos secundarios
com propriedades carcinogénicas (GELBOIN, 1980) e espécies reativas de oxigénio
(SAUNDERS et al., 2006) que podem provocar danos a macromoléculas celulares
(SCANDALIQS, 2005; BARREIROS et al., 2006). Dessa forma, propomos avaliar um
conjunto de enzimas relacionadas a defesa antioxidante (CAT, SOD e GST - figado),
assim como analises bioguimicas que podem indicar danos oxidativos (LPO - figado).
Também iremos avaliar danos genotoxicos por meio da quantificacdo de anormalidades
nucleares em eritrécitos (sangue). Uma das propriedades da melanina € sua afinidade
por compostos quimicos (LINDQUIST et al., 1987, 1988; LARSSON, 1993), sendo que
tecidos contendo melanina apresentam reten¢do de BaP (ROBERTO et al., 1996), que
pode inibir a sintese (JOO et al., 2015) ou alterar a distribuicdo (FANALI et al., 2021a)
do pigmento na célula. Dessa forma, propomos quantificar a area de melanina e a
melanina total em diferentes 6rgaos (figado, pele e testiculo), assim como alteraces na
coloracdo dorsal dos espécimes. O BaP modifica a expressdo de diferentes genes,
alterando processos metabolicos e imunoldgicos (MARTINI et al., 2012; REGNAULT
et al., 2014, 2016, 2018). Para avaliar esses efeitos, iremos quantificar pigmentos
originados durante o catabolismo (hemosiderina e lipofuscina - figado), bem como
iremos analisar a frequéncia de células imunoldgicas que atuam em processos

inflamatérios (mastdcitos - figado, pele e testiculo). Todas essas analises possibilitam
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avaliar os diferentes efeitos do BaP, especialmente no figado e na pele, que sdo

orgdos/tecidos diretamente relacionados com as vias de administracdo do composto.

Figura 7 — Physalaemus nattereri (A) ilustrando as diferentes vias de administragdo do benzo(a)pireno utilizadas
nesse projeto: cutanea (B), injetavel subcutanea (C) e oral (D). Fonte: o autor.

2. OBJETIVO

O objetivo dessa tese ¢é avaliar o efeito do BaP sobre os biomarcadores
morfoldgicos e bioquimicos de Physalaemus nattereri (organismo teste — Figura 7A) e
se esse efeito € influenciado pela via de administracdo do composto. Serdo utilizadas
duas vias que simulam um cenério real de contaminacdo (cutdnea e oral) e uma via de
exposicdo injetavel, que assegura a entrada de todo 0 composto no organismo. Também
serdo utilizados trés tempos de exposicdo (um, trés e sete dias), uma vez que 0S
biomarcadores morfoldgicos e bioquimicos apresentam diferentes tempos de resposta,

além de possibilitar avaliar a influéncia do tempo sobre os biomarcadores.
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3. RESULTADOS

Os resultados dessa tese serdo apresentados em capitulos, escritos na forma de artigos
cientificos. O capitulo 1, “In vitro e in vivo — uma revisao dos efeitos do benzo(a)pireno nos
anfibio” ¢ destinado a uma revisdo bibliografica dos efeitos do BaP nos anfibios. O capitulo
2, “Response of hepatic biomarkers in Physalaemus nattereri (Anura) to different
benzo(a)pyrene exposure routes”, trata sobre os efeitos do BaP sobre os biomarcadores
morfologicos e bioquimicos presentes no figado. O artigo foi publicado na revista
Ecotoxicology como “original research article”, dessa forma o capitulo serd apresentado
como uma coOpia da versdo publicada online, com adi¢do do material suplementar apds as
referéncias. O capitulo 3, “Effects of benzo(a)pyrene on Physalaemus nattereri (Anura:
Leptodactylidae) skin”, trata sobre os biomarcadores morfologicos presentes na pele. O
artigo foi escrito nas normas da revista Zoology, dessa forma o capitulo sera uma copia da
versao submetida. O capitulo 4, “Respostas dos eritrocitos, melanocitos e mastdcitos de
Physalaemus nattereri (Anura) ao benzo(a)pireno”, trata sobre as analises morfoldgicas

realizadas no sangue e nos testiculos. O artigo foi escrito nas normas da revista Zoology.
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CAPITULO 1
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IN VIVO E IN VITRO - UMA REVISAO DOS EFEITOS DO BENZO(a)PIRENO NOS
ANFIBIOS
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RESUMO

Nessa revisdo, abordamos os estudos em anfibios (in vitro e in vivo) relacionados ao
benzo(a)pireno (BaP), um contaminante ambiental da classe do Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos. Esse composto ¢ encontrado em habitats naturais desses organismos, podendo
ser absorvido por meio da alimentacdo, respiracao ou pela pele. A absor¢do e metabolizacdo
do BaP ¢ rapida e gera metabolitos secundarios como: diols, fendis e quinonas. Apos esses
processos, alteragdes anatomicas, fisiologicas e ultraestruturais passam a ocorrer. Seguindo
um caminho de efeitos progressivos, as primeiras manifestagdes sdo no material genético, o
DNA (e.g. adutos, quebras e mutacdes), que alteram a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo e estruturas celulares. Posteriormente, quadros histopatologicos passam a ser
observados, como: alteracdes pigmentares, desorganizagdo tecidual e infiltracdo leucocitaria,
€ que se persistentes passam o causar patologias, malformacdes e tumores. Esses efeitos

podendo causar danos permanentes que sao transmitidos para geragdes posteriores.

Palavras-chave: Anura, Benzo(a)pireno, Bioquimica, Caudata, Fisiologia, Morfologia.
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1. INTRODUCAO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) representam uma classe de
compostos quimicos amplamente estudados em vertebrados, invertebrados, microrganismos e
plantas (Bukowska et al., 2022; Olker et al., 2022). Dentre os HPAs, o benzo(a)pireno (BaP)
¢ o mais conhecido e estudado (Caruso & Alaburda, 2008), sendo o unico da classe
classificado como carcinogénico para humanos (IARC, 2013). Os aspectos gerais do BaP,
como propriedades fisico-quimicas, concentracdo ambiental, metabolizagdo e efeitos adversos
sdo bem descritos na literatura, sobretudo em revisdes (Juhasz & Naibu, 2000; Verma et al.,
2012; Williams et al., 2015; Bukowska et al., 2022). No entanto, ndo ha revisdo sobre os
efeitos desse contaminante nos anfibios.

Anfibios representam excelentes modelos de estudo na toxicologia, além de serem
indicadores da qualidade do meio ambiente (Mann & Bidwell, 1999; Burlibasa & Gavrila,
2011; Brodeur & Candioti, 2017), sendo que os efeitos nesse grupo podem ser extrapolados
para outros organismos, como mamiferos — com destaque para os estudos direcionados ao
desenvolvimento embrionario e teratogénese (Bantle et al., 1995). Os anfibios estdo
naturalmente expostos ao BaP. Marquis et al. (2009) analisaram sedimentos em habitats de
anuros, sendo observadas concentracdoes na ordem de mg/Kg de sedimento, e mesmo em
populagdes relativamente distantes (7.5 Km) ainda eram observadas concentragdes relevantes
de BoP (0.032 mg/Kg)'. Vojinovic-Miloradov et al. (1996) e Wallace et al. (2020) reportaram
a presencga de BaP em tecidos de espécies nativas em concentracdes variaveis de ng/g até pug/g
de tecido. A partir disso, torna-se importante compreender os efeitos do BaP sobre os
anfibios.

O objetivo desse trabalho ¢ realizar uma revisao dos estudos envolvendo a exposi¢ao
de anfibios ao BaP. Assim, apresentaremos alguns dos aspectos metodologicos utilizados
(e.g. espécie modelo, dose, tempo e via de exposicdo), para demonstrar a variedade dos
estudos; e na sequéncia apresentaremos os efeitos do composto, a partir de um agrupamento
logico, para que possamos demonstrar uma sequéncia de eventos que se iniciam a partir da

absor¢ao e metabolizagao do composto.

2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
Para o levantamento de trabalhos relacionados aos efeitos do BaP em anfibios foram
utilizados bancos de dados e plataformas de pesquisa. Inicialmente os artigos forma obtidos

do Ecotoxicology Knowledgebase (Olker et al., 2022) que conta com um acervo organizado

! Colocamos como concentragdo relevante, pois, apesar de estar de acordo com niveis de seguranga estabelecido
por orgaos nacionais (Conama, 2009) e estaduais (Cetesb, 2016), veremos adiante o uso de concentragdes
inferiores que sdo suficientes para causar efeitos adversos.
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em: Chemicals, Species e Effects; sendo selecionado os dados referentes ao contaminante de
interesse e a classe Amphibia. Posteriormente foram utilizados sites de pesquisa, como:
Google Scholar, Scielo e Periodiocos CAPES, com uma combinagdo de palavras-chave,
sendo as principais: “benzo(a)pyrene” (variagdes: “benzo[a]pyrene”, “benzpyrene”),
“amphibia”, “anura”, “caudata”, “frog”, “newt” e “toad”. Foram priorizados os trabalhos que
abordam os efeitos individuais do BaP, bem como os artigos/capitulos publicados na lingua
inglesa, sendo desconsideradas dissertagdes, teses ou artigos/capitulos publicados em outro
idioma (e.g. alemado, francés, italiano). Nosso levantamento bibliografico também incluiu o
rastreamento de referéncias dos artigos pesquisados, sendo que alguns artigos (especialmente

prévios a 1970) ndo foram encontrados online. Com a finalidade de uma revisdo completa,

nao houve restri¢ao da data de publicacao.

3. ASPECTOS METODOLOGICOS

Os aspectos metodologicos utilizados nos diferentes estudos envolvendo anfibios
expostos ao BaP foram agrupados em diferentes tabelas, que abordam: a espécie utilizada
(Tabela 1), dose (Tabela 2) e diluicao (Tabela 3) do composto, tempo (Tabela 4) e via de
exposi¢ao (Tabela 5).

4. ABSORCAO E METABOLISMO

O BaP ¢ um carcindgeno, que necessita de ativacdo metabolica para poder
desempenhar seus efeitos adversos (Sims et al., 1974; Brinkmann et al., 2013). Naturalmente
ele pode ser absorvido por via cutanea, oral e respiratoria (Netto et al., 2000). Em anfibios,
sdo empregadas diferentes técnicas para avaliar a absor¢do e o metabolismo do BaP, como:
cintilagdo liquida, cromatografia liquida de alta eficiéncia, fluorescéncia e marcagdo de
isotopo radioativo (e.g. [°’H]-BoP, ['*C]-BaP) (Colombo et al., 1996; Marquis et al., 2009;
Reynaud et al., 2012; Regnault et al., 2014); sendo que a diminui¢do de BaP em fase organica
(nd3o metabolizado) ¢ um indicador de absor¢ao, enquanto o aumento de BaP em fase aquosa

(metabolizado) e/ou ligado a proteinas sdo indicadores de metabolizagao.

4.1. In vivo

Anuros (P. esculentus, R. temporaria, X. laevis e X. tropicalis) (Colombo et al., 1996;
Camatini et al., 1999; Marquis et al., 2009; Reynaud et al., 2012; Regnault et al., 2014, 2016)
e salamandras (P. waltl) (Grinfeld et al., 1986; Marty et al., 1989; Garrigues et al., 2004)
absorvem rapidamente o BaP em um periodo de 24h, e mesmo ap6s um periodo de depuragdo
(solugdo sem o contaminante) de 24-48h ainda é observado um aumento da fase aquosa e

ligada a proteinas (Colombo et al., 1996; Camatini et al., 1999), demonstrando que o
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composto continua a ser metabolizado mesmo apds o término da exposicdo. Grinfeld et al.
(1986) observaram que a taxa de absorc¢ao nas primeiras horas (1-12h) ndo ¢ influenciada pela
dose do composto, no entanto entre 12-24h a dose passa a influenciar, sendo que para a menor
concentragdo (0.075x10° ppm) ha um aumento de absor¢io, enquanto para as maiores
concentragdes (0.15 - 0.3x10”° ppm) a taxa de absor¢io diminui. Em P. waltl é observada uma
liberagdo progressiva de metabdlitos hidrossoluveis (e.g. diols, fenois e quinonas), sendo que
50% da dose inicial (100 pg/g [°’H]-BoP) foi excretada apds nove dias de exposi¢do, com um
maximo de liberacao de metabdlitos apos 48h de exposi¢ao (Marty et al., 1989). Marty et al.
(1995) obtiveram resultados similares, com 50% da dose inicial coletada apds 10 dias da
injecdo intraperitoneal. Os autores ainda relataram uma diminui¢do da excrecdo de BaP,
sendo que 2/3 da dose inicial foi recuperada apds trés meses da exposicdo. Em R. temporaria
a taxa de absor¢cdo também ¢ rapida, sendo que apenas 30% da concentracdo inicial
permanece em fase organica apos trés dias da exposi¢cdo (Marquis et al., 2009), enquanto que
espécimes de P. esculentus absorvem todo o composto apds seis dias (Reynaud et al., 2012).
Regnault et al. (2014, 2016) calcularam a taxa de absor¢ao em X. tropicalis, sendo que em um
periodo inicial de exposi¢ao (0-6h) a taxa ¢ de 0.88 = 1.44 pg/h, com posterior reducao (6-
12h) para 0.6 pg/h (0.77 £ 0.02 pg/h — Regnault et al., 2016). Da metade ao fim do
experimento (12-24h) nao houve alteragdes na quantidade do composto, restando 1.6 pg/L de
BaP, 16% da concentracdo inicial (0.5 pg/L, 5% da inicial — Regnault et al., 2016).
Concomitante a absor¢ao houve um aumento da concentracdo de metabolitos na vesicula
biliar, sendo seu auge no periodo de 18-24h com taxa de 65 ng de BaP metabolizado por hora
(Regnault et al., 2014). Reynaud et al. (2012) observaram que a distribuicdo do BaP pelo
organismo ¢ heterogénea, sendo que o o6rgdo que exibiu os maiores valores de
bioconcentracao foi a vesicula biliar, seguido pelo intestino e pelos rins. Os demais Orgaos
(e.g. ovarios, ovidutos e corpos adiposos) tiveram uma taxa similar e sete vezes inferior ao
dos rins. Marty et al. (1998) também observaram metabolitos no figado e na vesicula biliar de
P. waltl, demonstrando que o figado ¢ o principal 6rgao relacionado a metabolizagdo do BaP.
Fatores bidticos e abiodticos alteram a metabolizagdo do BaP. Marty et al. (1989)
realizaram diferentes cenarios de exposi¢ao para P. waltl, adicionando e/ou removendo luz e
Daphnia. Essas diferentes condigdes causam uma mudanga nos metabolitos hidrossoluveis
identificados no meio aquoso. Na presenca de luz e de Daphnia hd maior quantidade de
quinonas, na auséncia de ambos ha prevaléncia de diols e fenois, enquanto apenas na presenca

de luz os trés metabolitos (diols, fendis e quinonas) apresentaram niveis similares. Esse
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resultado indica influéncia da luz na parte da fotodegradacao do composto em meio aquoso,

além de uma possivel participacao de Daphnia na metabolizagao do composto.

4.2. In vitro

Waddington & Goodhart (1949) avaliaram a distribuicdo do BaP em células
embrionarias de 7. alpestris, sendo que a coloragdo fluorescente do composto ocorre préximo
ao nucleo e nas estruturas constituidas por lipidios (e.g. lipossomos). Diamond & Clark
(1970) demonstraram que células embrionarias de B. americanus € R. pipiens tem capacidade
de metabolizar o BaP em derivados hidrossoluveis; enquanto Clark & Diamond (1971)
relataram que a degradag¢do do composto € influenciada pela temperatura de incubacgao, sendo
valores crescentes entre 4°C (0.17 pg BoP degradado/107 células/6 horas), 10-15°C (0.37 ug)
e 30°C (1.16 pg), com reducao em 40°C (0.82 pg) e o méximo de eficiéncia de metabolizagao
entre 30-35°C. Comparado com linhagens celulares de homeotérmicos (e.g. mamiferos e
aves) e poiquilotérmicos (e.g. peixes e répteis), os valores de degradacao em B. americanus
sempre foram mais elevados nas faixas de temperatura entre 4-30°C (Clark & Diamond,
1971). Diamond & Clark (1970) também observaram, que para as células embrionarias de B.
americanus, que foram eficientes na metabolizacdo do BaP, houve um efeito citotoxico,
avaliado pela inibicdo da multiplica¢ao celular. O metabolismo do BaP também foi avaliado
no reticulo endoplasmatico de A. tigrinum (Busbee et al., 1978; Anderson et al., 1982) ¢ R.
pipiens (Cheh et al., 1980), por meio do uso dos microssomos hepaticos. O microssomo ¢
responsavel pelo metabolismo de xenobidticos, diminuindo sua toxicidade e convertendo para
compostos de facil excre¢ao (hidrossoluveis) (Walton, 1977). Busbee et al. (1978)
identificaram oito metabdlitos, sendo eles diols, fendis e quinonas. Cheh et al. (1980) e
Anderson et al. (1982) avaliaram a capacidade dos microssomos em gerar metabolitos
mutagénicos para Salmonella typhimurium (teste de Ames), sendo um resultado positivo para
R. pipiens, mas negativo para A. trigrinum (i.e. ndo houve formacdo de metabolitos
mutagénicos). Noshiro & Omura (1984) estabeleceram um comparativo entre 0s microssomos
hepaticos e sua capacidade de oxidar o BaP em diferentes espécies. A composi¢ao dos
microssomos (e.g. citocromo P-450, citocromo bs, NADPH/NADH-citocromo c¢ redutase) e a
metabolizacdo do BaP — levando em conta a quantidade de citocromo P-450 — ¢ similar entre
mamiferos e anuros. No entanto, dentre os anuros, X. laevis apresentou a menor atividade de
oxidagdo, seguido por R. nigromaculata, R. catesbeiana e B. bufo japonicus. Schwen &
Mannering (1982) também compararam as taxas de metabolismo entre diferentes grupos,
sendo que R. pipiens apresenta uma taxa de oxidagdo menor do que roedores, mas mais

elevada do que em peixes (Salmo trutta) e répteis (Thamnophis).
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4.3. Enzimas de metabolismo

Outro indicador de metabolizagdo do BaP ¢ a atividade das enzimas relacionadas ao
seu metabolismo, como a citocromo P450 (CYP450) e a glutationa S-transferase (GST)
(Johanning et al., 2012; Strobel et al., 2015). Marty et al. (1989) observaram um aumento de
atividade da CYP450 nos microssomos de girinos e adultos de P. waltl. Marty et al. (1998) e
Rankouhi et al. (2005) também observaram resultados similares (atividade da CYP450
mensurada pela ethoxyresorufin-O-deethylase), sendo que a atividade apresentou relacao
positiva com o aumento da concentragdo do composto (Marty et al., 1998). Reynaud et al.
(2012) mensuraram a atividade dessas enzimas (atividade da CYP450 mensurada pela
ethoxycoumarin-O-deethylase) no figado e rins de P. esculentus, havendo uma inducao apos
um (GST) e dois dias (CYP450 e GST) de exposi¢do ao BaP, sendo a atividade enzimatica do
figado mais elevada do que nos rins. Valverde et al. (2022) expondo P. nattereri ao BaP por
diferentes vias (cutanea, injetavel e oral) e tempos (1, 3 e 7 dias) ndo observaram alteragdes
na atividade da GST no figado. Isoformas da CYP450, como a P4501A (CYPIA), também
apresentam um aumento de atividade em X. laevis expostos a 0.04 uM (Camatini et al., 1999)
e 10-100 pg/L de BaP, sendo que essa indugdo ¢ dose dependente, apresentando maior
atividade na maior concentracdo (Colombo et al., 1996). A inducdo da CYPIA também
ocorre no figado de espécimes adultos (X. laevis), com pico de atividade apds 72h de
exposi¢ao ¢ uma diminui¢do apds 120 e 168h (Colombo et al., 2003). Hohn-Bentz et al.
(1983) avaliaram, de maneira geral, a atividade das oxidases de funcao mista (MFO) — grupo
de enzimas em que a CYP450 esta inserida (Bachmann, 2009) — em X. laevis, nao sendo
observada alteragdes apos um rapida exposicao (60 minutos). No entanto, apds uma semana
(8 e 14 dias) a atividade das MFO apresenta um aumento (aproximadamente) quatro vezes
maior em relagao ao controle.

Outras enzimas também podem ser relacionadas indiretamente ao metabolismo do
BaP, como a catalase (CAT) e a superdxido dismutase (SOD). Durante as etapas de
metabolizacdo do BaP sdo geradas espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical
superdxido (027) e o peroxido de hidrogénio (H20z) (Penning et al., 2004). Essas EROs s@o o
substrato de acao da SOD e da CAT, respectivamente; dessa forma alteragdes na atividade
dessas enzimas ¢ um indicio de estresse oxidativo decorrente da metabolizagdo do BaP.
Valverde et al. (2022) relataram um aumento pontual, no figado, da atividade da SOD,
enquanto a CAT ndo apresentou alteracdes. No entanto, para os espécimes expostos ao BaP a

tendéncia foi um aumento de atividade dessas enzimas em relacdo ao controle.

5. DESENVOLVIMENTO
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5.1. FETAX

O FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay: Xenopus) € um teste para avaliar
xenobidticos que alteram o desenvolvimento embriologico de X. laevis, possibilitando avaliar
malformagdes em todo o embrido, além de fornecer valores de: 96-h LCso, (concentracao
letal), 96-h ECso, (concentragdo que induz malformagdes), TI (indice de teratogénese — razao
entre LCso ¢ ECso) e MCIG (concentracdo minima para inibir o crescimento) (Bantle, 1995).
Como embrides de X. laevis carecem de enzimas metabdlicas, um sistema exogeno de
ativacdo metabolica (MAS — Metabolic Activation System) pode ser adicionado, sendo ele
responsavel pela metabolizacdo do xenobidtico (Fort et al., 1988, 1989). A adigdo do MAS ao
FETAX tem a finalidade de gerar resultados extrapoldveis para mamiferos (Bantle et al.,
1995).

Fernandez & L’Haridon (1994) relataram para P. waltl as fases de maior sensibilidade
ao contaminante — unido das dobras neurais e o aparecimento do broto da cauda (fases antes
da eclosao das larvas) — onde a exposi¢ao ao BaP ou exposicao concomitante de BaP+UV A
causam uma mortalidade entre 69-93.5% dos embrides. Em estadios pos-eclosdo, a
mortalidade de R. temporaria ocorre apenas quando o BaP ¢ exposto juntamente com a UVB
(Marquis et al., 2009), o que refor¢a a maior sensibilidade do estadio embriondrio. Dentre os
efeitos teratogénicos em P. waltl foram observadas: anormalidades nos olhos (e.g. auséncia de
pigmentagdo, ciclopia e anoftalmia), nadadeira e no formato do corpo (Fernandez &
L’Haridon, 1994). Em X. laevis concentragdes >2.5 pg/mL de BaP inativo (sem MAS)
induzem malformag¢des no intestino, enquanto concentracdes >7.5 ug/mL produzem
anormalidade severas no intestino ¢ malformacdes na boca. Na forma ativa (com MAS),
concentracoes >0.5 pg/mL provocam edema nos olhos, enrolamento do intestino e
malformagdes na boca, e em concentragdes >5 pg/mL causam malformagdes nos olhos,
tor¢des esqueléticas e microcefalia (Fort et al.,, 1989). Saka (2004), utilizando multiplas
concentragdes de BaP (1.32 x 10 a 13.2 uM) ndo observou anormalidades ou malformagdes.
Multiplos estudos determinaram a LCso, ECso, TI ¢ MCGI do BaP (Fort et al., 1989; Bantle et
al., 1995; Propst et al., 1997; Saka, 2004), sendo esses valores apresentados na Tabela 1.
Adicionalmente, Propst et al. (1997) ainda relataram que a adi¢cdo de inibidores enzimaticos
(a-naftoflavona {CYP1A/2A}, cimetidina {CYP450}, elipticina {CYP1A}, maleato de dietila
{glutationa} e 6xido de ciclohexeno {epdxido hidrolase}) juntamente ao MAS, altera os

valores de LCso, ECso e TI.

5.2. Metamorfose



Resultados |36

A metamorfose em anuros ¢ controlada por hormonios tireoidianos (Trudeau et al.,
2020) como o Ty (tiroxina), o principal em circulacdo, e o T3 (triiodotironina), forma ativa que
atua em tecidos alvo (Mann et al., 2009). Apenas dois trabalhos, relacionando o efeito do BaP
sobre o T3, foram encontrados, sendo ambos os estudos in vitro. Yamauchi et al. (2002)
avaliaram a capacidade de multiplos compostos quimicos em inibir a ligacdo do ['*I]T3 com
TTR (transtirretina — proteina de ligagdo de hormonios tireoidianos), onde o BaP é um
inibidor moderado, sendo necessario 3070 nmol/L de BaP para inibir 50% da ligagdo
do['*’I]T; (comparativo: o dietilestilbestrol teve o maior efeito inibidor na concentragio de
72.3 nmol/L). Shimada & Yamauchi (2004) relataram que a taxa de absorc¢do de ['*°I]T; pelos
eritrocitos de R. catesbeiana ¢ ativado pelo BaP, apresentando um valor de 150% em relagao
ao controle (100%).

Com relacdo a efeitos in vivo, exposi¢des prolongadas ao BaP (14 dias — Sadinski et
al., 1995; 12 meses — Regnault et al., 2018) atrasam o tempo para X. laevis (4 dias) e X.
tropicalis (21 dias) atingirem a metamorfose. X. laevis ainda apresenta alteracdes biométricas
e um retardo de desenvolvimento, e quando expostos por 4, 8 ¢ 16 dias exibem menor massa
corporea e estadio mais inicial (proximo ao 54 — Nieuwkoop & Faber, 1975) do que os
expostos por 0-2 dias (proximo ao 56) (Sadinski et al., 1995). Apesar do atraso no tempo de
metamorfose em ambas as espécies, quando os individuos atingiram a metamorfose nao
houve diferencas biométricas em relacdo ao controle. Apds a metamorfose, fémeas de X.
tropicalis ndo tiveram atraso para a maturagao sexual (Regnault et al., 2018).

Em estudos transgeracionais, girinos de X. tropicalis foram expostos ao BaP até
atingirem a fase adulta (12 meses de exposi¢ao) e as suas linhagens subsequentes F1 ¢ F2 —
nao expostas ao BaP — apresentaram um atraso de 35 e 20 dias para completar a metamorfose,
além de um atraso de 141 e 80 dias para atingirem a maturidade sexual. Além do atraso para a
maturacao sexual, os espécimes ainda tiveram alteragdes reprodutivas, como: diminuicao de
indice gonadossomatico, atraso e pouca formacdo de amplexo e baixa viabilidade de ovos,
com pouca (FI) ou nenhuma (F2) eclosao de novas larvas. Individuos da F1 ainda
apresentaram alteracdes biométricas, com reducdo de tamanho e de massa corpdrea (Regnault

et al., 2018; Usal et al., 2021).

6. MORFOLOGIA
6.1. Anatomia/Patologia

Algumas espécies de anfibios possuem a capacidade de regenerar membros
amputados, processo que envolve a desdiferenciacdo tecidual, proliferacdo celular e formagao

de novas estruturas (Scadding, 1977, 1981). Devido a esse aspecto, diferentes compostos
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quimicos foram utilizados para avaliar interrupgdes e alteracdes na regeneracdo (Tsonis &
Eguchi, 1982). Matos & Lustig (1973) promoveram a amputacdo de metade da cauda de
girinos de B. arenarum, com posterior administragdo de BaP em sua forma pura (cristal).
Apbs o processo regenerativo (20-30 dias) foram observadas nadadeiras supranumerarias nos
espécimes expostos ao BaP. Tsonis & Eguchi (1982) amputaram os membros anteriores de C.
pyrrhogaster e relataram que sua regeneragao, apds adicdo de cristais de BaP, tem um atraso
de dois meses em relacdo a regeneragdo normal — duracdo de trés meses — e foi considerada
anormal, com alguns individuos apresentando: auséncia completa do raddio ou da ulna,
anormalidades nos carpos, metacarpos e falanges, e formacdo de membros acessorios
(estruturas semelhantes a dedos com presenca de carpos). A respeito de membros acessorios,
Breedis (1952) avaliou sua formacdo espontanea apds administragdo de diferentes
carcindgenos sobre os membros anteriores de 7. viridescens, sendo que o BaP (diluido em
vaselina) ndo provoca formagdo de membros acessorios. Entretanto, quando o composto ¢
diluido e aplicado em conjunto com alcatrao, sao observados dois espécimes (11% do grupo)
com membros acessorios apds 87 dias da aplicagdo (comparativo: alcatrdo de maneira
singular produz 20 espécimes com membros acessorios — 26% do grupo — 41 dias apds a
aplicacao). Um efeito potencializado ocorre quando o BaP ¢ administrado juntamente com
alcatrdo, metilcolantireno, 2-acetilaminofluoreno e Scarlet red, onde 20 espécimes (40% do
grupo) apresentaram membros acessorios apos 42 dias. Arffmann & Christensen (1961)
observaram altera¢des macroscopicas na cauda de 7. cristatus, especificamente na regido de
aplicacido do BaP, que apresentava uma proeminéncia ou uma depressdo, que foram
relacionadas, respectivamente, a uma hiperplasia ou ulceracdo parcial do tecido. Strauss &
Mateyko (1964) realizaram uma aplicagdo direta de BaP nos rins de R. pipiens para avaliar a
formagdo de tumores. Apos cinco dias da administragao, todos os espécimes morreram nao
havendo tumores no tecido. Nesse mesmo experimento outros agentes carcinogénicos (e.g. 4-
animoazobenzeno, dibenz[a,h]antraceno) foram capazes de induzir a formacdo de tumores
que evoluiram para adenocarcinomas. Em um estudo similar, Balls (1964) inseriu cristais de
BoP na cavidade abdominal ou no saco linfatico de X. laevis, o que levou a formagao de

linfosarcomas e tumores em multiplos drgdos viscerais, em particular o figado e os rins.

6.2. Histologia/Histopatologia

Cristais de BaP implantados diretamente sobre a cauda de B. arenarum (sem
amputacdo) levam a formacdo de nddulos constituidos por células similares a leucocitos
(Matos & Lustig, 1973). Arffmann & Christensen (1961) e Arffmann (1963) avaliaram os

efeitos do BaP sobre a epiderme de T. cristatus, apds uma exposi¢do por via injetavel. Ambos
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os estudos relataram a ocorréncia de hiperplasia no tecido da cauda (Arffmann & Christensen,
1961) e das costas (Arfmann, 1963), além de invasdo de células epiteliais irregulares na
derme e na camada superficial da musculatura, destruicdo de glandulas, infiltragdo
leucocitaria e proliferacdo de tecido conectivo (Arffmann & Christensen, 1961). Arffmann
(1962) também avaliou os efeitos do BaP sobre a epiderme, mas nesse caso comparando
diferentes solventes, como a butirina e o propilenoglicol. No caso da butirina, ndo houve
diferencga entre o controle (solvente) e o tratamento (solvente + BaP), havendo em ambos os
casos severas lesdes necrdticas, edema, sangramento, infiltracao leucocitaria e hiperplasia da
epiderme. Para o propilenoglicol, houve uma pequena diferenca entre o controle e o
tratamento, sendo observada inflamac¢do do tecido, edema e hiperplasia. Arffmann &
Christensen (1961) e Arffman (1963) também utilizaram diferentes solvente para o BaP,
como o6leo de amendoim, oliva e soja; sendo observados diferentes resultados dependendo do
tempo e da concentracdo do composto. Alteracdes cutaneas, induzidas pelo BaP, sdo relatadas
por Seilern-Aspang & Kratochwil (1962) e por oito estudos revisados por Balls & Ruben
(1964), sendo observados: tumores, neoplasia, metdstase, hiperplasia e proliferacao epitelial.
Duran-Reynals (1939), administrando BaP no musculo de R. pipiens, observou um efeito
necrdtico no tecido da coxa, sendo a lesdo caracterizada por degeneracao das fibras
musculares, edema, hemorragia e deposi¢ao de fibrina. O autor também relatou uma
congestdao, hemorragia e necrose em outros 6rgaos, como: bago, figado, testiculos e pulmao;
além de aumento do nuimero de células fagociticas contendo pigmento no bago, figado e
pulmao.

A respeito de alteragdes histopatologicas no figado, X. tropicalis rapidamente expostos
ao BaP (24h) apresentam aumento de apoptose celular, esteatose e hepatocitos de formato
irregular com pouco contato célula-célula (Regnault et al., 2014, 2016). Em espécimes
expostos de maneira prolongada (12 meses), o desarranjo tecidual foi mais pronunciado e
incluiam: necrose e infiltracdo leucocitdria (Regnault et al., 2018), além dos aspectos ja
relatados por Regnault et al. (2014, 2016). Alteracdes histopatologicas similares (e.g. necrose,
inflamacdo e hepatdcitos balonizados e irregulares) sdo observadas quando o BaP ¢
administrado juntamente com o triclosan (outro desregulador endécrino) (Usal et al., 2019,
2022). A reversibilidade dos efeitos do BaP foi avaliada por Regnault et al. (2018) em X.
tropicalis mantidos em depuragdo durante 12 meses. Mesmo apds esse periodo de
recuperagdo os espécimes ainda exibiam esteatose hepatica, demonstrando que alguns efeitos
do BoP sdo irreversiveis. Usal et al. (2021) avaliaram efeitos transgeracionais em duas

geracdes de X. tropicalis (F1 e F2), que ndo foram expostas ao contaminante. A F1 teve um



Resultados |39

aumento de lipidios no figado, infiltracdo leucocitaria, hepatocitos irregulares com pouco
contato célula-célula e vasos sanguineos com fenotipo progressivo para uma esteato-hepatite
ndo alcodlica (NASH). A F2 também exibiu um processo inflamatdrio e alteragdes nos
hepatdcitos, mas diferentemente da F1 houve um aumento do indice hepatossomatico e de
tecido adiposo e uma dilatacdo nos vasos sanguineos, além de uma infiltragdo leucocitaria no
pancreas.

Com relagdo ao intestino, espécimes adultos de H. albopunctatus apresentam uma
diminui¢do da espessura do epitélio intestinal apds trés dias de exposi¢do, com um posterior
aumento no tempo de sete dias (Fanali et al., 2017). No testiculo, uma rapida exposi¢cdo ao
BaP ndo provoca alteragdes na organizagdo dos tubulos seminiferos (Regnault et al., 2016),

mas ha alteracdes na area de melanina (item 6.3.).

6.3. Pigmentos e Células Pigmentares

Pigmentos (e.g. melanina, hemosiderina e lipofuscina) sdo sintetizados e armazenados
por células pigmentares especializadas, denominadas melanocitos e melanomacréfagos
(Purello et al., 2001; Agius & Roberts, 2003; Schartl et al., 2016). Os melanocitos sao
derivados de precursores da crista neural ectodérmica (Sichel et al., 1997; Schartl et a., 2016)
e sdo encontrados nos testiculos (Franco-Belussi et al., 2011). Os melanomacréfagos sao
derivados de células-tronco hematopoiéticas (Sichel, 1998), sendo idénticos aos macrdfagos
residentes no figado (célula de Kupffer), diferindo pela presenca de granulos de melanina em
seu citoplasma (Fenoglio et al., 2005), atuando na fagocitose (Gutierre et al., 2018) e na
detoxificagdo de xenobioticos (Fenoglio et al., 2005; Pérez-Iglesias et al., 2016). Santos et al.
(2014) desenvolveram uma técnica de analise de pigmentacao, por meio de uma restri¢ao de
area pigmentar por diferenca de coloragdo, o que possibilitou avaliar alteragdes na area
ocupada por esses pigmentos. A partir dessa analise os pigmentos hepaticos e testiculares,
passaram a ser utilizados como indicadores de exposi¢do para diferentes compostos quimicos
(Gregorio et al., 2016; Fernandes et al., 2021; Santos et al., 2021), além de estressores fisicos
e biologicos (Franco-Belussi et al., 2016; Gregorio et al., 2018).

A melanina ¢ um biopolimero, sintetizado a partir do aminodacido tirosina (Riley,
1997), que atua na absorcdo e neutralizacdo de radicais livres e substancias toxicas, prote¢ao
contra radiagdo ultravioleta e patdgenos externos, termorregulacdo e interagdes
comportamentais (Zuasti et al., 1989; Hoogdujin et al., 2004; Dubey & Roulin, 2014; Schartl
et al., 2016). Uma caracteristica da melanina ¢ sua afinidade por compostos quimicos
(Lindquist et al., 1987, 1988; Larsson, 1993), dentre eles, o BaP e o 7,12-

dimetilbenz(a)antraceno, que ficam retidos em tecidos de mamiferos que contém melanina
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(e.g. olho e foliculo piloso) (Roberto et al., 1996). Em um estudo in vitro, foi demonstrado
que o BaP inibe a sintese de melanina em células de melanoma de roedores, ao diminuir a
expressdo de enzimas relacionadas a melanogénese (Joo et al., 2015). Em anuros, a melanina
presente no testiculo foi quantificada em apenas um trabalho, envolvendo o BaP, ocorrendo
uma diminui¢do de sua area em P. cuvieri ¢ P. nattereri (De Oliveira et al., 2017). No figado,
X. tropicalis expostos ao BaP, por via aquosa, apresenta diminui¢do da area de melanina apods
12-24h de exposicdo (Regnault et al., 2014). De Oliveira et al. (2017) utilizando H.
albopunctatus, relataram uma diminui¢do da area em espécimes expostos a 7 mg/Kg por trés
dias e aumento em sete dias. De maneira similar, Fanali et al. (2017) obtiveram um aumento
de area para a concentracdo de 3 mg/Kg e uma diminui¢do para a de 7 mg/Kg apos trés dias
de exposi¢do. Fanali et al. (2018) observaram a diminuicdo da melanina em L. fuscus e P.
cuvieri apos sete dias de exposi¢do a 2 mg/Kg de BaP. Valverde et al. (2022), expondo P.
nattereri por multiplas rotas (cutdnea, oral e injetavel) observou um aumento da area de
melanina na via injetavel e uma diminui¢do nas vias cutanea e oral. De maneira distinta, De
Oliveira et al. (2017) observou a diminui¢do da area de melanina em P. nattereri expostos por
via injetavel. A partir desses resultados, e considerando que os trabalhos de Fanali et al.
(2017, 2018) utilizaram apenas via de exposi¢ao injetavel, podemos observar que as vias que
simulam exposi¢ao natural (aquosa, cutanea e oral) causam a diminui¢do da area de melanina,
enquanto a via injetavel pode causar efeitos mistos (aumento/diminuicao).

Além da melanina, outros pigmentos sao relacionados aos efeitos do BaP. A
hemosiderina e lipofuscina sdo encontradas apenas nos melanomacrofagos e consistem em
pigmentos catabolicos originados a partir da quebra de hemoglobina (hemosiderina) ou da
degradacao de componentes celulares (lipofuscina) (Agius & Agbede, 1984; Kranz, 1989;
Agius & Roberts, 2003). Alteragdes nesses pigmentos podem estar relacionadas a alteracdes
na degradacdo de eritrécitos danificados, retencdo de ferro nos melanomacrofagos
(mecanismo de protecdo) ou devido a alteragdes patologicas (Agius & Roberts, 2003).
Valverde et al. (2022) relataram um aumento da area de hemosiderina em trés vias de
exposicao, apds um e trés dias de exposicdo; sendo seguido por uma diminui¢do, na via
cutinea, apos sete dias. Para a lipofuscina foi relatado um aumento na via cutanea e injetavel,
enquanto houve diminui¢do para a via oral e cutanea (diminui¢do no tempo de 7 dias).

Alteragdes na area de melanina podem estar associadas a trés possibilidades: (1)
Alteracdo da sintese de melanina, nesse caso a alteragdo da 4rea pigmentar estd relacionada
diretamente com a quantidade de melanina presente no 6rgao. Fanali et al. (2021) observaram

que a exposicao a 2 mg/Kg de BaP por dois dias aumenta a quantidade de melanina no figado
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de P. cuvieri. No entanto, em exposi¢cdes de um, trés e sete dias ndo ocorrem alteragdes
(Valverde et al., 2022). (2) Alteracao da distribuicdo dos granulos de melanina, estando as
alteracdes ligadas a dispersdo (aumento) ou agregag¢do (diminuicdo) da melanina no
citoplasma dos melanomacrofagos. Fanali et al. (2021) também avaliaram componentes do
citoesqueleto celular, especificamente os microtibulos, ndo havendo alteracdes. (3) Alteragdo
fisiologica (especialmente nos melanomacrofagos), que pode envolver os itens anteriores.
Fanali et al. (2021) utilizaram o corante azul de tripan para avaliar o indice de fagocitose nos
melanomacrofagos, sendo que apds 48h de exposi¢ao houve uma diminui¢do em relagdo ao
controle. Isso demonstra uma mudanga na fisiologia da célula pigmentar, o que pode estar
relacionado a alteracdes nos processos catabolicos (hemosiderina e lipofuscina) ou
relacionados a melanina (sintese e distribuicdo). Os estudos envolvendo alteragdes
pigmentares em anuros ap0s exposicao ao BaP ainda sdo recentes, um total de seis trabalhos

foram publicados desde 2014, sendo necessarios estudos complementares.

7. EFEITOS NO DNA E EXPRESSAO GENICA
7.1. Adutos

Adutos de DNA consistem em uma ligagdo covalente de compostos quimicos nas
bases nitrogenadas do DNA, provocando uma modificagdo estrutural da molécula, o que pode
impedir os processos de duplicagdo e transcricao do material genético, sendo uma das etapas
iniciais para a carcinogénese (Bartsch, 1996; Scharer, 2003). Girinos de X. /aevis expostos ao
BaP apresentam aumento na quantidade de adutos de DNA (Morse et al., 1996; Camatini et
al., 1999), sendo essa alteragdo mantida mesmo apos um periodo de depuragdo (Camatini et
al., 1999). Morse et al. (1996) também relataram que a formacao de adutos ¢ proporcional ao
aumento da concentragdo do composto, além de ser influenciado pelo estddio de
desenvolvimento dos espécimes. Estadios mais elevados (e.g. 45 e 50 — Nieuwkoop & Faber,
1975) apresentam maior quantidade de adutos do que um estadio inicial (e.g. 38), além disso,
nos estadios 38 ¢ 45 a maioria dos adutos ¢ reparada apos 24h de depuragao, sendo o DNA
quase totalmente reparado apos 144h. O estadio 50, por sua vez, apresenta uma taxa de reparo
pequena, sendo os adutos facilmente detectados apds 144h. Adutos de DNA também sao
observados no figado e no sangue de P. waltl e X. laevis (Sadinski et al., 1995; Pfohl-
Leszkowicz et al.,, 1996; Marty et al., 1998), com a sua quantidade influenciada pela
concentragio (31 nM: 1.6x107; 496 nM: 13.7x107) e pelo tempo de exposi¢do (2 dias:
0.4x107; 16 dias: 10x10”) (Sadinski et al., 1995).

Pfohl-Leszkowicz et al. (1996) ainda estabeleceram uma comparagdo de adutos entre

diferentes espécies (e.g. mamiferos {camundongo e rato}, peixes {Oncorhynchus mykiss} e
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plantas {Echinacea purpurea, Phaseolus vulgaris}), sendo alguns especificos para cada
espécie. Os autores observaram que essa diferenca esta relacionada aos processos metabdlicos
de cada organismo. Ironicamente o principal aduto relatado para X. laevis (com caracteristica

similar a reacdo do 9-OH BoP com o DNA) também foi o principal relatado para as plantas.

7.2. Quebras na cadeia de DNA

Hohn-Bentz et al. (1983), por meio da técnica de elui¢do, avaliaram a formagdo de
quebras na cadeia de DNA. Apds uma hora de exposicdo a 125 pg/g de BaP houve um
aumento de quebras na molécula, que por consequéncia gerou fragmentos de menor massa
molecular (controle: 40.9, tratamento: 28.1 megadaltons). Apds trés horas de exposi¢do o
nimero de quebras apresentou uma diminuic¢do, atingindo valores similares aos do controle.
Os autores também determinaram, para esse cenario experimental, que a concentracdo minima
de BaP para promover quebras no DNA ¢ de 10 pg/g. No entanto, o valor da concentragdo ¢
influenciado pela alimentagdo do animal, onde espécimes ndo alimentados apresentam valores
similares ao controle, enquanto animais alimentados com figado de frango apresentam um
aumento significativo no numero de quebras. Isso pode estar relacionado com alteragdes no
metabolismo do BaP pelo organismo.

O ensaio cometa ¢ outro método para avaliar e quantificar danos ao DNA. O ensaio
consiste na lise de células (e.g. eritrocitos), com posterior eletroforese em gel de agarose. Por
meio de corantes especificos o DNA pode ser analisado em microscopio de fluorescéncia
(Collins, 2002), onde podem ser avaliados diferentes parametros como o ETM (extensao de
cauda — extensdo da cauda ponderada pelo de DNA na cauda) e TL (comprimento de cauda —
distancia entre o primeiro e o ultimo fragmento de DNA) (Mouchet et al., 2005). Girinos de
X. laevis apresentaram um efeito genotoxico para as concentragdes de 0.125 (1 dia, aumento
de ETM e TL) e 1.0 mg/L (2 e 8 dias, aumento de ETM). Também foi observada diminui¢ao
de danos no DNA (diminui¢ao de ETM e TL) para as concentragdes 0.125 — 1.0 (2, 4 ¢ 12
dias) e 10 mg/L (1, 2, 4 e 12 dias) (Mouchet et al., 2005).

7.3. Micronucleo & Anormalidades Nucleares

A anélise de micronucleo e de outras anormalidades nucleares (e.g. células anucleadas,
binucleadas e com bud) ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar efeitos induzidos
por compostos quimicos, agentes fisicos ou para monitorar o status de populagdes nativas
(Ferrier et al., 1998; Josende et al., 2015; Pollo et al., 2015; Franco-Belussi et al., 2018;
Santos et al., 2021). Trata-se de uma técnica rapida, efetiva e de baixo custo que fornece

indicativos de efeitos genotdxicos (Fenech, 2007) ou adaptagdes fisiologicas do organismo
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em ambientes poluidos (Barni et al., 2007). O micronticleo ¢ formado durante a divisdo
celular, podendo ser constituido por fragmentos de um cromossomo ou um Cromossomo
inteiro que se separaram durante a mitose (Fenech, 2007). O bud (ou brotamento nuclear) esta
relacionado com a amplificagdo do material genético, com posterior eliminagdo do DNA
amplificado, resultando em uma estrutura similar ao micronticleo, mas ainda conectado ao
nicleo por uma haste de material nucleoplasmatico (Fenech, 2007; Fenech et al., 2011).
Células binucleadas também sdo originadas durante os eventos da divisdo celular, sendo
possivel que os dois nucleos apresentem conexao por uma ponte nucleoplasmatica (Fenech,
2000, 2007). As células anucleadas sdao pouco avaliadas nos estudos, sendo que um aumento
em sua frequéncia estd relacionado a melhor eficiéncia no transporte de oxigénio em
ambientes poluidos (Barni et al., 2007).

Anuros (L. fuscus, P. cuvieri, R. temporaria, X. leavis) (Van Hummelen et al., 1989;
Fernandez et al., 1993; Sadinski et al., 1995; Marquis et al., 2009; Fanali et al., 2018) e
salamandras (4. mexicanum e P. waltl) (Siboulet et al., 1984; Grinfeld et al., 1986; Jaylet et
al., 1986a, b; Fernandez & Jaylet, 1987; Marty et al., 1989; Fernandez et al., 1989, 1993;
Fernandez & L’Haridon, 1994; Djomo et al., 1995; Godet et al., 1996, Marty et al., 1998)
apresentam aumento de micronucleo apds exposi¢ao ao BaP, sendo esse aumento relacionado
positivamente com o aumento da dose e do tempo de exposi¢ao ao composto. No entanto, em
alguns casos, concentragdes elevadas de BaP (Jaylet: 0.3, 0.5, 0.7; Van Hummelen: 1.0, 2.0 e
4.0 ppm) provocam menor quantidade de microntcleos em comparacdo a concentragdes
intermediarias (Jaylet: 0.1, 0.2; Van Hummelen: 0.5 ppm) (Jaylet et al., 1986b; Van
Hummelen et al., 1989). Dentre as espécies de salamandras utilizadas, P. walt/ demonstrou
ser mais resistente ao BaP, uma vez que a maior quantidade de alteragdes observadas foi para
a concentracao de 0.5 ppm, enquanto para 4. mexicanun a dose de 0.2 causou 0 maior nimero
de alteragdes (Jaylet et al., 1986a, b). Alteracdes na frequéncia de micronicleo também
ocorrem devido a mudancgas nos parametros bidticos e abidticos dos experimentos. Marty et
al. (1989) relataram que P. waltl expostos ao BaP, na presenca de luz e de Daphnia, tem
maior quantidade de micronucleos do que em girinos expostos na auséncia de luz e Daphnia.
Os autores relacionaram esse fato com as alteracdes nos metabolitos identificados em fase
aquosa (ver item 4.1.). Fernandez & L’Haridon (1994) observaram uma influéncia de
diferentes cenarios de luminosidade, sendo que em todos esses cendrios a exposi¢cdo ao BaP
aumenta a quantidade de microntcleo em relagdo ao controle. Em condi¢des de luz artificial
ou de escuriddo hd diminuicdo na quantidade de micronucleos em relacdo a luz natural

(fotoperiodo), o que foi relacionado a uma potencializagcdo dos efeitos toxicos do composto
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devido a radiagdo solar. Marquis et al. (2009) também relataram influéncia relacionada com a
altitude em oito populacdes nativas de R. temporaria, sendo que com o aumento da altitude
(294-2450 metros) houve diminuicdo da frequéncia de microntcleo. Os autores também
tentaram estabelecer a relagdo entre a quantidade de micronicleo com a quantidade de
poluentes identificados nos sitios de coleta, ndo havendo resultado significativo. Com relagao
a outras anormalidades nucleares, P. cuvieri apresenta diminui¢do no numero de células
anucleadas, binucleadas e na quantidade total de anormalidades (soma de todas as

anormalidades) apos exposi¢ao ao BaP (Fanali et al., 2021).

7.4. Mutacoes

O BaP induz mutagdes pontuais no gene a;-globina, especificamente em um sitio de
restri¢do (posi¢cdo 913-917, CCTGQ), alterando o nucleotideo G (Guanina) pelo T (Timina) —
mudanca do aminodacido aspartato para tirosina. A taxa de mutagdo foi dose dependente para
girinos (10 pg/L: 6x1073; 50 pg/L: 8 x107°) e distinta entre os 6rgios dos adultos. O figado e o
coracdo apresentaram as maiores taxas de mutacdo (20x107%), seguidos pelos pulmdes e rins
(18x107%). O tempo (em depuracio) que cada 6rgdo leva para atingir essa taxa varia, sendo: 14
dias para o figado, 18 para o coragdo, 10 para os pulmdes e 8 para os rins (Kennerley & Parry,

1994).

7.5. Expressao Génica

A expressdo de genes foi avaliada em trés trabalhos envolvendo X. tropicalis, sendo
que apds uma rapida exposi¢ao (6-24h), houve um excesso de transcri¢do para a maioria dos
genes (308 — Regnault et al., 2014; 9 — Regnault et al., 2016). Um resultado similar foi
observado por Regnault et al. (2018), com a diminui¢do da transcrigdo de 322 genes (maioria)
apos 12 meses de exposicdo ao BaP. Os genes alterados nesses trabalhos eram atribuidos ao
metabolismo (e.g. aminoacidos, carboidratos, dicarboxilato, glioxilato, lipidios, proteinas e
xenobioticos), biossintese (e.g. aminoacidos, hormodnios esterdides), codificagdo de proteinas
(e.g. detoxificacdo, estrutura celular, imunidade, intera¢do e reparo do DNA e sinalizagdo da
insulina), sinalizag¢do/transporte, morte celular/proliferacdo, carcinogénese de compostos
quimicos e aos peroxissomos (Regnault et al., 2014, 2016, 2018).

A partir da alterag¢do na transcri¢do génica, foi observado um aumento no contetudo de
lipidios nos hepatdcitos (Regnault et al., 2014, 2016, 2018) e diminui¢cdo do contetido de
colesterol na vesicula biliar (Regnault et al., 2014), indicando um fendtipo de doenga hepatica
gordurosa ndo alcodlica (NAFLD). Regnault et al. (2018) determinou que o aumento de

contetido de lipidios nos hepatocitos (i.e. esteatose) foi causado por um estresse oxidativo



Resultados |45

induzido pelo BaP, que altera a atividade das mitocondrias (diminui¢do do indice de controle
respiratorio e da atividade da aconitase), responsaveis por regular o metabolismo de lipidios.
Os trabalhos de Regnault et al. (2014, 2016, 2018) ainda relataram aumento de glicemia apos
exposicao ao BaP, juntamente com o aumento da sintese de insulina pelo pancreas (Regnault
et al., 2018), o que indica que X. tropicalis desenvolveu sindrome de resisténcia a insulina.
Usal et al. (2021) avaliaram os efeitos transgeracionais do BaP em duas geragdes de X.
tropicalis (F1 e F2), que ndo foram expostas ao contaminante. A F1 teve alteracdo na
expressao de 130 genes (70% com redugdo de transcri¢do) de metabolismo (e.g. carboidrato,
lipidio, piruvato, proteinas e rotas metabodlicas), biossintese (e.g. aminoacidos, esterdides e
terpenoides), sinalizacdo (insulina e PPAR — Receptor Ativado por Proliferadores de
Peroxissoma), imunidade e adesao/proliferacio/morte celular. Com relagdo a F2, 104 genes
relacionados com: carboidratos, insulina, lipidios e proteinas, tinham excesso de transcrigao

em 54% dos casos.

8. PARAMETROS IMUNOLOGICOS

A avaliagdo dos diferentes componentes do sistema imunoldgico € importante para
tentar entender os padrdes de saude e doenca dos espécimes (Allender & Fry, 2008; Claver &
Quaglia, 2009), além de fornecer uma ferramenta para os efeitos de estressores ambientais
(Barni et al., 2007, Franco-Belussi et al., 2018). A melanina, presente nos melandcitos e
melanomacrofagos, ¢ um componente do sistema imune (Steinel & Bolnick, 2017; Mcnamara
et al., 2021) que ja foi abordado anteriormente (ver item 6.3.), apesar de que os trabalhos que
avaliam esse pigmento nao o relacionam diretamente com aspectos imunoldgicos, mas com os
aspectos fisioldgicos da célula/drgao analisado. Para esse topico serdo abordados os trabalhos
relacionados diretamente com o sistema imunologico ou suas células.

Martini et al. (2012) avaliaram genes pro-inflamatorios de citocinas e de proteinas de
choque térmico. Em mamiferos, as citocinas sdo responsaveis por iniciar e regular a resposta
imune inata ¢ adaptativa, sendo que a interleucina-1p (IL-1PB) e o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) podem ter respostas universais ou equivaléncia funcional dentre os vertebrados
(Kaiser et al., 2004). Proteinas de choque térmico (e.g. HSP70) apresentam propriedades
imunolégicas, produzindo citocinas e quimiocinas, e regulando moléculas co-estimuladoras
(Robert et al., 2009). O BaP induz um aumento de expressdo de mRNA de HSP70 e de IL-1f,
havendo em ambos os casos efeito dose-dependente (aumento da expressdo com o aumento da
concentracdo). Nao houve alteracdo da expressdo de TNF-a (Martini et al., 2012).

Com relagdo as células relacionadas ao sistema imune, leucocitos compreendem um

dos trés elementos celulares do sangue, juntamente com os eritrécitos e trombocitos (Claver
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& Quaglia, 2009). Em anfibios sdo identificados cinco tipos de leucdcitos, divididos em
agranulocitos (e.g. linfocito e mondcito) e granuldcitos (e.g. basofilo, eosinodfilo e neutréfilo)
(Claver & Quaglia, 2009; Das & Mahapatra, 2012). Fanali et al. (2018) avaliaram o perfil
leucocitario de anuros (L. fuscus e P. cuvieri) ap0s exposi¢dao a 2 mg/Kg de BaP, sendo que
ndo foram observadas alteragdes. Outros trabalhos ja relataram um quadro histopatoldgico de
infiltragdo leucocitaria em diferentes Orgaos, especialmente no figado (ver item 6.2.).
Mastocitos sdo células do sistema imunologico (Pinelli et al., 2010) que atuam na resposta
imune inata e adaptativa (Crivellato et al., 2015) e em processos inflamatérias (Galli &
Wershil, 1996). L. fuscus e P. cuvieri apresentam aumento da frequéncia de mastocitos apos
uma exposi¢ao a 2 mg/Kg de BaP, sendo que para P. cuvieri a frequéncia de mastdcitos dobra
entre os tempos de exposicao (1, 7 e 13 dias), enquanto em L. fuscus o aumento no primeiro
dia ¢ dez vezes maior do que o controle (Fanali et al., 2018). Em P. nattereri ha um aumento
de mastocitos quando o BaP ¢ administrado por via oral, e diminui¢cdo por via injetavel
(Valverde et al., 2022). Considerando que Fanali et al. (2018) utilizaram uma via de
exposi¢do injetavel, podemos observar uma variacdo de resposta entre diferentes espécies
sobre uma mesma via de exposicdo, 0 que necessita de investigacdes adicionais para

compreender o padrao de resposta dos mastocitos.

9. CONSIDERACOES FINAIS

A classe Amphibia ¢ atualmente composta por tés ordens: Anura (7479 sp.), Caudata
(773 sp.) e Gymnophiona (214 sp.) (Frost et al., 2021). De um total de 8466 espécies, apenas
22 sao utilizadas em estudos envolvendo o BaP, sendo as principais — em numero de estudos
— X. laevis e P. waltl (Tabela 1). Independente do grupo avaliado (Anura ou Caudata), estudos
in vitro ¢ in vivo demonstram a capacidade desses vertebrados em metabolizar o BaP, sendo
gerados metabolitos como: diols (e.g. BaP-7,8-diol), fenodis e quinonas (Busbee et al., 1978;
Marty et al., 1989). A respeito do BaP-7,8-diol, ele ¢ precursor do BaP-7,8-diol-9,10-epdxido
(BPDE), considerado o metabdlito carcinogénico final, que tem capacidade de reagir com o
DNA, formando adutos (Sims et al., 1974; Barnes et al., 2018). Dessa forma, os anfibios tém
a capacidade de metabolizar o BaP para formas precursoras de compostos carcinogénicos,
que podem causar diferentes efeitos adversos. Ao longo dessa revisdo, abordamos diferentes
efeitos desencadeados pelo BaP, que estdo sumarizados na Tabela 6, sendo os principais
estudos relacionados ao componente genético dos animais (€nfase nos danos no DNA
avaliado pela técnica de microntcleo, ver item 7.4.), seguido por alteragdes histologicas e
histopatologicas. A concentragdo minima para causar essas alteragdes ¢ de 0.05 pg/L (ou 50

ng/L), que ¢ inferior a valores estabelecidos pelo CONAMA (2009) e pela CETSB (2016) —
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0.7 ng/L — que podem causar prejuizos a saude humana. Os danos ocasionados pelo BaP
ocorrem a partir de uma rapida exposi¢cdo (< 1 hora), podendo ser revertidos ao cessar a
exposicao (Morse et al., 1996). Entretanto, em uma exposi¢ao continua e duradoura, que pode
representar um cendrio real da vida dos anfibios, os danos sdo irreversiveis e comprometem as
geracdes subsequentes (Regnault et al., 2018; Usal et al., 2021). Apesar de ndo abordarmos
um topico diretamente relacionado & como o desenho experimental altera os efeitos do BaP,
obervamos que os diferentes parametros utilizados (espécie, estadio de desenvolvimento,
dose, tempo de exposicao, via de administragdo, fatores bidticos e abiodticos e alimentacdo)
influenciam diretamente nos efeitos do composto. Esperamos que essa revisdo auxilie na

elaboragdo e na criagdo de futuros estudos envolvendo a exposi¢ao de anfibios ao BaP.
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Tabela 1 — Espécies de anfibios utilizadas nos estudos com benzo(a)pireno.

Ordem Familia Espécie Referéncia
Bufo americanus” [25, 34]
Bufonidae Bufo arenarum b [31]
Bufo bufo japonicus®  [92]
Hylidae Hypsiboas albopunctatus ¢ 133, 40]
Leptodactylus fuscus  [33,38]
Leptodactylidae Physalaemus cuvieri  [33, 38, 39]
Physalaemus nattereri  [33, 132]
Anura Pelophylax k. esculentus [105]
Rana catesbeiana® [92, 119]
Rana e.s*cufenmf [101]
. Rana nfg?'ﬂmamrfnmg [52]
Ranidae g
ERana pipiens [24. 34, 37,117, 125]
Rana temporaria [82]
X laevi [9. 11,21, 28, 29, 48, 52, 64, 74, 83, 88,
enopls taevis 89, 92. 96, 99, 109, 110, 133, 140]
Xenopus tropicalis [103-1035, 129-127]
. Ambystoma mexicanum 48, 68
Ambystomatidae - o [15. o8]
Ambystoma tigrinum [4. 20]
Cynops pvirhogaster [128]
Caudata Pleurodeles waltl [35, 45-48, 58, 59, 62, 67, 84-86, 120]
Salamandridae Triturus alpestris’ [136]
Triturus cristatus [5-7.118]
Triturus viridescens’ [15]

a: Sinénimo de Anaxyrus americanus

b: Sindnimo de Rhinella arenarum

c¢: Sinénimo de Bufo japonicus

d: Sinénimo de Boana albopunctata

e: Sindnimo de Lithobates catesbeianus

f: Sinénimo de Pelophylax lessonae

g: Sinénimo de Pelophylax nigromaculatus
h: Sinénimo de Lithobates pipiens

i: Sindnimo de Ichthyosaura alpestris

j: Sinénimo de Notophthalmus viridescens
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Tabela 2 — Concentragdes de benzo(a)pireno utilizadas, apresentadas na mesma unidade de
medida do experimento.

Concentracio

Unidade — — Referéncia
minma  mAaxnna
pPpm 0.004 4 [35, 45, 46, 48, 62, 67_ 68, 84, 120, 133]
ce. 0.005 0.02 [13]
nM 31 496  [109]
uM 1.32x10° 132 [21110, 119]
mM 0.064 [117]
nmol/L 10 [140]
ng/ml 0.02 2.5 [20.25, 34, 85, 96]
ng/L 50 [102, 129-131]
.I.lg-"I, 5 500 [28. 47, 59, 74, 82, 83, 103-105]
mg 1.5 2 [3.37]
mg/uL 0.166 [86]
mg/mL 1 2 [5-7]
mg/L 0.01 10 [88, 89]
ug'g 125 [64]
mg/g 0.1 1.35  [28,58]
111g.-']{g 2 100 [29, 33, 38-40, 132]
Tabela 3 — Dilui¢ao do benzo(a)pireno.
Composto Referéncia
Acetona [28]
Alcatrdo [15]
Benzeno [119, 140]
Butirina [5]
[11, 21,24, 28, 29, 35, 45-48, 52, 59, 62, 67,
Dimetilsulféxido 68, 74, 82, 84-86, 88, 89, 99, 102, 109, 110,
120, 129-131, 133]
Etanol [103-105]
Gordura/Suspensio coloidal [37]
Hexano [84. 86]
Oleo vegetal [6. 7, 28, 64, 118]
Oleo mineral [33. 38-40, 132]
Propilenoglicol [5]
Trietilenoglicol [83]

Vaselina [15]
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Tabela 4 — Tempo de exposi¢ao ao benzo(a)pireno.

Tempo

Unidade — — Referéncia
1T 1IMaxinno
Minutos 2 30 [20, 58, 119]
[21, 25, 28, 34_ 38_ 64_ 74, 86, 88, 89, 103-
—— By
Horas L 24 105, 109, 132]
[5-7.9, 11, 15, 21 28, 29, 33, 35, 37-40, 41-
Dias 2 00 48, 52, 58, 59, 62. 67, 63, 81-86, 89, 96, 99,
105, 109, 110, 118-120, 128, 132, 133]
Meses 4 12 [5. 102, 128-131]

Tabela 5 — Via de exposi¢dao ao benzo(a)pireno.

Via Referéncia
[11, 20, 21, 25, 34, 35, 45-48, 52, 58, 59, 62,
Aqucsa 67, 68, 74, 82, 83, 84, 88, 89, 96, 99, 102-105,
109, 110, 119, 120, 129-131, 133, 140]
Cutanea [132]

Injetavel [5-7. 15, 28, 29, 33, 37-40, 64. 86, 118, 132]
Intra-corporea [9]
Oral [132]

Tabela 6 — Resumo dos efeitos adversos do benzo(a)pireno. No caso da dose, os valores de
concentracao foram convertidos para uma mesma unidade (png/Kg ou pug/L).

Dose (ug/Kg ou /L)

Efeito — — Analise Referéncia
minima  méaxima
Anatdémico 12.5 107 Mal-formacio & Patologia [7, 2, 15, 47, 52, 84, 128]
2.50x 107 Hormoénios tireoideanos  [119. 140]
Desenvolvimento 0.05 Maturidade sexual [102, 130]
0.05 62 Metamorfose [102, 109, 130]
) +3 [21, 35, 37, 39, 45-48, 59, 62, 64, 67, 68,
Genético 4 125x 10 DNA 74, 82, 84, 85, 88, 89_ 96, 109, 120, 133]
0.05 10 Expressio génica [102-104, 130]
Histologico 0.05 107 Histop.atologia [5-7.10, 37, 40, 84, 102-104, 118, 130]
10 7000 Células pigmentares [33. 38-40, 104, 132]
.. 8.36 300.47  Genes Pro-Inflamatorios  [83]
Imunolégico

2000 Mastocitos [38, 132]
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Abstract

For over 40 years, anurans have been used as a study model to assess the adverse effects of benzo(o)pyrene (BoP), which
include genotoxic, hepatotoxic, and immunotoxic effects. In these studies, BaP is administered cutaneously or by injection,
with no comparison between two or more routes. The purpose of this study is to assess whether the effect of BuP is
influenced by its route of administration, using the response of hepatic biomarkers of Physalaemus nattereri. Specimens
(n=108) were collected and divided into three experimental treatments (cutaneous, injection, and oral) and three
experimental times (one, three, and seven days). Specimens received (.02 ml of pure mineral oil (control) or mineral oil
containing 2 mg/kg of BoP. The BuP causes changes in morphological (melanin, hemosiderin, lipofuscin, and mast cells)
and biochemical (superoxide dismutase and glutathione S-transferase) hepatic biomarkers. Compared to biochemical,
morphological biomarkers underwent a greater number of significant changes due to the treatment with BoP. The route of
exposure alters the effects of BaP, mainly seen in morphological biomarkers, especially the pigments melanin, hemosiderin,
and lipofuscin. In these pigments, the effect of the exposure pathway changes according to the analyzed biomarker, and the
exposure time modulates the exposure pathway effect. These results are unprecedented for anurans and contribute to the field

of herpetology and ecotoxicology.

Keywords Glutathione S-transferase - Liver - Melanomacrophage - Polycyclic aromatic hydrocarbons - Superoxide

dismutase

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a class of
chemical compounds, formed during the incomplete burn-
ing of organic matter (Agency for Toxic Substances and
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Disease Registry ATSDR 1985) — having natural origin
(e.g., volcanic emissions and forest fires) or due to anthro-
pogenic activity (e.g., exhaustion of cars and trucks, gar-
bage incineration, and fossil fuel burning) (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry ATSDR 1985; Li
and Chen 2002; Madureira et al. 2014). Among the more
than 100 types of PAHs, 17 compounds stand out, as they
are possibly more harmful than the others (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry ATSDR 1985),
including benzo(o)pyrene (BoP).
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BoP is a group 1 carcinogen—carcinogenic to humans
(International Agency for Research on Cancer IARC mono-
graphs 2012), found in all environmental compartments—
aquatic (e.g., dissolved in water or adhered to organic matter)
(Nasr et al. 2010) and terrestrial (e.g., air, soil, plants, and
termites) (Wilcke et al. 2003, Gupta et al. 2011). To bring
about carcinogenesis, BoP requires metabolic activation (Sims
et al. 1974; Penning 2004). This activation occurs after its
absorption by the body, which can be through the skin, by
ingestion, or by inhalation (Netto et al. 2000), and generates
secondary metabolites (Gelboin 1980) as well as reactive
oxygen species (ROS) (Penning 2004; Saunders et al. 2006).

Since the 1980s, anurans have been used as an experi-
mental model to assess the adverse effects of BaP. Until the
2000s, these studies focused on genotoxic damage (Hohn-
Bentz et al. 1983; Van Hummelen et al. 1989; Sadinski et al.
1995; Mouchet et al. 2005). From 2010 onwards, studies
began to emphasize physiological and morphological changes
in the digestive system, especially in the liver (Reynaud et al.
2012; Regnault et al. 2014, 2016; Fanali et al. 2017, 2018). In
these studies, anurans (tadpoles or adults) were exposed by a
single route: cutaneous by aqueous exposure (Van Hummelen
etal. 1989, Sadinski et al. 1995; Mouchet et al. 2005; Reynaud
et al. 2012; Regnault et al. 2014, 2016) or injectable (Hohn-
Bentz et al. 1983; Fanali et al. 2017, 2018), with no com-
parisons between two or more routes which represents an
information gap for this group of vertebrates.

This work aims to evaluate the effect of BoP on hepatic
biomarkers of Physalaemus nattereri (Steindachner, 1863) and
whether this effect is influenced by the exposure route, using
routes that simulate a natural (cutaneous and oral) or an artificial
(injectable) exposure. Because the injectable route ensures the
entry of the entire dose of the compound (Pérez-Iglesias et al.
2016), we hypothesize that this route will cause larger effects
than the natural exposure routes. To assess the hepatic effects of
exposure pathways, we will use biomarkers of different levels,
frequently used in anurans, namely: morphological (melanin,
hemosiderin, lipofuscin, and mast cells) and biochemical (cat-
alase, superoxide dismutase, glutathione S-transferase, and
peroxidation of lipids). Because the biological response occurs
initially at the biochemical and molecular levels and then at the
physiological and histological levels (Nascimento et al. 2006),
we hypothesize that the biochemical biomarkers will be affec-
ted by short-term effects from the treatment, while morpholo-
gical effects will occur after prolonged exposures.

Materials and methods
Collection and experiments

One hundred and eight adult male specimens of P. nattereri
were collected (License #18573-1, IBAMA) from November

@ Springer

2018 to January 2019 in Sao José do Rio Preto (coordinates:
20°42'22.6"S, 49°17'25.7"W). After collection, the specimens
were sent to Sdo Paulo State University (UNESP), Institute of
Biosciences, Humanities and Exact Sciences being kept in
acclimatization in plastic boxes (25 x 16 x 14 cm) containing
dechlorinated water. Before the beginning of the experiments,
the specimens were weighed and separated into three experi-
mental treatments (cutaneous, injection, oral) and three
experimental times (one, three, and seven-day exposure). Each
specimen received a single dose (volume: 0.02ml) of pure
mineral oil (control) or mineral oil containing 2 mg/kg of BoP
(treatment), administered by cutaneous drip in the dorsal
region, subcutaneous injection, or by drip in the oral cavity.
Experimental times, as well as concentration, were based on
and adapted from the works of Fanali et al. (2017, 2018). At
the end of the experiments, the specimens were euthanized in
an aqueous solution of benzocaine (5 g/L.), weighed, and dis-
sected. Biological liver samples were collected and preserved
according to each analysis. All procedures were approved by
the Ethics Committee on Animal Use—IBILCE/UNESP-
CSIRP (Protocol n° 188/2018), and animals handling fol-
lowed the NIH Guide for Care and Use of Laboratory
Animals.

Morphological analysis

Liver fragments were fixed in Karnovsky’s solution (0.1 M
Sorensen phosphate buffer, pH 7.2 phosphate buffer with
5% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde) for 24 h at
4 °C, with subsequent dehydration in alcoholic series and
inclusion in historesin (Leica-Historesin embedding Kkit,
Leica Microsystems). Histological sections of 2 pm were
obtained in a rotating microtome (Leica RM2265) and
followed the staining process according to the proposed
analyses. Each analysis provides information on morpho-
logical, physiological (melanin, hemosiderin, and lipo-
fuscin) and immunological (mast cells) changes caused by
BaP.

Pigment area quantification

To quantify the area occupied by melanin, hemosiderin, and
lipofuscin (Fig. 1), histological sections were stained in
hematoxylin-eosin (melanin) or incubated in acidic potas-
sium ferrocyanide solution (hemosiderin — 200 mg potas-
sium ferrocyanide dissolved in 10 ml of hydrochloric acid
0.75 mol/L) or Schmorl’s solution (lipofuscin — 38 mg of
ferric chloride and 5 mg of potassium ferricyanide dissolved
in 5 ml of distilled water). Twenty-five histological fields/
animal were photographed under a light microscope (20x),
with an image capture system (Leica DMC4500), and
analyzed using the Image-Pro Plus 6.0 program
(Media—Cybemetics Inc.) following the protocol by
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Santos et al. (2014), which determines the measurement of
pigments by color intensity.

Mast cells quantification

Sections were stained in toluidine blue with borax and
analyzed under a light microscope (40x), counting the mast
cells (Fig. 1) present in 10 histological fields/animal. Sub-
sequently, the analyzed fields were photographed under a
stereomicroscope (Leica MZ16), with an image capture
system (Leica DFC295), and analyzed using the Image-Pro
Plus 6.0 program (Media—Cybernetics Inc.) to establish the
mast cell density per |.1m2 of liver tissue.

Total melanin quantification

Liver fragments were weighed and frozen at —4 °C. To
quantify total melanin, the method by Franco-Belussi
et al. (2016) was used. The samples were homogenized in
a 1M sodium hydroxide (NaOH) and 10% Dimethyl-
sulfoxide (DMSO) solution, heated at 80 °C for 2 hours,
centrifuged at 2500 rotations per minute (rpm) for
15 minutes, and analyzed at 475nm in an ELISA plate
reader. To determine the standard melanin curve, syn-
thetic melanin (Sigma-Aldrich) was prepared and ana-
lyzed in the same way as the liver samples. The
relationship between absorbance and melanin concentra-
tion was used to determine the amount of melanin per
milligram of sample.

Biochemical analysis

As the metabolism of BaP can generate ROS, we quantified
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione
S-transferase (GST), and lipid peroxidation (LPO), whose
responses may indicate possible oxidative stress. For this,
biological liver samples were frozen in a biofreezer at
—80°C. The samples were individually homogenized (IKA
T10 basic ULTRA-TURRAX®) in a saline-phosphate buf-
fer PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 5.4mM Na,HPO,
(7TH,0), and 1.8 mM KH,PO,, pH 7.2) at 4°C and cen-
trifuged (Hettich® Universal 320 R centrifuge) at 12,000 ¢
for 20 minutes at 4 °C. The supernatant was collected and
used for biochemical determinations.

The protein concentration of the samples was determined
by the method of Bradford (1976), using bovine serum
albumin (BSA) as a standard at 595 nm. CAT activity was
determined by the method of Aebi (1984), through the
degradation of hydrogen peroxide into water and oxygen.
The SOD activity was determined by the method of Crouch
et al. (1981), based on the ability of SOD to inhibit the
reduction of nitro blue tetrazolium (NBT). GST activity was
determined by the method of Keen et al. (1976), through the
formation of thioether after the reaction of GST with the
substrate 1-Chloro-2.4-dinitrobenzene (CDNB). LPO was
quantified by the FOX method (ferrous oxidation-xylenol
orange) as described by Jiang et al. (1992). This method is
based on the oxidation of Fe?* to Fe** by hydroperoxides in
an acidic medium, in the presence of a Fe*t complexing
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Table 1 Biometric data of

: Group
Physalaemus nattereri. d

Initial Body Mass (g)

Final Body Mass (g)

Liver (g)

CC.1d—CT.1d
IC.1d-IT.1d
0OC.1d—-0T.1d
CC.3d—CT.3d
IC.3d—-IT.3d
0OC.3d—0T.3d
CC.7d—CT.7d
IC.7d-IT.7d
0C.7d—0T.7d

8.25+0.27-831+0.36
8.11+0.53—-8.18+0.64
8.10+0.50—-8.34+0.34
8.02+0.34-7.73+£0.16
8.19+0.28—-8.05+0.39
8.46+036—-8.38+0.29

8.28+0.28-848+0.14
834+0.60-835+0.22
8.59+0.44-8.34+0.31

8.30+£0.37-8.21+£0.51
7.78 £0.55—-8.06 £ 0.66
7.61+0.48—-8.29+0.33
7.58+0.37-7.57+0.20
8.21+£0.36-7.73+0.30
7.91+£0.29-8.16 +0.28
7.60+£0.40-8.00+0.29
7.51+0.50-7.56+0.29
8.21+0.26-7.80+0.40

0.22+0.02—0.19+0.01
0.21+0.02-0.22+0.03
0.21+0.05-0.21 £ 0.01
0.20+0.02—-0.16 = 0.01
0.23+0.02-0.19+0.02
0.23+0.03-0.21+0.02
0.19+0.02—-0.23 £ 0.01
0.19+0.03—-0.21 £ 0.01
0.22+0.02—-0.20+ 0.02

The significant difference (control vs. treatment) is show in bold. Values are mean + SE of N=06 samples for
each group. CC cutaneous control, CT cutaneous treatment, /C injection control, /7 injection treatment, OC
oral control, OT oral treatment; 1d: one day; 3d: three days; 7d: seven days

pigment (xylenol orange), which has an absorption peak at
560 nm. The spectrophotometric readings were taken in
triplicate, being carried out in a microplate reader (SOD,
GST, and LPO - SynergyTM HTX Multi-Mode Reader) or
in a quartz cuvette (CAT — UV/Vis spectrophotometer,
LIBRA S50, BIOCHROM).

Statistic

For the present study, we performed a comparison model
between time (one, three, and seven days) and experimental
groups (cutaneous control/treatment, injections control/
treatment, oral controle/treatment) (time * group). Through
this model, multiple comparisons were performed at each
experimental time to visualize the effect of BaP (control vs.
treatment — Tables 1-3), as well as the effect of exposure
pathway (comparison between pathways at each given time
— Table §7). For all data, tests of normality (Shapiro) and
homogeneity of variance (Bartlett) were performed. For
total melanin, CAT, and SOD an ANOVA test were per-
formed. For melanin, hemosiderin, lipofuscin, mast cells,
GST, and LPO an GLM were performed, with Gaussian
(link function log) and binomial distribution (exclusive to
mast cells). To compare the mass variation between the
beginning and the end of the experiments, a t-test was
performed for each experimental time. Subsequently, an
ANOVA test was performed to compare the mass variation
between groups. All analyzes were performed using the
RStudio program (R Core Team).

Results
Biometry
The biometry data are shown in Table 1. BaP did not cause

changes in body (F =0.849, p>0.05) or liver mass (F =
1.048, p>0.05) of the specimens. There was no variation in
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the body mass of the specimen between the beginning and
the end of the experiments (1d: r = 0.69542, 3d: t = 1.7681,
7d: t=3.064; p>0.05).

Morphological biomarkers

The morphological data are shown in Table 2. BoP
increases the area of melanin in the injectable route (1d:
60%, 3d: 21%, 7d: 41%) and decreases it in the cutaneous
route (7d: 31%) and oral routes (1d: 20%, 3d: 21%) (p <
0.05, Table S1). The area of hemosiderin has an increase in
the cutaneous (3d: 94%), injectable (1d: 24%, 3d: 32%),
and oral routes (3d: 27%), and a decrease in the cutaneous
route (7d: 20%) (p<0.05, Table S2). For lipofuscin, there
was an increase in the cutaneous (1d: 40%, 3d: 94%) and
injectable routes (1d: 67%, 3d: 68%) and a decrease in the
cutaneous (7d: 57%) and oral routes (3d: 17%) (p<0.05,
Table S3). After exposure to BoP, the frequency of mast
cells increased in the oral route (3d: 730%) and decreased in
the injectable route (7d: 65%) (p <0.05, Table S4).

BoP did not cause changes in total melanin (F = 5.339,
p=>0.05).

Biochemical biomarkers

The biochemical data are shown in Table 3. BaP adminis-
tered orally causes an increase in SOD (1d: 73%) (F=
3.837, p>0.05) and a decrease in GST (3d: 35%) (p < 0.05,
Table S5).

BoP did not cause changes in CAT (F = 3.335, p>0.05)
and LPO activities (p>0.05, Table S6).

Discussion

In the present study, we evaluated the effects of BoP on the
hepatic biomarkers of P. nattereri, and whether these effects
are influenced by its exposure pathway. After one, three and
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Table 2 Morphologic biomarkers of Physalaemus nattereri.

Mast Cells (n/mm’)

Hemosiderin (pmz) Lipofuscin (pmz)

Melanin (pmz)

Total Melanin (pg/g)

Group

03+£0.11-031+0.14

21754+ 360.6—3037.5 + 491.6
0.71 £0.35—0.38 0.1

6158.8+1172.8—6566 +1202.4

5098.7 + 961.7—6333.9 + 806

562.3+61-536.7+103.9
439.4 +86.4—703.1 £ 205.5

562.9+107.5—-451.3+93.5

1506.2 £217.1-16794+ 175.9
2769.5 £711.4—3688.9 + 563.1
3316.2 £579.9-2271.1+471.3

CC.1d—CT.1d
IC.1d—IT.1d
OC.1d—0T.1d
CC.3d—CT.3d
IC.3d—IT.3d

1635.9 + 315.4—-2733.3+691.3
2273.6+452.3—1869.6+303.4
2846.8 + 574.6—5526.9 +1756.2

2158.9 + 514.9—3631.9 + 635

0.54 £0.16—0.42+0. 24

0.88 £042—-0.73+£0.23
0.28 £0.13—0.8+0.

5435+ 984—5356.8+739.9
45133+ 1012.2—-8759.7 + 11544

730+ 179.9—-809.2+196.3
656 +141.3—795.4+ 1634

859.5+159.5-675.2+161.1

2615.8 £451.4—3192.8 + 851.1

A2

4652.8 + 607.5—6123.5 + §27.2

2015.8 £391.2—1810.8 + 366.6

1463.1 £186.5—1033.9+123.9

0.2 £0.09—1.66 +0.62
0.27£0.13-0.43+£0.16

1.07 +0.54—0.37 £ 0.08

2810.3+418.3—-2333.8 +380.2
1789.1 + 343.5-754.2 + 134.1

4982.8 + 1070.2—6341.2 + 688.5
5662.9 + 1265.6—4528 + 928.8

OC.3d—0T.3d

CC.7d—CT.7d
IC.7d—IT.7d

483.3+100.9—-334.1+77.6

914.8 £+49.5-1177.1 £169.3

1222.8 +260—1306.3 +£396.8
9813+ 188.7—1026.4 +264.1

6158+ 1278.3—6108.9 +892.7
5113+ 706.8—6062.9 + 1233.2

343.3+75.6—484.2+ 1144
426.9+131.6—420.1 899

1076 £ 109—-1098.4 = 150.3
12379 +109.7—1812.9+ 147.8

0.45 £0.09—-0.29+0.08

OC.7d—0T.7d

6 samples for each group. CC cutaneous control, CT cutaneous treatment, /C injection control, T

significant difference (control vs. treatment) is show in bold. Values are mean + SE of N

injection treatment, OC or

al control, OT oral treatment; 1d: one day; 3d: three days; 7d: seven days

i

seven days changes were observed in the response of
morphological and biochemical biomarkers, with morpho-
logical ones suffering a greater number of significant
changes (see Tables 2 and 3). Through a comparative
analysis (Table S7), we observed a significant difference
between exposure pathways in the treatment group,
demonstrating that the pathway alters the effects of BoP, an
unprecedented result for anurans. We also report a differ-
ence between exposure routes in the control group (Table
S7), which may indicate an effect of the mineral oil (which
does not compromise our results, since both control and
treatment received oil), also influenced by the
exposure route.

Among the hepatic morphological biomarkers analyzed,
two cell types were used: melanomacrophages and mast
cells. Melanomacrophages represent a lineage of pigment
cells derived from hematopoietic stem cells (Sichel et al.
1997), with detoxification capacity (Fenoglio et al. 2005,
Pérez-Iglesias et al. 2016). Melanomacrophages have three
internal pigments (Agius and Roberts 2003): (1) melanin, a
biopolymer with antimicrobial (Wolke et al. 1985) and
antioxidant (Sichel 1988) properties; (2) hemosiderin, a
pigment derived from hemoglobin breakdown (Agius and
Agbede 1984; Kranz 1989); and (3) lipofuscin, a product of
the degeneration of cellular components (Agius and Agbede
1984).

Regarding melanin, BoP does not change its total
amount, but it does change the area occupied by this pig-
ment. This indicates that BaP can alter the movement of
melanin granules (i.e., melanosomes) without altering their
synthesis—an effect observed in rodent melanoma cells
(Joo et al. 2015). Oncorhynchus mykiss (rainbow trout)
showed a change in actin filaments after seven days of
exposure to BoP, leading to an aggregation of melanin
granules and consequently a decrease in pigment area
(Fanali et al. 2021). This effect may have occurred in P.
nattereri, but further studies are needed to verify changes in
the cytoskeleton and whether these changes are influenced
by the route of administration—since we observed a distinct
effect between the exposure pathways. The injectable route
causes an increase in the area of melanin, while the cuta-
neous and oral causes a decrease. This variation in the
biological response (increase or decrease) between the
routes reinforces the influence of the exposure pathway on
the effects of BaP. Regarding hemosiderin and lipofuscin,
both pigments show an increase in pigment area in the
cutaneous, injectable and oral (only hemosiderin) routes,
and a decrease in the cutaneous and oral (only lipofuscin).
These results indicate possible physiological changes since
they are pigments that originated from the catabolic activity
of melanomacrophages.

BoP causes an increase in the frequency of mast cells in
the oral route (three days) and a decrease in the injectable
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Table 3 Biochemical biomarkers of Physalaemus nattereri.

GST (nmol/mg"™™")

LPO (nmol/mg"*™")

Group CAT (nmol/mgP™*") SOD (Units/mg*™")
CC.1d—CT.1d 1.12+0.11-1.43 £ 0.07 7.45+0.99-10.98 £ 0.96
IC.1d—IT.1d 1.24+£0.13—-1.26+0.16 926+ 1.09-10.26 £ 0.94
0C.1d—OT.1d 1.18 £0.06—1.55+0.13 5.75+0.88—9.97 £1.07
CC.3d—-CT.3d 1.26 £0.14-1.48+0.11 8.09+0.82-836+1.12
IC.3d—IT.3d 1.53 £0.06—1.67+0.08 7.60+042-753+05
0C.3d—0T.3d 1.64 £0.06—1.67+0.09 7.78+0.85-7.53 £047
CC.7d—CT.7d 1.72£0.16—1.81+£0.09 6.54+0.93-6.21 £0.16
IC.7d—IT.7d 1.6 +£0.08—1.48+0.17 568+0.82—28+041
0C.7d—0T.7d 1.55+0.15-1.19+ 0.1 3.15+£03-3.96 £0.69

0.83 £0.04-0.96 £0.04
1.03 +0.05-1.18 £0.07
0.72 £0.04-0.94 £0.06
0.95 £0.05-0.86 £0.05
0.77 £0.01-0.87 £0.06
1.09 £0.06—0.71 + 0.06
1.1 £0.08—1.04+0.11
0.98 £0.1-0.95+0.07
0.98 £0.04—-1.1+0.03

0.24+0.06-0.16 £ 0.02
0.19+0.06—0.17 = 0.03
0.28+0.11-0.23 + 0.06
0.2+0.04-03+0.06
0.24+0.03-0.33 £ 0.05
0.39+0.03-0.22+0.06
0.31+0.04-0.2+0.03
0.27+0.07-0.26 = 0.09
0.08+0.07-0.11+0.06

The significant difference (control vs. treatment) is show in bold. Values are mean +SE of N = 6 samples for each group. CC cutaneous control,
CT cutaneous treatment, /C injection control, IT injection treatment, OC oral control, OT oral treatment; 1d: one day; 3d: three days: 7d: seven days

route (seven days). Mast cells constitute immune cells used
as a marker of an inflammatory response (Franco-Belussi
et al. 2014, Fanali et al. 2018). In a previous study involving
anurans, the proportion of these cells increases in response
to BoP (Fanali et al. 2018), demonstrating the ability to
have induced an inflammatory response in the liver tissue.
In fish, BaP compromises immune function (Carlson et al.
2002), which explains why we observed a decrease in the
proportion of mast cells in the liver. The fact that we
observed a distinct effect between the oral and the injectable
routes reinforces the influence of the exposure route on the
effects of BaP.

Regarding biochemical biomarkers, our experimental
design did not cause changes in CAT and LPO, but caused
an increase in SOD activity in one day and a decrease in
GST in three days, both occurring in the oral route. To our
knowledge, it is the first time that these biomarkers, CAT,
SOD, and LPO, have been used to assess the effects of BaP
in anurans. SOD represents an immediate response bio-
marker (Nascimento et al. 2006), whose activity is related to
transforming the superoxide anion (0,®") into hydrogen
peroxide (H,0,) (Scandalios 2005). As superoxide is a by-
product of BaP metabolism (Penning 2004), an increase in
SOD activity demonstrates oxidative unbalance induced by
BaP. In general, hydrogen peroxide produced by SOD is
converted to less reactive species (H,O) by CAT or by
glutathione peroxidase (GPx) (Scandalios 2005). As we did
not observe changes in CAT activity, it is possible that GPx
had compensatory activity on the excess of hydrogen per-
oxide. GPx and GST are enzymes dependent on reduced
glutathione (GSH), using it as a cofactor in their activities
(Balasenthil et al. 2000, Van der Oost et al. 2003). Lower
availability of GSH, conjugated by GPx, leads to a decrease
in GST activity, as observed in three days. GST, a class of
enzymes that acts in the biotransformation of xenobiotics by
facilitating their excretion by the organism (Van der Oost
et al. 2003), had already been used for the species
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Pelophylax esculentus, where an increase in its activity was
observed over a period of one and two days, demonstrating
that BaP had been cleared by the liver (Reynaud et al
2012). Although the liver is an important BaP metabolizing
organ, other organs can perform this function (Lemaire et al.
1990, 1992). As the pathways used in our study can lead to
a differentiated distribution of BaP throughout the body, the
metabolism of BaP may have occurred in different organs,
requiring further studies on the activity of biochemical
biomarkers in other organs.

Conclusion

In the present study, we observed that BoP triggers the
response of hepatic biomarkers of P. nattereri. This
response is influenced by the route of administration, an
unprecedented result for anurans, seen mainly in the area
of melanin, hemosiderin, and lipofuscin. The results for
these pigments demonstrate two characteristics related to
the route of administration. (1) Artificial and natural
pathways cause distinct effects, depending on the bio-
marker analyzed, mainly seen in the comparison of mel-
anin vs. hemosiderin or melanin vs. lipofuscin. (2) The
exposure time affects the exposure route, seen in the
cutaneous route for hemosiderin and lipofuscin, wherein
short exposure times (one and three days) causes an
increase in the pigmented area, while in prolonged periods
(seven days) causes a decrease. Our experimental design
demonstrated that morphological biomarkers were more
sensitive to BaP, which reinforces their use as effect
biomarkers to assess changes induced by chemical com-
pounds and other xenobiotics.
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Table S1 — GLLM comparison (time*group) of melanin.
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(melanin)
Predictors Estimates CI p

(Intercept) 3.09 3.04-3.14 <0.001
tempo [3d] 0.15 0.08-0.22 <0.001
tempo [7d] -0.07 -0.14--0.00 0.047
grupo [CT] -0.01  -0.08-0.06 0.841
grupo [IC] -0.12  -0.19--0.05 0.001
grupo [IT] 0.10 0.03-0.18 0.004
grupo [OC] 0.02 -0.05-0.10 0.504
grupo [OT] 0.11 -0.18--0.04 0.003
tempo [3d] * grupo [CT] 0.07 -0.04-0.17 0.203
tempo [7d] * grupo [CT] -0.21 -0.31--0.11 <0.001
tempo [3d] * grupo [IC] 0.07 -0.03-0.17 0.174
tempo [7d] * grupo [IC] -0.07 -0.17-0.03 0.170
tempo [3d] * grupo [IT] -0.04 -0.14-0.06 0.464
tempo [7d] * grupo [IT] -0.12 -0.22--0.02 0.017
tempo [3d] * grupo [OC] 0.09  -0.01-0.19 0.086
tempo [7d] * grupo [OC] -0.14 -0.24--0.04 0.008
tempo [3d] * grupo [OT] 0.05  -0.05-0.15 0.351
tempo [7d] * grupo [OT]  0.02 -0.08 -0.12 0.660
Observations 2700
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Table S2 — GLLM comparison (ime*group) of hemosiderin.

(hemosiderin)
Predictors Estimates Cl p
(Intercept) 80.26 77.55-82.97 <0.001
tempo [3d] -1246 -16.29--8.63 <0.001
tempo [7d] -437 -820--0.54 0.025
grupo [CT] e 5 -1.61 -6.05  0.257
grupo [IC] -8.20  -12.03--4.37 <0.001
grupo [IT] 1.95 -1.88-5.78 0.318
grupo [OC] -5.23 -9.06 --1.40 0.007
grupo [OT] -492 -8.75--1.08 0.012

tempo [3d] * grupo [CT] 26.75 21.33-32.17 <0.001
tempo [7d] * grupo [CT] -10.41 -15.83--499 <0.001
tempo [3d] * grupo [IC] 10.69 5.27-16.10 <0.001
tempo [7d] * grupo [IC] 11.59 6.17-17.01 <0.001
tempo [3d] * grupo [IT] 1091 549-16.33 <0.001
tempo [7d] * grupo [IT] 2.58 -2.83-8.00 0.350
tempo [3d] * grupo [OC]  8.19 2.77-13.60  0.003
tempo [7d] * grupo [OC]  2.99 -243-840 0.280
tempo [3d] * grupo [OT] 19.60 14.18-25.01 <0.001

tempo [7d] * grupo [OT]  7.85 2.44-13.27 0.004

Observations 2700



Table S3 — GLLM comparison (time*group) of lipofuscin.
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(lipofuscin)

Predictors Estimates CI p
(Intercept) A o 2.14-2.17 <0.001
tempo [3d] 0.06 0.03-0.08 <0.001
tempo [7d] -0.04 -0.07--0.02 0.001
grupo [CT] 0.07 0.05-0.10 <0.001
grupo [IC] -0.07  -0.09--0.04 <0.001
grupo [IT] 0.03 0.00-0.05 0.037
grupo [OC] 0.00 -0.02-0.03 0.829
grupo [OT] -0.03 -0.05--0.00 0.033
tempo [3d] * grupo [CT]  0.05 0.01-0.08 0.014
tempo [7d] * grupo [CT] -0.25 -0.29--0.21 <0.001
tempo [3d] * grupo [IC] -0.00 -0.04-0.03 0.817
tempo [7d] * grupo [IC] -0.02 -0.06-0.02 0.335
tempo [3d] * grupo [IT] 0.03 -0.01 -0.07 0.113
tempo [7d] * grupo [IT] -0.12 -0.16--0.08 <0.001
tempo [3d] * grupo [OC]  0.00  -0.03-0.04 0.870
tempo [7d] * grupo [OC] -0.13 -0.17--0.09 <0.001
tempo [3d] * grupo [OT] -0.01 -0.05-0.03 0.663
tempo [7d] * grupo [OT] -0.11 -0.15--0.07 <0.001
Observations 2700



Tahble S4 — GLLM comparison (iime*group) of mast cells.
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(mast cells)

Predictors Odds Ratios 5 p
(Intercept) 0.05 0.02-0.08 <0.001
tempo [3d] 2.83 1.31-6.64 0.011
tempo [7d] 0.88 0.34-2.31 0.797
grupo [CT] 1.03  041-264 0.95]
grupo [IC] 1.57 0.74-3.65 0.262
grupo [IT] 0.98 0.42-240 0.965
grupo [OC] 1.44 0.69-3.30 0.355
grupo [OT] 1.89  0.79-4.69 0.155
tempo [3d] * grupo [CT] 0.62 0.20-1.89 0.402
tempo [7d] * grupo [CT] 0.89 0.26-3.17 0.858
tempo [3d] * grupo [IC] 0.22 0.07-0.61 0.005
tempo [7d] * grupo [IC] 2.50 0.79-7.89 0.116
tempo [3d] * grupo [IT] 0.69 024-191 0474
tempo [7d] * grupo [IT] 0.85 0.25-2.86 0.792
tempo [3d] * grupo [OC] 021  0.06-0.64 0.009
tempo [7d] * grupo [OC] 0.65 0.21-2.03 0455
tempo [3d] * grupo [OT] 0.70 0.25-1.93 0.493
tempo [7d] * grupo [OT] 0.48 0.13-1.73 0.262
Observations 5466



Table 85 — GLM comparison (ime*group)} of GST.
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(GST)
Predictors Estimates CI p
(Intercept) 0.83 0.71-0.95 <0.001
tempo [3d] 0.12 -0.05-0.29 0.171
tempo [7d] 0.27 0.10-0.44  0.002
grupo [CT] 0.13 -0.04-0.30 0.128
grupo [IC] 0.20 0.03-0.37 0.023
grupo [IT] 0.35 0.18-0.52 <0.001
grupo [OC] -0.11  -0.28-0.06 0.211
grupo [OT] 0.11 -0.06-0.28 0.197
tempo [3d] * grupo [CT] -0.22 -046-0.02 0.074
tempo [7d] * grupo [CT] -0.19 -043-0.05 0.114
tempo [3d] * grupo [IC] -0.37 -0.61--0.14 0.002
tempo [7d] * grupo [IC] -0.31 -0.55--0.08 0.010
tempo [3d] * grupo [IT] -043  -0.67--0.19 <0.001
tempo [7d] * grupo [IT] -049 -0.73--0.26 <0.001
tempo [3d] * grupo [OC]  0.25 0.01 -0.49 0.044
tempo [7d] * grupo [OC] -0.01 -0.25-0.22 0.902
tempo [3d] * grupo [OT] -0.35 -0.59--0.11 0.004
tempo [7d] * grupo [OT] -0.11  -0.35-0.13 0.383
Observations 108
R2 0.474



Table §6 — GLM comparison (ime*group) of LPO.

Resultados |80

(LPO)
Predictors Estimates CI p
(Intercept) 0.24 0.13-0.36 <0.001
tempo [3d] -0.04 -0.21-0.12 0.596
tempo [7d] 0.07 -0.10-0.23 0410
grupo [CT] -0.08 -0.25-0.08 0.316
grupo [IC] -0.05 -0.22-0.11 0.546
grupo [IT] -0.07 -0.24-0.09 0.385
grupo [OC] 0.04 -0.12-0.21 0.628
grupo [OT] -0.01 -0.17-0.16 0.909
tempo [3d] * grupo [CT] 0.18  -0.05-0.42 0.121
tempo [7d] * grupo [CT] -0.02 -0.26-0.21 0.839
tempo [3d] * grupo [IC] 0.09 -0.14-0.33 0.434
tempo [7d] * grupo [IC] 0.01 -0.22-0.24 0.932
tempo [3d] * grupo [IT] 0.21 -0.02-0.44 0.078
tempo [7d] * grupo [IT] 0.02 -021-0.25 0.873
tempo [3d] * grupo [OC] 0.15  -0.09-0.38 0.214
tempo [7d] * grupo [OC] -0.27 -0.50--0.04 0.024
tempo [3d] * grupo [OT] 0.03  -0.20-0.27 0.769
tempo [7d] * grupo [OT] -0.19 -043-0.04 0.104
Observations 108
R2 0.240
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Table S7 — Statistical companson between different routes of admmistration at the same exposure time. Groups with statistical difference are indicated with
“p<0.057. CC: cutaneous control; CT: cutaneous treatment; IC: injection control; IT: injection treatment; OC: oral control; OT: oral treatment; 1d: one day;

3d: three days; 7d: seven days.

Morphologic Biochemical
Comparison Total : 0 o o .

YR Melanin Hemosiderin Lipfuscin Mast Cells CAT SOD GST LPO
1d: CC-1IC = p<005 p<005 p<0.05 p<0.05 = = = =
1d:CC-0C p<0.05 Bf v - 5 s = = of
1d:IC-0C = p <0.05 - p <0.05 = = = p<005 -
1d: CT-1IT p<005 p<0.05 = p <0.05 = = = = =
1d: CT-0OT = = p<005 p<0.05 = = = = =
1d:IT-OT - p<005 p<005 p<0.05 p<0.05 - - - —
3d:CC-1IC - - - p <0.05 - - - - -
3d: CC-0C - p <0.05 - - - - - - -
3d:I1C-0C = p <0.05 = p < 0.05 = = = p<005 -
3d: CT-1IT = = p<005 p<0.05 = = = = =
3d:CT-OT p<005 p<005 p<0.05 p<0.05 = s = = s
3d:1IT-OT = p < 0.05 t p <0.05 S £F 2l o 7
7d: CC-1IC - p <0.05 - p<0.05 p<0.05 & = 5 -
7d: CC-0OC = p <0.05 = p <0.05 = = = = =
7d:1C-OC = = p<005 p<005 p<0.05 = = = =
7d: CT-1IT - p<005 p<005 p<0.05 - - p <0.05 - -
7d: CT-OT - p<005 p<0.05 - - p < 0.05 - - -
7d: 1T - OT = = = p < 0.05 N & = N =
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Highlights

e Benzo(a)pyrene changes the area of melanin in the skin.
e Benzo(a)pireno decreases the frequency of mast cells in the skin.

e These effects are influenced by the exposure route of the compound.
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Abstract

The skin of anurans is a complex structure, related to homeostasis and the protection
of the organism. Despite being an absorption pathway for benzo(a)pyrene (BaP), there are no
studies that have analyzed the effects of this compound on its structure. We aim to evaluate
the effects of BaP on the skin of Physalaemus nattereri and whether these effects are
influenced by its route of administration. For this, 108 specimens received pure mineral oil or
mineral oil containing BaP (treatment), administered cutaneously, by injection, or orally.
After one, three, and seven days of exposure, there were no changes in the dorsal coloration of
the specimens, but histological changes were observed in the area of melanin and the
frequency of mast cells. These results demonstrate that BaP causes morphological and
immunological changes in the skin of anurans, and these effects are influenced by its

administration route, which represents a novelty for herpetology.

Keywords: Anurans; mast cells; melanin; polycyclic aromatic hydrocarbon.
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1. Introduction

Anurans are biological models in ecotoxicological studies involving: agrochemicals
(Van Meter et al. 2015; Pérez-Iglesias et al., 2016), endocrine disruptors (Scaia et al., 2019),
hydrocarbons (Regnault et al., 2016; Fanali et al., 2018), and metals (Fernandes et al., 2021).
In these studies, different exposure methodologies are used, whether natural or by injection.

The injectable route is an administration method that is widely used in experimental
biology. Although this method does not represent a natural exposure (Karami et al., 2011), it
allows for a rapid onset of toxicity (Shi et al., 2015) and tissue distribution of the compound
(Black, 2000), in addition to ensuring the entry of the entire dose of the compound into the
body (Pérez-Iglesias et al., 2016). When this method is used in conjunction with routes that
simulate natural exposure, which is important in ecological research (Black, 2000), it is
possible to establish the toxicity of the compound, as well as its actual adverse effects. In
addition, establishing a comparison between natural and unnatural pathways can facilitate
future ecotoxicological work, since some natural exposure methods can be difficult to
implement in laboratories (Karami et al., 2011).

The skin of anurans is a complex structure that acts on thermoregulation, respiration,
reproduction, excretion, camouflage, and water regulation (Clarke, 1997), in addition to being
a line of defense against pathogens and predators through the secretion of antimicrobial
peptides (Rollins-Smith, 2009) and harmful/toxic substances (Toledo and Jared, 1995). Since
it is a permeable structure (Verdade et al., 2010), the skin can absorb chemical compounds
(Van Meter et al., 2015), including benzo(a)pyrene (BaP) (Reynaud et al., 2012), being
susceptible to its adverse effects.

BoP is a widely known and studied polycyclic aromatic hydrocarbon (Caruso and
Alaburda, 2008) present in aquatic (Nasr et al., 2010) and terrestrial (Wilcke et al., 2003)

ecosystems. In anurans, BaP is responsible for causing: changes in melanin area,
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genotoxicity, hepatotoxicity, inflammatory response, and metabolic disorders (Regnault et al.,
2016; Fanali et al., 2018; Valverde et al., 2022). These studies have a major focus on the liver,
and there are no studies that have analyzed the effects of BaP on the skin of anurans.

As anuran skin has melanin in its structure, and BaP alters the melanin area, our first
objective is to assess possible histological changes in melanin and whether these might reflect
changes in external coloration (dorsal darkening). To assess possible inflammatory responses
induced by BaP, we will also quantify the number of mast cells present in the tissue. The
second objective is to compare these effects between natural (cutaneous and oral) and

unnatural (injectable subcutaneous) pathways, methods already used in laboratory studies.

2. Materials and methods

Specimens collection were authorized by IBAMA (License #18573-1), all procedures
were approved by the Animal Use Ethics Committee — IBILCE/UNESP-CSJRP (n°
188/2018), and animals handling followed the NIH Guide for Care and Use of Laboratory
Animals.
2.1. Experimental design

One hundred and eight male specimens of P. nattereri were collected in three different
periods (11/05/1018, 11/10/2018, and 01/11/2019), in Sao José do Rio Preto (20°4222.6"S,
49°1725.7"W). After collection, the specimens were sent to the Sdo Paulo State University
(UNESP), Institute of Biosciences, Humanities and Exact Sciences (IBILCE), being kept in
acclimation for nine days in plastic boxes containing dechlorinated water. During acclimation,
the specimens were weighed and separated into three experimental times (1, 3, and 7 days),
each consisting of six groups (n=6/group): cutaneous control/treatment (CC/CT), injectable
control/treatment (IC/IT), oral control/treatment (OC/OT). At the beginning of the
experiments (day zero), each specimen received a single dose (volume: 0.02mL) of pure

mineral oil (control) or mineral oil containing 2mg/Kg of BaP (treatment), administered by
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cutaneous application in the dorsal region, subcutaneous injection, or by application in the
oral cavity. At the end of the experiments, the specimens were euthanized in an aqueous
solution of benzocaine (5g/L) and photographed dorsally (two photos/animal using Canon
EOS Rebel t5i, 18-55mm). Skin samples were fixed in Karnovsky's solution (5%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1M Soérensen phosphate buffer, pH 7.2) for
24h at 4°C and embedded in historesin (Leica-Historesin embedding kit, Leica

Microsystems).

2.2. Morphological analysis

Images of the whole animal were analyzed using the Adobe Photoshop CC 2014
program, following the protocol by Svensson et al. (2005) adapted for anurans by Franco-
Belussi et al. (2016). Initially, the images were converted to “Colors L.a.b.” where “L”
represents the brightness of the image. To quantify the dorsal darkening, a 1cm? square was
created and positioned in the middle of the animal, below the insertion of forelimbs (Figure
1A). From the average luminosity value, provided by the histogram tool, the dorsal dimming
was calculated as the complement of luminosity and the result was presented as a percentage
of dimming (black = 100%).

To quantify the area occupied by melanin, histological sections of 2um, obtained on a
microtome (Leica RM2265), were stained with hematoxylin-eosin. Twenty-five histological
fields/animal were photographed under a light microscope (20x) with an image capture
system (Leica DMC4500) and analyzed using the Image-Pro Plus 6.0 software (Media-
Cybernetics Inc.), following the protocol by Santos et al. (2014), adapted to the relative area
of the analyzed skin. For the quantification of mast cells, histological sections were stained in
toluidine blue with borax and analyzed under a light microscope (40x), counting the mast
cells present in 10 histological fields/animal. Subsequently, the analyzed fields were

photographed in a stereomicroscope (Leica MZ16) with an image capture system (Leica
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DFC295) and analyzed using the Image-Pro Plus 6.0 program to establish the mast cell/tissue

area ratio.

2.3. Statistical analysis

For all data, we performed a comparison model between time (1, 3, and 7 days) and
experimental groups (CC/CT, IC/IT, and OC/OT) (time*group). For the darkening, the
ANOVA test was performed; for the relative area of melanin and the frequency of mast cells,
a generalized linear model with quasibinomial distribution was performed. All analyses were

performed using the RStudio program (R Core Team), with P< 0.05.

3. Results

After exposure to BaP, no changes were observed in the dorsal coloration of P.
nattereri (P > 0.05, Table 1). In histology, BaP causes a decrease in the area of melanin
(Figure 1B, Table 1) when administered cutaneously (3d: 33.9%) and orally (1d: 24%), while
an increase occurs in the injectable route (3d: 19.3%). Concerning mast cells (Figure 1C,
Table 1), BaP causes a decrease in its frequency in the injectable route (3d: 53.1%). Through
a comparative analysis (Table 1), we observed a difference (P < 0.05, Table 1) between
exposure pathways, demonstrating that the pathway alters the effects in the area of melanin

and mast cells.

4. Discussion

Changes in the dorsal coloration pattern are related to the dispersion and aggregation
of melanin granules (i.e., melanosomes), causing a darkening and lightening of the dorsum,
respectively (Aspengren et al., 2009). Anurans exposed to endocrine disruptors (Scaia et al.,
2019) and herbicides (Pérez-Iglesias et al., 2019) show skin darkening, while a decrease in
darkness is observed after exposure to insecticides (Santos et al., 2021). After exposure to

BaP, no changes were observed in the dorsal coloration of P. nattereri, which may be related
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to a different mechanism of action from the other compounds. Furthermore, as only larval
stages were exposed to chemical compounds (Pérez-Iglesias et al., 2019; Scaia et al., 2019;
Santos et al., 2021), it is necessary to verify whether the stage may influence the effects of
these compounds.

Histologically, BaP causes a decrease in the area of melanin when administered
cutaneously and orally, while an increase occurs in the injectable route (3d: 19.3%). The
decrease in the area of cutaneous melanin may be related to two possibilities: alteration in the
amount of melanin present in the tissue and/or alteration in the dispersion of melanin granules
in melanophores. According to Joo et al. (2015), BaP can decrease melanin synthesis in
rodent melanoma cells, leading to a decrease in its content. In Oncorhynchus mykiss (rainbow
trout), BaP alters the actin cytoskeleton, leading to an aggregation of melanin granules and
consequently a decrease in the pigmented area of the liver (Fanali et al., 2021). Although
cutaneous melanin is related to photoprotection, signaling, and thermoregulation functions
(reviewed in McNamara et al., 2021), the increase observed via the injectable route may be
related to protection against oxidative stress, a function performed by melanin (Dubey and
Roulin, 2014). During the metabolism of BaP by the body, reactive oxygen species (ROS)
can be generated (Penning, 2004). Thus, the increase in the melanin area may be a
physiological adaptation of the cell/tissue to ROS. The results observed for histological
melanin demonstrate that the route of administration alters the effects of BaP. While an
immediate effect is observed for the oral route, the cutaneous and injectable routes present a
delayed response after three days. This result is different from the expected one, where an
immediate effect would be related to the cutaneous and/or injectable route, whose application
method directly involves the skin. As this is the first time that the melanin area of the skin is
used as a tool to assess the effects of BaP, additional studies are included to understand its

effects.
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Concerning mast cells, BaP causes a decrease in its frequency in the injectable route.
Oryzias latipes (Japanese medaka) exposed to BaP, by intraperitoneal injection, show a
compromised immune system, increasing the susceptibility to disease (Carlson et al., 2002).

In P. nattereri, we believe that the decrease in mast cells is related to an immunotoxic effect.

5. Conclusions

The skin of anurans is an organ related to multiple homeostatic and protective
functions of the organism. Despite this, few studies assess the morphological changes in this
tissue after exposure to chemical compounds. For the first time, we observed histological
changes in melanin and mast cells after exposure to BaP, which demonstrates that the skin is
a potential biomarker for its effects. Our results also demonstrate that the route of
administration alters the effects of BaP, seen mainly in the area of melanin, which presents a
decrease in natural routes and an increase in the injectable route. This findings serves as the

basis for future ecotoxicological studies involving BaP in anurans.
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FIGURE CAPTION

Figure 1 — A: Dorsal view of Physalaemus nattereri demonstrating de 1cm? square used to
measure the dorsal darkening. B-C: Histological structure of the skin. Ep: epidermis, Er:
erythrophore, GG: granular gland, I: iridophore, M: melanophore, MC: mast cell, MG:

mucous gland. B — HE, 10um. C — Toluidine blue with borax, 5 pm.
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Table 1 — Data (mean + SE) of the analysis of dorsal darkening, melanin area and mast cell
frequency. The significant difference (control vs. treatment) is show in bold. Groups that

share the same letter indicate differences between routes of administration at the same

exposure time.

Time Group

Darkening (%)

Melanin (um*/um?®) Mast cells (n/mm?)

cC 89.7=2.6 258=048" 7.31=0.66
CT 85.7=1.6 2.54=0.538 5.87 = 0.81
1d IC 86.1=1.5 2.7 = 0.46° 8.66 = 1.2
IT 89.7=1.6 3.06 = 0.61% 7.52+2.44
oC 86.3=0.5 354 £0.71%C 553=1.14
OT 88.2=1.3 2.69 + 0.44 6.37 = 0.98
cc 88.2 =2 3.78 £ 0.71%F 9.76 = 2.19
CT 86.6=1.3 2.5+ 0.48 8.18 = 1.44*
wd IC 84.5=28 2.23 + 0.44% 7.01 = 0.66
IT 86.9=25 2.66 £ 0.46 3.29 + 0.55%B
oC 854=1.09 2.62=0.56° 786=1.38
OT 86.8=1.8 2.65 =046 8.78 = 1.228
cC 852=23 2.66 = 0.4 5.57=1.43
CT 862=1.3 2.67=047 543 =123
IC 863=1.9 281042 5.84 = 0.87
7d IT 823=10.6 3.03 = 1.63% 7.04=1.36
oC 873 =14 2.65 = 0.44 536=1.12
OT 86.6=24 2.38=0.534 5.05=0.8
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Como os biomarcadores celulares (melandcitos, mastocitos e eritrocitos) de
Physalaemus nattereri (Anura) respondem ao benzo(a)pireno e as distintas vias de

exposicao?
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HIGHLIGHTS

» O benzo(a)pireno foi administrado por diferentes vias — cutanea, injetavel e oral.
» O benzo(a)pireno provoca uma alteragao histologica no testiculo de anuros.
» A alteragdo consiste em mudangas na area de melanina nos melandécitos.

» Esse efeito ¢ influenciado pela via de administragdo do composto.

GRAPHICAL ABSTRACT

Como os biomar C

Eritrocitos
(anormalidades nucleares)

Mastdcitos
(frequéncial

Aumento na via cutinea

Sem alteracdes Sem alteracoes

\ Diminuicio na injetavel e oral
. )
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RESUMO

A poluicdo ambiental ¢ um dos fatores responsaveis pelo declinio das espécies
de anfibios. Dentre os contaminantes encontrados em seus espécimes € nos ecossistemas
em que residem destacamos o benzo(a)pireno (BaP), um hidrocarboneto carcinogénico
que pode ser absorvido naturalmente por diferentes vias. Para avaliar os efeitos desses
contaminantes, pesquisadores tém utilizado biomarcadores presentes em diferentes
orgaos (e.g. testiculo — melandcitos e mastdcitos) e tecidos (e.g. sangue — anormalidades
nucleares em eritrocitos). O objetivo desse projeto € avaliar alteragdes desencadeadas
pelo BaP, em um curto espago de exposi¢ado, e se essas alteragdes sao influenciadas por
sua via de administra¢do. Para isso, espécimes de Physalaemus nattereri (n = 108)
foram divididos em dois grupos (controle e tratado), cada um composto por trés vias de
administracao (cutanea, injetavel e oral) e trés tempos de exposi¢dao (um, trés e sete
dias). Os espécimes receberam uma unica administragdo de 6leo mineral puro (controle)
ou de 6leo mineral contendo BaP [2mg/Kg]. Ao fim dos experimentos, ndo foram
observadas alteracdes na frequéncia de anormalidades nucleares ou de mastdcitos, mas
houve um aumento na via cutanea, € uma diminuicao, na via injetavel e oral da area de
melanina nos melanodcitos. Apesar de ndo terem sido observados resultados
significativos nos eritrocitos e mastocitos, as alteracdes na melanina fornecem um
resultado inédito, onde o efeito do BaP ¢ influenciado por sua via de administracao,
visto por meio da compara¢do da resposta bioldgica (aumento ou diminui¢do) entre as

vias cutanea, injetavel e oral.

Palavras-chave: Anfibios; Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos; Melanina;

Sangue; Testiculo.
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1. INTRODUCAO

Os anfibios representam a classe de vertebrados com o maior nimero de
espécies ameacgadas (IUCN, 2021), sendo as agdes antropicas, que inclui a poluicdo
ambiental, uma das causas para esse declinio (Blaustein and Wake, 1995; Blaustein and
Kiesecker, 2002; Blaustein et al., 2003). Desde o estabelecimento da poluicdo como
fator relacionado ao declinio dos anfibios, pesquisadores tém avaliado os efeitos de
compostos quimicos sobre diferentes 6rgaos e tecidos (Colombo et al., 2003; Saka et al.,
2004; Cakici, 2014; Lajmanovich et al., 2014), dentre eles as gonadas (e.g. testiculos)
(Cakici, 2013; Gregorio et al., 2016) e o sangue (Gregorio et al., 2019; Santos et al.,
2021).

Os testiculos dos anuros sdo orgdos pareados, de formato esférico ou ovoide,
localizados na porg¢ao ventral dos rins (Duellman and Trueb, 1994). Sao constituidos por
loculos, onde ocorre o processo de espermatogénese, € por um tecido intersticial de
natureza conjuntiva, onde podem ser encontrados melandcitos e mastocitos (Duellman
and Trueb, 1994; Oliveira and Vicentini, 1998; Franco-Belussi et al., 2013; De Oliveira
et al., 2017). Os melanocitos sao células pigmentares que sintetizam melanina (Schartl
et al., 2016), um pigmento de coloragdo marrom-preto (Bagnara and Matsumoto, 2006)
capaz de absorver e neutralizar radicais livres e substancias toxicas (Sichel, 1988; Zuasti
et al., 1989). Os mastocitos, por sua vez, sdo células imunoldgicas (Pinelli et al., 2010)
que atuam na resposta inflamatdria induzida por patdogenos ou por compostos quimicos
(Franco-Belussi et al., 2014; Fanali et al., 2018).

O sangue dos anuros consiste em um plasma, onde se encontram trés tipos
celulares: eritrocitos, leucocitos e trombocitos (Duellman and Trueb, 1994). Similar aos
peixes, répteis e aves os eritrocitos nos anuros sdo nucleados (Claver and Quaglia,

2009), o que possibilita avaliar: alteragdes genotoxicas (e.g. células binucleadas, bud
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nuclear e microntcleo) induzidas por compostos carcinogénicos (Fenech, 2007
Gregorio et al., 2019; Pérez-Iglesias et al., 2019), ou adaptagdes fisioldgicas (e.g.
células anucleadas) em resposta a ambientes poluidos (Barni et al., 2007).

O benzo(a)pireno (BaP) ¢ um contaminante ambiental, com propriedades
carcinogénicas, mutagénicas e toxicas (Gelboin, 1980), que pode ser absorvido
naturalmente pela alimentagdo, respiragdo ou por via cutanea (Netto et al., 2000). O
BaP ja foi identificado em anuros nativos (Vojinovic-Miloradov et al., 1996), além de
ser encontrado em cupins — um componente da dieta de anuros (Aragjo et al., 2009) — na
agua, ar e no solo (Wilcke et al., 2003; Nasr et al., 2010; Gupta et al., 2011).

Com base nessas informagdes, ¢ interessante estabelecer a variacao dos efeitos
do BaP quando administrado por diferentes vias. Dessa forma, o presente trabalho tem o
objetivo de avaliar os efeitos do BaP sobre o sangue e testiculos de anuros, e se esses
efeitos sao modificados dependendo da via de exposi¢do. Especificamente iremos
avaliar a resposta dos eritrocitos, melandcitos e mastocitos, biomarcadores bem
estabelecidos na literatura para anuros (Franco-Belussi et al., 2014, 2016; De Oliveira et
al., 2017; Gregorio et al., 2019). Também iremos utilizar trés vias de exposicao
(injetavel, oral e cutanea) ja utilizadas em estudos de laboratorio (Regnault et al., 2014;
Van Meter et al., 2015; Fanali et al., 2017; Awaad, 2020), mas que raramente sao

avaliadas em conjunto.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Desenho experimental

Espécimes de  Physalaemus  nattereri foram coletados  (#18573-1,
RAN/IBAMA/MMA) (05/10/2018, 10/11/2018 e 11/01/2019) em Sao José do Rio Preto
(20°42°22.6”’S, 49°17°25.770). Apos a coleta os exemplares foram encaminhados ao

Laboratério de Anatomia Comparada da Universidade Estadual Paulista “Julio de
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Mesquita Filho” (UNESP/IBILCE), onde foram mantidos em aclimatagdo, por nove
dias. Durante a aclimatagdo os espécimes foram pesados e separados em 18 grupos
experimentais (n=6) compostos por trés tempos (um, trés e sete dias), trés vias (cutanea,
injetavel e oral) e duas concentracdes (0,00 e 2mg/Kg). No inicio dos experimentos,
cada espécime recebeu uma unica dose (volume de 0,02mL) de 6leo mineral puro [0,00
— controle] ou 6leo mineral contendo 2mg/Kg de BaP, administrados por aplicagdo
cutanea dorsal, injecdo subcutdnea ou gotejamento na cavidade oral. Ao término dos
tempos experimentais, os espécimes foram eutanasiados em solu¢do aquosa de
benzocaina [5g/L]. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela

Comissio de Etica no Uso de Animais — IBILCE/UNESP-CSJRP (n° 188/2018).

2.2. Analises histologicas

Os testiculos foram removidos, fixados em solucdo de Karnovsky (0,IM de
tampao fosfato Sorense pH 7,2% com 5% de paraformaldeido e 2,5% de glutaraldeido)
a 4°C por 24h e incluidos em historesina (Leica-Historesin embedding kit). Para
quantificar a area de melanina (Figura 1A), seccdes histologicas de 2um (Leica
RM2265) foram coradas em hematoxilina-eosina. Vinte e cinco campos
histologicos/animal foram fotografados (20x) e analisados no programa Image-Pro Plus
(Media-Cybernetics Inc.) seguindo o protocolo de Santos et al. (2014). Para a
quantificagdo de mastdcitos, sec¢des histologicas foram coradas em azul de toluidina
com boérax e analisadas em microscopio de luz (40x), sendo contabilizados os
mastocitos (Figura 1B) presentes em 10 campos histologicos/animal. Posteriormente os
campos analisados foram fotografados em estereomicroscopio (Leica MZ16) e
analisados no programa Image-Pro Plus para determinar a frequéncia de mastocitos/area

de tecido.
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Amostras de sangue foram coletadas por puncdo cardiaca, apés a dissecacio,
sendo fixadas em metanol a 4°C por 20 minutos. Laminas foram coradas em Giemsa
7.5% e analisadas em microscopio de luz (100x — Leica DM4B), sendo contabilizadas
as anormalidades nucleares (anucleada, binucleada, bud e micronticleo — Figura 2)

presentes em 2000 eritrocitos/animal.

2.3. Analise estatistica

Foi realizado um Modelo Linear Generalizado (comparagdo tempo*grupo) com
distribuicdo binomial (anormalidades nucleares), quasibinomial (frequéncia de
mastocitos) e gaussian (area de melanina). As analises foram realizadas no programa

RStudio (R Core Tean).

3. RESULTADOS & DISCUSSAO
3.1. Melanécitos

O BaP leva ao aumento da area de melanina testicular quando administrado pela
via cutanea (trés dias: 48,4%) e a diminuicdo quando administrado pela via injetavel
(um dia: 15,8%, sete dias: 12,9%) e oral (sete dias: 17,5%) (p < 0,05) (Tabela 1). Esse
resultado demonstra que o efeito do BaP ¢ influenciado pela via de exposicdo (Tabela
1). Diminui¢ao na area de melanina testicular ja foi relatada anteriormente para P.
nattereri € Physalaemus cuvieri apds trés e sete dias, respectivamente, de exposi¢do ao
BaP por via injetavel (De Oliveira et al., 2017). Apesar de ndo observamos aleracdes
significativas, para a via injetdvel no tempo de trés dias, ¢ evidente que esta via leva a
diminui¢do da pigmentacdo testicular (Tabela 1) e este padrdo de resposta se mantem
para diferentes espécies de anuros.

Roberto et al. (1996), utilizando um isétopo radioativo (**C-BoP), observaram
que tecidos contendo melanina podem absorver e reter o BaP, onde ele pode ser

metabolizado em compostos carcinogénicos capazes de reagir com o DNA (Sims et al.,
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1974; Agarwal et al., 1991). O BaP também pode regular o processo de melanogénese e
inibir a sintese de melanina (Joo et al., 2015), o que justifica a diminui¢do observada na
via injetavel e oral. Outra possibilidade ¢ a alteracao da distribui¢do dos granulos de
melanina nos melandcitos. Espécimes de Omncorhynchus mykiss (truta arco-iris),
expostos ao BaP, apresentam uma diminuicdo da area ocupada pelos filamentos de
actina, o que leva a agregacdo dos granulos de melanina ¢ uma diminuicdo da area
pigmentar (Fanali et al., 2021a). Em relacdo a via de administracdo cutinea, nossos
dados evidenciaram aumento da area de melanina testicular, que pode estar relacionado
com as propriedades do proprio pigmento, que atua na neutralizacdo de radicais livres
(Sichel, 1988; Zuasti et al., 1989). Durante a metabolizacdo do BaP sdo gerados radicais
livres (e.g. anion superdxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxil) (Penning, 2004;
Saunders et al., 2006), que podem ter desencadeado uma resposta fisiologica da

célula/pigmento, levando ao aumento da area de melanina.

3.2. Mastdcitos

O BoP nao provocou alteragdes na frequéncia de mastdcitos, assim como nao
houve efeito da via de exposicao (p > 0,05) (Tabela 1). Segundo Redegeld et al. (2018),
a ativagao do receptor de hidrocarboneto aril (AhR) — um receptor nuclear que regula a
expressao de genes para o metabolismo de xenobioticos, incluindo o BaP (Ma and Lu,
2003; Madureira et al., 2004) — induz a produgdo de espécies reativas de oxigénio, o que
pode desencadear processos inflamatdrios. Esses processos ja foram relatados para P.
cuvieri e Leptodactylus fuscus, onde foi observado aumento na frequéncia de mastocitos
no tecido hepatico apds um/sete/treze dias de exposi¢do ao BaP. O fato de ndo
observarmos essa alteracao no testiculo pode ser um indicativo que ndo houve processo

inflamatorio, mensuravel pela frequéncia de mastdcitos.

3.3. Eritrocitos
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Apds exposicdo ao BaP ndo foram observadas alteracdes na frequéncia de
anormalidades nucleares nos eritrocitos de P. nattereri, assim como ndo houve
influéncia da via de exposicao sobre os efeitos do BaP (p > 0,05) (Tabela 2). Girinos de
Xenopus laevis expostos ao BaP apresentam efeitos genotoxicos em eritrocitos apos um
dia de exposicdo, com uma redu¢do dos danos apds dois/quatro/oito/doze dias de
exposicao — o que foi associado a um mecanismo de reparo do DNA (Mouchet et al.,
2005). Nesse trabalho, os autores também observaram que doses elevadas do BaP [1 e
10mg/L] apresentam uma tendéncia de reducdo dos danos no DNA, enquanto a menor
dose [0,125mg/L] foi responsavel por causar genotoxicidade — indicando que doses
elevadas podem induzir o reparo do DNA. O fato de ndo observarmos alteracdes
genotoxicas — mensuraveis pela contagem de anormalidades nucleares — em P. nattereri
pode estar relacionado a esse mecanismo de reparo.

No entanto, Physalaemus cuvieri e Leptodacylus fuscus expostos ao BaP
[2mg/Kg] apresentaram aumento na frequéncia de micronucleo apos sete dias de
exposi¢do. Essa diferenga de resultado pode estar relacionada as caracteristicas da
espécie (Fanali et al., 2018, 2021b), onde P. nattereri pode ter maior tolerancia aos
danos genéticos induzidos pelo BaP. Ou ainda, essa diferenca de resultados pode estar
relacionada aos diferentes protocolos experimentais. Em nosso trabalho, o BaP foi
administrado uma unica vez, enquanto no trabalho de Fanali et al. (2018) o BaP foi
administracao a cada dois dias, o que pode levar ao aumento na concentragdo de BaP

em sete dias e consequentemente um maior nimero de alteracdes genotodxicas.

4. CONCLUSAO
O BoaP provoca alteragdes histoldgicas no testiculo de P. nattereri.
Comparativamente, as vias de exposicdo desencadeiam efeitos distintos, sendo a via

cutanea responsavel por um aumento da area de melanina, enquanto as vias injetavel e



Resultados | 108

oral causam diminui¢do. Apesar do mecanismo, pelo qual o BoP altera a érea
pigmentar, ndo ter sido estabelecido, o resultado desse estudo fornece novas

informagdes para os efeitos do BaP nos anuros e em seus 6rgaos reprodutivos.
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FIGURAS

Figura 1 — Fotomicrografias ilustrando melanocito/melanina (A) e mastécito (B) no
testiculo de Physalaemus nattereri. A: Hematoxilina-Eosina, 10pm. B: Azul de
Toluidina, Spum.

Figura 2 — Fotomicrografias ilustrando as anormalidades nucleares em eritrocitos de
Physalaemus nattereri. (A) eritrocito normal (*) e anucleado (seta); (B) binucleado; (C)
bud, (D) micronucleo. Giemsa, Sum.
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Tabela 1 — Frequéncia de mastécitos e drea de melanina no testiculo. Numeros em
negrito indicam diferenca (p<0.05) entre controle e tratamento dentro do mesmo tempo

e via de exposi¢do. Numeros que compartilham a mesma letra indicam diferenca entre
vias de exposi¢do dentro do mesmo tempo de exposicao.

Time Group  Mast Cells Melanin

CC  027+021  532.1+119.7
CT  043+0.18  748.1+278.7%
IC 0.47+0.19  513.3 £160.7

1 IT 0.45+0.21  432.4 £198.3""
OC  025+0.09 533.6+1843
OT 0.44+£0.17  855.9 +£346.9"
CcC 0.17+0.08  335.1+143.9"
CT  0.52+0.16 497.3 + 191
IC 0.50+0.18  396.9+153.3

¥ IT 0.13+£0.04  281.4+101.6
OC  1.05£0.79 1052.7 +747.4*
OT  0.67+023  487.5+262.6
CC  035+0.14 388.5+130.9"
CT 0.40+0.16  607.9 +226.3¢
IC 0.31+0.22 691 + 2198

b IT 028+0.12  602.2 +468.1°
oC 038+0.12  282.3+112.5°
OoT 0.34+0.13  232.5+108.7°

1d: um dia; 3d: trés dias; 7d:

sete dias; CC/CT: cutanea controle/tratamento; IC/IT:

injetavel controle/tratamento; OC/OT: oral controle/tratamento.



Tabela 2 — Frequéncia de anormalidades nucleares presentes em 2000 eritrocitos por

animal (n=6).

Resultados |[111

Time Group  Anucleate Binucleate Bud Micronucleus
cC 0+0 0£0 0.17+0.17 0+0
CT 033+033 0.17+0.17 0.33+£0.21 0+0
IC 0.67 £0.67 0£0 0.17+0.17  0.17+0.17
1 IT 0£0 0£0 0.17+0.17  0.33+0.33
oC 0+0 0£0 0.17+0.17 0+0
oT  0.17+0.17 0+0 0.67+0.33  0.67+0.33
CcC 0.17+0.17  0.17+0.17 0+0 0+0
CT 0.17+0.17 0£0 0.17+0.21  0.17£0.17
IC 0.33+0.21 0+0 0.17+0.17  0.17+0.17
¥ IT 0.33+0.21 0£0 0+0 0.33+£0.21
oC 0.17+0.17 0+0 0+0 0+0
OT 033+0.33 0+0 0.17+0.17  0.17+0.17
CC 033+0.33 0+0 0+0 0+0
CT 0.33+0.33 0+0 0.33+0.21 0+0
IC 0+0 0+0 0.17-0.17 0+0
b IT 0.67+033 0.17+0.17 0.33+0.21 0.5+0.34
oC 0+0 0+0 0+0 0+0
OT 0.67+0.21 0+0 0+0 0.17-0.17

1d: um dia; 3d: trés dias; 7d: sete dias; CC/CT: cutanea controle/tratamento; IC/IT:

injetavel controle/tratamento; OC/OT: oral controle/tratamento.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

e O BaP provoca alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes, na area
pigmentar e na frequéncia de mastocitos. Esse efeito € influenciado pela via de
exposi¢do do composto, podendo ser observado na area de melanina do figado, onde as
vias naturais (cutanea e oral) causam uma diminuicdo da area, enquanto na injetavel
ocorre um aumento.

e O efeito da via de exposicdo é variavel para cada 6rgdo, sendo observado
quando comparamos os resultados pigmentares da pele e do testiculo. Na pele, assim
como no figado, as vias naturais causam uma diminuicdo da area de melanina, e a via
injetdvel um aumento. No testiculo, as vias orais e injetaveis diminuem a melanina,
enguanto a cutanea provoca um aumento. Isso demonstra que 0 mesmo tipo celular
(melandcito) responde de maneira distinta ao BaP dependendo do 6rgao analisado.

e A alteracdo na area de melanina do figado ndo esta relacionada com a
quantidade total de melanina presente no 6rgdo, o que indica uma mudanca ligada a
dispersdo/agregacdo dos granulos de melanina nos melanomacréfagos. No testiculo, as
mudancas pigmentares, em especial na via oral e injetvel, seguem o mesmo padrdo
para outros trabalhos na literatura, demonstrando uma resposta fixa do 6rgdo frente ao
BaoP.

o As alteragBes sobre os biomarcadores bioquimicos sdo indicativos de estresse
oxidativo ou desbalanco oxidativo induzido pelo BoaP. Entretanto, as alteragdes
significativas foram poucas, 0 que pode estar relacionado com o tempo de resposta
desses biomarcadores, que pode ocorrer em tempos inferiores as 24h — o que implica em

encurtar o tempo de exposicdo para avaliar um efeito imediato inferior a 24h.
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