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“O que prevemos raramente ocorre; o que menos esperamos 

geralmente acontece.” 

Benjamin Disraeli 



 

RESUMO 

Os anuros possuem características que os tornam vulneráveis a contaminantes presentes no 

ambiente aquático e terrestre. Dentre esses, destaca-se o benzo(α)pireno (BαP), um 

hidrocarboneto com propriedades carcinogênicas, que pode ser absorvido por diferentes vias – 

cutânea, oral ou respiratória – o que pode alterar sua distribuição e metabolismo. Para avaliar 

o impacto do BαP são utilizados biomarcadores, que consistem em alterações mensuráveis em 

células/tecidos/órgãos, que fornecem informações sobre a exposição e efeito do composto. 

Dessa forma, o objetivo dessa tese é avaliar o efeito do BαP sobre diferentes biomarcadores 

de anuros e avaliar se a via de administração do composto pode influenciar nesses efeitos. 

Espécimes de Physalaemus nattereri (N = 108) foram coletados e divididos em três grupos 

(via cutânea, injetável e oral) e tempos experimentais (um, três e sete dias). Os espécimes 

receberam uma única administração (volume de 0,02 ml) de óleo mineral puro (controle) ou 

de óleo mineral contendo 2 mg/Kg de BαP (tratamento). Ao término dos experimentos foram 

coletadas amostras de sangue, fígado, pele e testículos para análise dos biomarcadores 

morfológicos (anormalidades nucleares, pigmentação e mastócitos) e bioquímicos (catalase, 

superóxido dismutase, glutationa S-transferase e peroxidação de lipídios). O BαP alterou a 

área dos pigmentos melanina (fígado, pele e testículo), hemosiderina e lipofuscina (fígado), a 

frequência de mastócitos (fígado e pele) e a atividade das enzimas superóxido dismutase e 

glutationa S-transferase (fígado). Essas alterações foram influenciadas pela via de 

administração, sendo que o efeito da via foi distinto para cada órgão. 

 

Palavras-chave: Células pigmentares. Eritrócitos. Estresse oxidativo. Mastócitos. Vias de 

exposição. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 

Anurans have characteristics that make them vulnerable to contaminants present in the aquatic 

and terrestrial environment. Among these, benzo(α)pyrene (BαP) 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 BαP 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 BαP 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 BαP (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. BαP 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. INTRODUÇÃO  

1.1. INDICADORES AMBIENTAIS 

 A classe Amphibia (GRAY, 1825) representa o primeiro grupo de vertebrados a 

explorar com sucesso o ambiente terrestre, enquanto mantinha dependência do ambiente 

aquático ou de microhábitats úmidos para a reprodução (VITT; CALDWELL, 2014). 

Atualmente essa classe é constituída por três ordens (8419 sp.): Anura (sapos, rãs e 

pererecas – 7434 sp.), Caudata (salamandras e tritões – 771 sp.) e Gymnophiona 

(cecílias – 214 sp.) (FROST, 2021). 

 Dentre os vertebrados, os anfíbios são os que apresentam um maior número de 

espécies ameaçadas (IUCN, 2021), sendo seu declínio populacional relacionado à: 

doenças emergentes, introdução de espécies invasoras, mudanças climáticas, 

degradação e poluição ambiental (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002; COLLINS; 

STORFER, 2003; VERDADE et al., 2010). Os anfíbios são particularmente sensíveis a 

alterações físico-químicas no meio ambiente (VERDADE et al., 2010), devido a 

características como: ciclo de vida bifásico, ausência de cascas nos ovos, 

permeabilidade cutânea e baixa dispersão (BLAUSTEIN; WAKE, 1995; BLAUSTEIN; 

BANCROFT, 2007; VERDADE et al., 2010). Essas características e a sensibilidade a 

alterações ambientais conferem aos anfíbios o status de indicadores ambientais, 

podendo ser utilizados como bioindicadores [fornecem informações qualitativas sobre a 

qualidade do meio ambiente, por meio de sua presença/ausência, comportamento ou 

fisiologia] e biomonitores [fornecem informações quantitativas sobre o nível de 

contaminação ambiental, mediante o uso de biomarcadores] (BRODEUR; VERA-

CANDIOTI, 2017). 

1.2. BIOMARCADORES 

 Biomarcadores são definidos como uma resposta biológica – restrita a alterações 

celulares, bioquímicas, moleculares ou fisiológicas – mensurável em células, fluídos 

corpóreos, tecidos ou órgãos de um organismo, indicando exposição ou efeito de um 

xenobiótico (PEAKALL, 1994; PEAKALL; WALKER, 1994; LAM; GRAY, 2003). Os 

biomarcadores apresentam diferentes tempos de resposta, sendo que as alterações 

bioquímicas-moleculares ocorrem antes das fisiológicas e histológicas (NASCIMENTO 

et al., 2006). Diferentes tipos de biomarcadores têm sido utilizados para avaliar a 

influência de agentes biológicos (ex: lipopolissacarídeo de Escherichia coli), físicos (ex: 
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radiação ultravioleta e hipo/hipertermia) e químicos (ex: agroquímicos, desreguladores 

endócrinos, hidrocarbonetos e metais), dentre eles: anormalidades nucleares em 

eritrócitos, células de resposta inflamatória (mastócitos), células pigmentares e o 

sistema de defesa antioxidante (SANTOS et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; 

FRANCO-BELUSSI et al., 2016; PÉREZ-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 eritrócitos 

 Os eritrócitos correspondem a um dos três elementos celulares que compõem o 

sangue dos vertebrados, juntamente com leucócitos e trombócitos (RATCLIFFE; 

MILLAR, 1988; DUELLMAN; TRUEB, 1994; CLAVER; QUAGLIA, 2009). Anuros, 

assim como peixes, répteis e aves, possuem eritrócitos nucleados (CLAVER; 

QUAGLIA, 2009), que permitem caracterizar modificações celulares em resposta a 

diferentes condições, a partir de alterações em seus núcleos, como as anormalidades 

nucleares (e.g. micronúcleo, bud, células anucleadas e binucleadas) (Figura 1). 

 O micronúcleo é uma anormalidade nuclear originada a partir da fragmentação 

de parte ou de todo um cromossomo durante a divisão celular (FENECH, 2000). Esse 

fragmento é envolto por uma membrana nuclear e apresenta morfologia similar ao 

núcleo, exceto por apresentar um menor tamanho (FENECH et al., 2011). O bud 

apresenta a mesma morfologia do micronúcleo, porém encontra-se conectado ao núcleo 

por uma haste de material nucleoplasmático (FENECH, 2007). As células anucleadas e 

binucleadas são caracterizadas pela presença, respectivamente, de nenhum e dois 

núcleos (FENECH, 2007; SANTOS et al., 2021). O micronúcleo, bud e células 

binucleadas são indicativas de efeitos genotóxicos (ÇAVAŞ; ERGENE-GÖZÜKARA, 

2003, 2005; FENECH, 2007; PALANIKUMAR et al., 2011), enquanto as células 

anucleadas podem representar uma adaptação, para aumentar a eficiência no transporte 

de oxigênio, a ambientes poluídos (BARNI et al., 2007). 
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Figura 1 – Fotomicrografias ilustrando as anormalidades nucleares (setas) em eritrócitos. A: anucleada, 

B: binucleada, C: bud, D: micronúcleo. Coloração: Giemsa. Escala: 5 µm. Fonte: o autor. 

1.2.2. Células inflamatórias (mastócitos) 

 O mastócito (Figura 2) compõem o sistema imunológico (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 os órgãos e tecidos vascularizados (BACCARI et al., 2011). Esse 

tipo celular é originado a partir de células hematopoiéticas (YONG, 1997) e atuam em 

respostas inflamatórias contra patógenos (GALLI; WERSHIL, 1996), bem como as 

induzidas por compostos químicos (FANALI et al., 2018). 
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Figura 2 – Fotomicrografias ilustrando os mastócitos (setas) presentes no fígado (A), pele (B) e testículo 

(C). Coloração: azul de toluidina com bórax. Escala: 5 µm. Fonte: o autor. 
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1.2.3. Células pigmentares 

 Células pigmentares podem ser definidas como uma célula capaz de 

sintetizar/montar um pigmento, sendo ele armazenado em organelas – ligadas à 

membrana – que lhes confere cor (SCHARTL et al., 2016). Em anuros, duas linhagens 

celulares são utilizadas como biomarcadores: melanócitos e melanomacrófagos (DE 

OLIVEIRA et al., 2017), ambas responsáveis por sintetizar melanina (PURRELLO et 

al., 2001; SCHARTL et al., 2016) (Figura 3). 

 Os melanócitos são derivados de precursores – melanoblastos – da crista neural 

ectodérmica (SICHEL et al., 1997; COLOMBO et al., 2011; SCHARTL et al., 2016), 

sendo encontrados em diferentes órgãos e tecidos, como: coração, gônadas, intestino, 

meninges, pele, peritônio, pulmões e rins (BAGNARA; MATSUMOTO, 2006; 

MORESCO; OLIVEIRA, 2009; FRANCO-BELUSSI et al., 2011). Os 

melanomacrófagos, por sua vez, são derivados de células-tronco hematopoiéticas 

(SICHEL et al., 1997) e são encontrados em órgãos hematopoiéticos como o baço e o 

fígado (GALLONE et al., 2002; GUTIERRE et al., 2018). Além da melanina, os 

melanomacrófagos também armazenam pigmentos resultantes do catabolismo celular, 

sendo eles a hemosiderina (derivada da quebra de hemoglobina) e a lipofuscina (produto 

da degradação de componentes celulares) (AGIUS; AGBEDE, 1984; KRANZ, 1989; 

AGIUS; ROBERTS, 2003) (Figura 4). Ambas as células possuem função relacionada 

com a melanina, que fornece proteção contra a radiação ultravioleta e patógenos 

externos, além de absorver e neutralizar radicais livres e substâncias tóxicas (WOLKE 

et al., 1985; SICHEL, 1988; ZUASTI et al., 1989; FRANCO-BELUSSI et al., 2018). Os 

melanomacrófagos apresentam ainda atividade fagocítica e atuam na detoxificação de 

xenobióticos (AGIUS; AGBEDE, 1984; FENOGLIO et al., 2005; PÉREZ-IGLESIAS et 

al., 2016; GUTIERRE et al., 2017). 
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Figura 3 – Fotomicrografias ilustrando a melanina (setas) presente nos melanomacrófagos do fígado (A) 

e nos melanócitos da pele (B) e testículo (C). Coloração: hematoxilina-eosina. Escala 10 µm. Fonte: o 

autor. 
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Figura 4 – Fotomicrografias ilustrando a hemosiderina (A) e lipofuscina (B) (setas) presentes nos 

melanomacrófagos do fígado. Coloração: solução ácida de ferrocianeto de potássio (A), solução de 

Schmorl (B). Escala 10 µm. Fonte: o autor. 

1.2.4. Sistema de defesa antioxidante 

 O sistema de defesa antioxidante consiste em moléculas antioxidantes 

responsáveis por minimizar os danos causados por espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(SCANDALIOS, 2005; VASCONCELOS et al., 2007). As EROs são geradas 

naturalmente durante o metabolismo celular (VALKO et al., 2004) e são importantes na 

regulação de processos fisiológicos e na sinalização celular (SCANDALIOS, 2005; 

VASCONCELOS et al., 2007). No entanto, fatores externos (ex: radiação ultravioleta e 

xenobióticos) podem acelerar a produção 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 consequências para moléculas (ex: DNA, lipídios e proteínas) 
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– no caso dos lipídios causando peroxidação (LPO) – e para a célula (SCANDALIOS, 

2005; BARREIROS et al., 2006). 

 Para proteger o organismo dos danos oxidativos, componentes enzimáticos e não 

enzimáticos do sistema antioxidante convertem as EROs em espécies menos 

reativas/nocivas (SCANDALIOS, 2005). Dentre os componentes enzimáticos há o 

destaque para a: superóxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutação do ânion 

superóxido (O2
●-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio (O2); catalase (CAT), 

que decompõem o peróxido de hidrogênio em água (H2O) e oxigênio; e glutationa S-

transferase (GST) que catalisa reações de conjugação da glutationa (GSH) (STOREY, 

1996; OLSEN et al., 2001; VAN DER OOST et al., 2003; SCANDALIOS, 2005; 

VASCONCELOS et al., 2007). 

1.3. HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS 

Os Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) são uma classe de 

compostos químicos, caracterizados pela presença de dois ou mais anéis aromáticos 

condensados (NETTO et al., 2000), arranjados de maneira linear, angular ou em cluster 

(LI; CHEN, 2002). São formados durante a queima incompleta de matéria orgânica 

(ATSDR, 1995; IPCS, 1998), sendo originados naturalmente (exemplo: emissões 

vulcânicas e incêndios florestais) ou decorrente da atividade antrópica (exemplo: 

exaustão de carros e caminhões, incineração de lixo, queima de combustíveis fósseis e 

produção de alumínio, ferro e aço) (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, 

água 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 informações disponíveis e por serem, possivelmente, 

mais danosos do que outros, sendo eles: acenafteno, acenaftileno, antraceno, 

benzo(a)antraceno, benzo(α)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(α)pireno (BαP) é o mais 

conhecido e estudado (CARUSO; ALABURDA, 2008), sendo o composto modelo para 

estudar a carcinogênese dos HPAs (BRINKMANN et al., 2013) e o único classificado 
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como agente de grupo 1 – carcinogênico para humanos – pela International Agency for 

Research on Cancer (IARC, 2013). 

1.3.1. Benzo(α)pireno 

 O BαP (C20H12) é um HPA de alta massa molecular (253.3g/mol), constituído 

por cinco anéis aromáticos (IPCS, 1998; JUHASZ; NAIBU, 2000). Pode ser encontrado 

em ecossistemas aquáticos (dissolvido em água ou aderido a matéria orgânica) (NASR 

et al., 2010) e terrestres (ar, solo, plantas) (WILCKE et al., 2003; GUPTA et al., 2011), 

onde sua concentração 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 prevenção (“[...] concentração de valor limite de 

determinada substância no solo, tal que ele seja capaz de sustentar as suas funções 

principais [...]” - CONAMA n°420/2009) do BαP para solos e águas subterrâneas é de 

0.1 (mg/Kg de peso seco), sendo os valores de investigação (“[...] concentração de 

determinada substância no solo ou na água subterrânea acima da qual existem riscos 

potenciais, diretos ou indiretos, à saúde humana, considerando um cenário de 

exposição padronizada” - CONAMA n°420/2009) de 0,2 (agrícola), 0,8 (residencial) e 

2,7 (industrial) (CETESB n°256/2016). 

1.3.2. Toxicidade do benzo(α)pireno 

 O BαP, assim como todos os HPAs, é lipossolúvel e pode ser absorvido 

naturalmente por via cutânea, oral ou respiratória (NETTO et al., 2000). O BαP por si só 

não é tóxico (BRINKMANN et al., 2013), mas ao ser metabolizado são gerados 

elementos secundários que causam carcinogênese e toxicidade (GELBOIN, 1980). O 

metabolismo do BαP (Figura 5) é um processo complexo (VERMA et al., 2012) e 

ocorre obrigatoriamente dentro da célula. Podemos dividir o metabolismo do BαP em 

duas etapas: I – Indução: onde o BαP induz sua própria biotransformação, pela ativação 

do receptor aril-hidrocarboneto (AhR) (MADUREIRA et al., 2014), que se encontra no 

citoplasma, em um complexo com proteínas de choque térmico (HSP90) (MILLER; 

RAMOS, 2001). A ligação do BαP com o AhR induz sua translocação para o núcleo, 

onde interage com o Translocador Nuclear Aril-Hidrocarboneto (ARNT) (SHIMIZU et 

al., 2000; MILLER; RAMOS, 2001; MADUREIRA et al., 2014). O complexo BαP-

AhR-ARNT se liga a elementos de resposta a xenobióticos (XRE) no DNA (MA; LU, 

2003; TSUJI et al., 2011), ativando genes específicos para enzimas de metabolização 
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(MADUREIRA et al., 2014). II – Ativação metabólica: onde ocorre a participação de 

uma ampla variedade de enzimas, como: citocromo P450, epóxido hidrolase, glutationa 

S-epóxido transferase, UDP-glucuronil transferase e sulfonotransferase (GELBOIN, 

1980). Esse metabolismo gera uma grande variedade de compostos secundários (Figura 

6), como: fenóis, epóxidos, diols, quinonas e hidroquinonas (GELBOIN, 1980; 

MILLER; RAMOS, 2001); incluindo o BαP 7,8-diol-9,10-epóxido (BPDE), um 

composto responsável por reagir com o DNA (SIMS et al., 1974). Além disso, também 

são geradas EROs (SAUNDERS et al., 2006) (Figura 6), como: ânion superóxido, 

radical hidroxil (OH●) e peróxido de hidrogênio (PENNING, 2004), o que contribui 

com o potencial carcinogênico do BαP e dos HPAs (PENNING et al. 1996). 

 

 

Figura 5 – Esquema da indução do metabolismo do benzo(α)pireno (BαP). AhR: receptor aril-

hidrocarboneto. ARNT: translocador nuclear aril-hidrocarboneto. HSP90: proteínas de choque térmico. 
XRE: elementos de resposta a xenobióticos. 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(α)pireno (BαP). 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(α)pireno em anuros 

 Desde a década de 80, anuros são utilizados como modelo experimental para 

avaliar os efeitos do BαP (Tabela 1), que incluem: alterações bioquímicas (COLOMBO 

et al., 1996, 2003), genéticas (HÖHN-BENTZ et al., 1983; MOUCHET et al., 2005), 

metabólicas (REGNAULT et al., 2014; 2016) e morfológicas (DE OLIVEIRA et al., 

2017; FANALI et al., 2017, 2018). Além dessas alterações, o BαP já foi identificado em 

anuros nativos (VOJINOVIC-MILORADOV et al., 1996) e seus efeitos adversos 

podem ser transmitidos entre gerações (USAL et al., 2019, 2021). O detalhamento dos 

efeitos do BαP nos anuros, bem como em outros anfíbios, será abordado no capítulo 1. 
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Via Tempo Dose Efeito Referência

Xenopus laevis Adulto Injetável 60-90 min 125µg/g Danos no DNA. Höhn-Bentz et al., 1983

Xenopus laevis Girino Aquosa 12 dias
0.03, 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 

1.0, 2.0 e 4.0ppm
Aumento de micronúcleo em eritrócitos. Van Hummelen et al., 1989

Xenopus laevis Girino Aquosa
0, 2, 4, 8, 12, 14 e 16 

dias
31, 62, 124, 248 e 496nM

Danos no DNA, alteração no estágio de desenvolvimento e tempo 

de metamorfose, aumento de micronúcleo em eritrócitos, 

diminuição de peso.

Sadinski et al., 1995

Embrião Aquosa 8 dias 10 e 100µg/L

Adulto Injetável 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 − − −

Rana ridibunda Adulto − − −

Xenopus laevis Adulto Injetável 72, 120 e 168h 100mg/Kg Indução da CYP1A Colombo et al., 2003

Xenopus laevis Girino Aquosa 1, 2, 4, 8 e 12 dias 0.125, 1.0, 10mg/L Genotoxicidade. Mouchet et al., 2004

Xenopus laevis Embrião Aquosa 96h 1.32x10
-5

 - 13.2µM Inibição de cescimento. Saka, 2004

Xenopus laevis Girino Aquosa 1, 6 e 9 dias
8.36, 14.64, 89.06 e 

309.47µg/L
Aumento da expressão de hsp 70 e IL -1β (imunotoxicidade). Martini et al., 2012

Pelophylax kl. esculentus Adulto Aquosa 1, 2, 4, 6 e 8 dias 10µg/L Aumento de atividade enzimática. Reynaud et al., 2012

Xenopus tropicalis Adulto Aquosa 6, 12, 18, 24h 10µg/L
Alterações no metabolismo hepático, apoptose de hepatócitos, 

diminuição da melanina hepática.
Regnault et al., 2014

Xenopus tropicalis Adulto Aquosa 12, 18, 24h 10µg/L
Alterações no metabolismo hepático, desorganização do tecido 

hepático.
Regnault et al., 2016

Hypsiboas albopunctatus Adulto Injetável 72 e 168h 7mg/Kg Alteração da melanina hepática.

Leptodactylus fuscus Adulto Injetável 7 e 13 dias 2mg/Kg Alteração da melanina hepática.

Physalaemus cuvieri Adulto Injetável 7 e 13 dias 2mg/Kg Diminuição da melanina hepática e testicular.

Physalaemus nattereri Adulto Injetável 3 dias 3mg/Kg Diminuição da melanina hepática e testicular.

Hypsiboas albopunctatus Adulto Injetável 72 e 168h 3 e 7mg/Kg Alteração da melanina hepática e da altura do epitélio intestinal. Fanali et al., 2017

Leptodactylus fuscus Adulto Injetável 1, 7 e 13 dias 2mg/Kg
Aumento de mastócitos, diminuição da melanina hepática, 

genotoxicidade.
Fanali et al., 2018

Xenopus tropicalis Girino Aquosa 12 meses 50ng/L
Alterações no metabolismo hepático, atraso no tempo de 

metamorfose, desorganização do tecido hepático.
Regnault et al., 2018

Leptodactylus fuscus Adulto Injetável 2 e 7 dias 2mg/Kg
Alteração da melanina hepática, diminuição do índice de 

fagocitose e de anormalidades em eritrócitos.
Fanali et al., 2021

Xenopus tropicalis Girino Aquosa − 50ng/L
Alterações no metabolismo hepático, atraso no tempo de 

metamorfose, defeitos reprodutivos.
Usal et al., 2021

De Oliveira et al., 2017

Espécie

Indução da CYP1A Colombo et al., 1996Xenopus laevis

Identificação de BαP em anuros nativos Vojinovic-Miloradov et al., 1996

Tabela 1 – Estudos do benzo(α)pireno em anuros. 

Fonte: o autor. 
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1.4. JUSTIFICATIVA 

 O BαP esta presente em diferentes ecossistemas (WILCKE et al., 2003; NASR 

et al., 2010; GUPTA et al., 2011), incluindo ambientes em que os anuros residem 

(MARQUIS et al., 2009), podendo ser absorvido por diferentes vias, como: 

alimentação, respiração e/ou absorção cutânea (NETTO et al., 2000). Estudos com 

mamíferos e peixes demonstraram que diferentes vias de exposição alteram a 

quantidade de BαP no organismo, seu tempo de meia-vida em órgãos específicos e a 

taxa de excreção/eliminação de seus metabólitos (LEMAIRE et al., 1990, 1992; 

MOREAU; BOUCHARD, 2015). A partir dessas informações, torna-se pertinente 

avaliar se diferentes vias levam a mudanças no efeito do BαP, que pode incluir 

diferentes respostas biológicas (aumento ou diminuição) ou potencialização/atenuação 

de um mesmo efeito. Propomos a utilização de três vias de exposição (Figura 7), sendo 

duas vias que simulam uma exposição natural, via cutânea e oral, e uma via artificial, 

injetável subcutânea, que é amplamente utilizada em trabalhos experimentais. 

 Após ser absorvido, o BαP é metabolizado, o que gera compostos secundários 

com propriedades carcinogênicas (GELBOIN, 1980) e espécies reativas de oxigênio 

(SAUNDERS et al., 2006) que podem provocar danos a macromoléculas celulares 

(SCANDALIOS, 2005; BARREIROS et al., 2006). Dessa forma, propomos avaliar um 

conjunto de enzimas relacionadas à defesa antioxidante (CAT, SOD e GST - fígado), 

assim como análises bioquímicas que podem indicar danos oxidativos (LPO - fígado). 

Também iremos avaliar danos genotóxicos por meio da quantificação de anormalidades 

nucleares em eritrócitos (sangue). Uma das propriedades da melanina é sua afinidade 

por compostos químicos (LINDQUIST et al., 1987, 1988; LARSSON, 1993), sendo que 

tecidos contendo melanina apresentam retenção de BαP (ROBERTO et al., 1996), que 

pode inibir a síntese (JOO et al., 2015) ou alterar a distribuição (FANALI et al., 2021a) 

do pigmento na célula. Dessa forma, propomos quantificar a área de melanina e a 

melanina total em diferentes órgãos (fígado, pele e testículo), assim como alterações na 

coloração dorsal dos espécimes. O BαP modifica a expressão de diferentes genes, 

alterando processos metabólicos e imunológicos (MARTINI et al., 2012; REGNAULT 

et al., 2014, 2016, 2018). Para avaliar esses efeitos, iremos quantificar pigmentos 

originados durante o catabolismo (hemosiderina e lipofuscina - fígado), bem como 

iremos analisar a frequência de células imunológicas que atuam em processos 

inflamatórios (mastócitos - fígado, pele e testículo). Todas essas análises possibilitam 
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avaliar os diferentes efeitos do BαP, especialmente no fígado e na pele, que são 

órgãos/tecidos diretamente relacionados com as vias de administração do composto. 

 

Figura 7 – Physalaemus nattereri (A) ilustrando as diferentes vias de administração do benzo(α)pireno utilizadas 
nesse projeto: cutânea (B), injetável subcutânea (C) e oral (D). Fonte: o autor. 

2. OBJETIVO 

 O objetivo dessa tese é avaliar o efeito do BαP sobre os biomarcadores 

morfológicos e bioquímicos de Physalaemus nattereri (organismo teste – Figura 7A) e 

se esse efeito é influenciado pela via de administração do composto. Serão utilizadas 

duas vias que simulam um cenário real de contaminação (cutânea e oral) e uma via de 

exposição injetável, que assegura a entrada de todo o composto no organismo. Também 

serão utilizados três tempos de exposição (um, três e sete dias), uma vez que os 

biomarcadores morfológicos e bioquímicos apresentam diferentes tempos de resposta, 

além de possibilitar avaliar a influência do tempo sobre os biomarcadores. 
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3. RESULTADOS 
 Os resultados dessa tese serão apresentados em capítulos, escritos na forma de artigos 

científicos. O capítulo 1, “In vitro e in vivo – uma revisão dos efeitos do benzo(α)pireno nos 

anfíbio” é destinado a uma revisão bibliográfica dos efeitos do BαP nos anfíbios. O capítulo 

2, “Response of hepatic biomarkers in Physalaemus nattereri (Anura) to different 

benzo(α)pyrene exposure routes”, trata sobre os efeitos do BαP sobre os biomarcadores 

morfológicos e bioquímicos presentes no fígado. O artigo foi publicado na revista 

Ecotoxicology como “original research article”, dessa forma o capítulo será apresentado 

como uma cópia da versão publicada online, com adição do material suplementar após as 

referências. O capítulo 3, “Effects of benzo(α)pyrene on Physalaemus nattereri (Anura: 

Leptodactylidae) skin”,  trata sobre os biomarcadores morfológicos presentes na pele. O 

artigo foi escrito nas normas da revista Zoology, dessa forma o capítulo será uma cópia da 

versão submetida. O capítulo 4, “Respostas dos eritrócitos, melanócitos e mastócitos de 

Physalaemus nattereri (Anura) ao benzo(α)pireno”, trata sobre as análises morfológicas 

realizadas no sangue e nos testículos. O artigo foi escrito nas normas da revista Zoology.  
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CAPÍTULO 1 
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RESUMO 

 Nessa revisão, abordamos os estudos em anfíbios (in vitro e in vivo) relacionados ao 

benzo(α)pireno (BαP), um contaminante ambiental da classe do Hidrocarbonetos Policíclicos 

Aromáticos. Esse composto é encontrado em habitats naturais desses organismos, podendo 

ser absorvido por meio da alimentação, respiração ou pela pele. A absorção e metabolização 

do BαP é rápida e gera metabólitos secundários como: diols, fenóis e quinonas. Após esses 

processos, alterações anatômicas, fisiológicas e ultraestruturais passam a ocorrer. Seguindo 

um caminho de efeitos progressivos, as primeiras manifestações são no material genético, o 

DNA (e.g. adutos, quebras e mutações), que alteram a expressão de genes relacionados ao 

metabolismo e estruturas celulares. Posteriormente, quadros histopatológicos passam a ser 

observados, como: alterações pigmentares, desorganização tecidual e infiltração leucocitária, 

e que se persistentes passam o causar patologias, malformações e tumores. Esses efeitos 

podendo causar danos permanentes que são transmitidos para gerações posteriores. 

Palavras-chave: Anura, Benzo(α)pireno, Bioquímica, Caudata, Fisiologia, Morfologia.  
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1. INTRODUÇÃO 

 Os Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) representam uma classe de 

compostos químicos amplamente estudados em vertebrados, invertebrados, microrganismos e 

plantas (Bukowska et al., 2022; Olker et al., 2022). Dentre os HPAs, o benzo(α)pireno (BαP) 

é o mais conhecido e estudado (Caruso & Alaburda, 2008), sendo o único da classe 

classificado como carcinogênico para humanos (IARC, 2013). Os aspectos gerais do BαP, 

como propriedades físico-químicas, concentração ambiental, metabolização e efeitos adversos 

são bem descritos na literatura, sobretudo em revisões (Juhasz & Naibu, 2000; Verma et al., 

2012; Williams et al., 2015; Bukowska et al., 2022). No entanto, não há revisão sobre os 

efeitos desse contaminante nos anfíbios. 

 Anfíbios representam excelentes modelos de estudo na toxicologia, além de serem 

indicadores da qualidade do meio ambiente (Mann & Bidwell, 1999; Burlibaşa & Gavrilă, 

2011; Brodeur & Candioti, 2017), sendo que os efeitos nesse grupo podem ser extrapolados 

para outros organismos, como mamíferos – com destaque para os estudos direcionados ao 

desenvolvimento embrionário e teratogênese (Bantle et al., 1995). Os anfíbios estão 

naturalmente expostos ao BαP. Marquis et al. (2009) analisaram sedimentos em habitats de 

anuros, sendo observadas concentrações na ordem de mg/Kg de sedimento, e mesmo em 

populações relativamente distantes (7.5 Km) ainda eram observadas concentrações relevantes 

de BαP (0.032 mg/Kg)1. Vojinovic-Miloradov et al. (1996) e Wallace et al. (2020) reportaram 

a presença de BαP em tecidos de espécies nativas em concentrações variáveis de ng/g até µg/g 

de tecido. A partir disso, torna-se importante compreender os efeitos do BαP sobre os 

anfíbios. 

 O objetivo desse trabalho é realizar uma revisão dos estudos envolvendo a exposição 

de anfíbios ao BαP. Assim, apresentaremos alguns dos aspectos metodológicos utilizados 

(e.g. espécie modelo, dose, tempo e via de exposição), para demonstrar a variedade dos 

estudos; e na sequência apresentaremos os efeitos do composto, a partir de um agrupamento 

lógico, para que possamos demonstrar uma sequência de eventos que se iniciam a partir da 

absorção e metabolização do composto. 

2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRÁFICO 

 Para o levantamento de trabalhos relacionados aos efeitos do BαP em anfíbios 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 
 

1 Colocamos como concentração relevante, pois, apesar de estar de acordo com níveis de segurança estabelecido 
por órgãos nacionais (Conama, 2009) e estaduais (Cetesb, 2016), veremos adiante o uso de concentrações 
inferiores que são 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 Periódiocos CAPES, com uma combinação de palavras-chave, 

sendo as principais: “benzo(a)pyrene” (variações: “benzo[a]pyrene”, “benzpyrene”), 

“amphibia”, “anura”, “caudata”, “frog”, “newt” e “toad”. Foram priorizados os trabalhos que 

abordam os efeitos individuais do BαP, bem como os artigos/capítulos publicados na lingua 

inglesa, sendo desconsideradas dissertações, teses ou artigos/capítulos publicados em outro 

idioma (e.g. alemão, francês, italiano). Nosso levantamento bibliográfico também incluiu o 

rastreamento de referências dos artigos pesquisados, sendo que alguns artigos (especialmente 

prévios a 1970) não foram encontrados online. Com a finalidade de uma revisão completa, 

não houve restrição da data de publicação. 

3. ASPECTOS METODOLÓGICOS 

 Os aspectos metodológicos utilizados nos diferentes estudos envolvendo anfíbios 

expostos ao BαP foram agrupados em diferentes tabelas, que abordam: a espécie utilizada 

(Tabela 1), dose (Tabela 2) e diluição (Tabela 3) do composto, tempo (Tabela 4) e via de 

exposição (Tabela 5).   

4. ABSORÇÃO E METABOLISMO 

 O BαP é um carcinógeno, que necessita de ativação metabólica para poder 

desempenhar seus efeitos adversos (Sims et al., 1974; Brinkmann et al., 2013). Naturalmente 

ele pode ser absorvido por via cutânea, oral e respiratória (Netto et al., 2000). Em anfíbios, 

são empregadas diferentes técnicas para avaliar a absorção e o metabolismo do BαP, como: 

cintilação líquida, cromatografia líquida de alta eficiência, fluorescência e marcação de 

isótopo radioativo (e.g. [3H]-BαP, [14C]-BαP) (Colombo et al., 1996; Marquis et al., 2009; 

Reynaud et al., 2012; Regnault et al., 2014); sendo que a diminuição de BαP em fase orgânica 

(não metabolizado) é um indicador de absorção, enquanto o aumento de BαP em fase aquosa 

(metabolizado) e/ou ligado a proteínas são indicadores de metabolização. 

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 BαP em um período de 24h, e mesmo após um período de depuração 

(solução sem o contaminante) de 24-48h ainda é observado um aumento da  fase aquosa e 

ligada a proteínas (Colombo et al., 1996; Camatini et al., 1999), demonstrando que o 
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composto continua a ser metabolizado mesmo após o término da exposição. Grinfeld et al. 

(1986) observaram que a taxa de absorção nas primeiras horas (1-12h) não é influenciada pela 

dose do composto, no entanto entre 12-24h a dose passa a influenciar, sendo que para a menor 

concentração (0.075x10-3 ppm) há um aumento de absorção, enquanto para as maiores 

concentrações (0.15 - 0.3x10-3 ppm) a taxa de absorção diminui. Em P. waltl é observada uma 

liberação progressiva de metabólitos hidrossolúveis (e.g. diols, fenóis e quinonas), sendo que 

50% da dose inicial (100 µg/g [3H]-BαP) foi excretada após nove dias de exposição, com um 

máximo de liberação de metabólitos após 48h de exposição (Marty et al., 1989). Marty et al. 

(1995) obtiveram resultados similares, com 50% da dose inicial coletada após 10 dias da 

injeção intraperitoneal. Os autores ainda relataram uma diminuição da excreção de BαP, 

sendo que 2/3 da dose inicial foi recuperada após três meses da exposição. Em R. temporaria 

a taxa de absorção também é rápida, sendo que apenas 30% da concentração inicial 

permanece em fase orgânica após três dias da exposição (Marquis et al., 2009), enquanto que 

espécimes de P. esculentus absorvem todo o composto após seis dias (Reynaud et al., 2012). 

Regnault et al. (2014, 2016) calcularam a taxa de absorção em X. tropicalis, sendo que em um 

período inicial de exposição (0-6h) a taxa é de 0.88 ± 1.44 µg/h, com posterior redução (6-

12h) para 0.6 µg/h (0.77 ± 0.02 µg/h – Regnault et al., 2016). Da metade ao fim do 

experimento (12-24h) não houve alterações na quantidade do composto, restando 1.6 µg/L de 

BαP, 16% da concentração inicial (0.5 µg/L, 5% da inicial – Regnault et al., 2016). 

Concomitante à absorção houve um aumento da concentração de metabólitos na vesícula 

biliar, sendo seu auge no período de 18-24h com taxa de 65 ng de BαP metabolizado por hora 

(Regnault et al., 2014). Reynaud et al. (2012) observaram que a distribuição do BαP pelo 

organismo é heterogênea, sendo que o órgão que exibiu os maiores valores de 

bioconcentração foi a vesícula biliar, seguido pelo intestino e pelos rins. Os demais órgãos 

(e.g. ovários, ovidutos e corpos adiposos) tiveram uma taxa similar e sete vezes inferior ao 

dos rins. Marty et al. (1998) também observaram metabólitos no fígado e na vesícula biliar de 

P. waltl, demonstrando que o fígado é o principal órgão relacionado a metabolização do BαP. 

 Fatores bióticos e abióticos alteram a metabolização do BαP. Marty et al. (1989) 

realizaram diferentes cenários de exposição para P. waltl, adicionando e/ou removendo luz e 

Daphnia. Essas diferentes condições causam uma mudança nos metabólitos hidrossolúveis 

identificados no meio aquoso. Na presença de luz e de Daphnia há maior quantidade de 

quinonas, na ausência de ambos há prevalência de diols e fenóis, enquanto apenas na presença 

de luz os três metabólitos (diols, fenóis e quinonas) apresentaram níveis similares. Esse 
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resultado indica influência da luz na parte da fotodegradação do composto em meio aquoso, 

além de uma possível participação de Daphnia na metabolização do composto. 

4.2. In vitro 

 Waddington & Goodhart (1949) avaliaram a distribuição do BαP em células 

embrionárias de T. alpestris, sendo que a coloração fluorescente do composto ocorre próximo 

ao núcleo e nas estruturas constituídas por lipídios (e.g. lipossomos). Diamond & Clark 

(1970) demonstraram que células embrionárias de B. americanus e R. pipiens tem capacidade 

de metabolizar o BαP em derivados hidrossolúveis; enquanto Clark & Diamond (1971) 

relataram que a degradação do composto é influenciada pela temperatura de incubação, sendo 

valores crescentes entre 4°C (0.17 µg BαP degradado/107 células/6 horas), 10-15°C (0.37 µg) 

e 30°C (1.16 µg), com redução em 40°C (0.82 µg) e o máximo de eficiência de metabolização 

entre 30-35°C. Comparado com linhagens celulares de homeotérmicos (e.g. mamíferos e 

aves) e poiquilotérmicos (e.g. peixes e répteis), os valores de degradação 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 embrionárias de B. 

americanus, que foram eficientes na metabolização do BαP, houve um efeito citotóxico, 

avaliado pela inibição da multiplicação celular. O metabolismo do BαP também foi avaliado 

no retículo endoplasmático de A. tigrinum (Busbee et al., 1978; Anderson et al., 1982) e R. 

pipiens (Cheh et al., 1980), por meio do uso dos microssomos hepáticos. O microssomo é 

responsável pelo metabolismo de xenobióticos, diminuindo sua toxicidade e convertendo para 

compostos de fácil excreção (hidrossolúveis) (Walton, 1977). Busbee et al. (1978) 

identificaram oito metabólitos, sendo eles diols, fenóis e quinonas. Cheh et al. (1980) e 

Anderson et al. (1982) avaliaram a capacidade dos microssomos em gerar metabólitos 

mutagênicos para Salmonella typhimurium (teste de Ames), sendo um resultado positivo para 

R. pipiens, mas negativo para A. trigrinum (i.e. não houve formação de metabólitos 

mutagênicos). Noshiro & Omura (1984) estabeleceram um comparativo entre os microssomos 

hepáticos e sua capacidade de oxidar o BαP em diferentes espécies. A composição dos 

microssomos (e.g. citocromo P-450, citocromo b5, NADPH/NADH-citocromo c redutase) e a 

metabolização do BαP – levando em conta a quantidade de citocromo P-450 – é similar entre 

mamíferos e anuros. No entanto, dentre os anuros, X. laevis apresentou a menor atividade de 

oxidação, 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 oxidação 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 metabolização do BαP é 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 relação 

positiva com o aumento da concentração do composto (Marty et al., 1998). Reynaud et al. 

(2012) mensuraram a atividade dessas enzimas (atividade da CYP450 mensurada pela 

ethoxycoumarin-O-deethylase) no fígado e rins de P. esculentus, havendo uma indução após 

um (GST) e dois dias (CYP450 e GST) de exposição ao BαP, sendo a atividade enzimática do 

fígado mais elevada do que nos rins. Valverde et al. (2022) expondo P. nattereri ao BαP por 

diferentes vias (cutânea, injetável e oral) e tempos (1, 3 e 7 dias) não observaram alterações 

na atividade da GST no fígado. Isoformas da CYP450, como a P4501A (CYP1A), também 

apresentam um aumento de atividade em X. laevis expostos a 0.04 µM (Camatini et al., 1999) 

e 10-100 µg/L de BαP, sendo que essa indução é dose dependente, apresentando maior 

atividade na maior concentração (Colombo et al., 1996). A indução da CYP1A também 

ocorre no fígado de espécimes adultos (X. laevis), com pico de atividade após 72h de 

exposição e uma diminuição após 120 e 168h (Colombo et al., 2003). Höhn-Bentz et al. 

(1983) avaliaram, de maneira geral, a atividade das oxidases de função mista (MFO) – grupo 

de enzimas em que a CYP450 esta inserida (Bachmann, 2009) – em X. laevis, não sendo 

observada alterações após um rápida exposição (60 minutos). No entanto, após uma semana 

(8 e 14 dias) a atividade das MFO apresenta um aumento (aproximadamente) quatro vezes 

maior em relação ao controle. 

 Outras enzimas também podem ser relacionadas indiretamente ao metabolismo do 

BαP, como a catalase (CAT) e a superóxido dismutase (SOD). Durante as etapas de 

metabolização do BαP são geradas espécies reativas de oxigênio (EROs), como o radical 

superóxido (O2
•-) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (Penning et al., 2004). Essas EROs são o 

substrato de ação da SOD e da CAT, respectivamente; dessa forma alterações na atividade 

dessas enzimas é um indício de estresse oxidativo decorrente da metabolização do BαP. 

Valverde et al. (2022) relataram um aumento pontual, no fígado, da atividade da SOD, 

enquanto a CAT não apresentou alterações. No entanto, para os espécimes expostos ao BαP a 

tendência foi um aumento de atividade dessas enzimas em relação ao controle. 

5. DESENVOLVIMENTO 



R e s u l t a d o s  | 35 
 

 

5.1. FETAX 

 O FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay: Xenopus) é um teste para avaliar 

xenobióticos que alteram o desenvolvimento embriológico de X. laevis, possibilitando avaliar 

malformações em todo o embrião, além de fornecer valores de: 96-h LC50, (concentração 

letal), 96-h EC50, (concentração que induz malformações), TI (índice de teratogênese – razão 

entre LC50 e EC50) e MCIG (concentração mínima para inibir o crescimento) (Bantle, 1995). 

Como embriões de X. laevis carecem de enzimas metabólicas, um sistema exógeno de 

ativação metabólica (MAS – Metabolic Activation System) pode ser adicionado, sendo ele 

responsável pela metabolização do xenobiótico (Fort et al., 1988, 1989). A adição do MAS ao 

FETAX tem a finalidade de gerar resultados extrapoláveis para mamíferos (Bantle et al., 

1995). 

 Fernandez & L’Haridon (1994) relataram para P. waltl as fases de maior sensibilidade 

ao contaminante – união das dobras neurais e o aparecimento do broto da cauda (fases antes 

da eclosão das larvas) – onde a exposição ao BαP ou exposição concomitante de BαP+UVA 

causam uma mortalidade entre 69-93.5% dos embriões. Em estádios pós-eclosão, a 

mortalidade de R. temporaria ocorre apenas quando o BαP é exposto juntamente com a UVB 

(Marquis et al., 2009), o que reforça a maior sensibilidade do estádio embrionário. Dentre os 

efeitos teratogênicos em P. waltl foram observadas: anormalidades nos olhos (e.g. ausência de 

pigmentação, ciclopia e anoftalmia), nadadeira e no formato do corpo (Fernandez & 

L’Haridon, 1994). Em X. laevis concentrações >2.5 µg/mL de BαP inativo (sem MAS) 

induzem malformações no intestino, enquanto concentrações >7.5 µg/mL produzem 

anormalidade severas no intestino e malformações na boca. Na forma ativa (com MAS), 

concentrações >0.5 µg/mL provocam edema nos olhos, enrolamento do intestino e 

malformações na boca, e em concentrações >5 µg/mL causam malformações nos olhos, 

torções esqueléticas e microcefalia (Fort et al., 1989). Saka (2004), utilizando múltiplas 

concentrações de BαP (1.32 x 10-5 a 13.2 µM) não observou anormalidades ou malformações. 

Múltiplos estudos determinaram a LC50, EC50, TI e MCGI do BαP (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 adição de inibidores enzimáticos 

(α-naftoflavona {CYP1A/2A}, cimetidina {CYP450}, elipticina {CYP1A}, maleato de dietila 

{glutationa} e óxido de ciclohexeno {epóxido hidrolase}) juntamente ao MAS, altera os 

valores de LC50, EC50 e TI. 

5.2. Metamorfose 
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 A metamorfose em anuros é controlada por hormônios tireoidianos (Trudeau et al., 

2020) como o T4 (tiroxina), o principal em circulação, e o T3 (triiodotironina), forma ativa que 

atua em tecidos alvo (Mann et al., 2009). Apenas dois trabalhos, relacionando o efeito do BαP 

sobre o T3, foram encontrados, sendo ambos os estudos in vitro. Yamauchi et al. (2002) 

avaliaram a capacidade de múltiplos compostos químicos em inibir a ligação do [125I]T3 com 

TTR (transtirretina – proteína de ligação de hormônios tireoidianos), onde o BαP é um 

inibidor moderado, sendo necessário 3070 nmol/L de BαP para inibir 50% da ligação 

do[125I]T3 (comparativo: o dietilestilbestrol teve o maior efeito inibidor na concentração de 

72.3 nmol/L). Shimada & Yamauchi (2004) relataram que a taxa de absorção de [125I]T3 pelos 

eritrócitos de R. catesbeiana é ativado pelo BαP, apresentando um valor de 150% em relação 

ao controle (100%). 

 Com relação a efeitos in vivo, exposições prolongadas ao BαP (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 alterações biométricas 

e um retardo de desenvolvimento, e quando expostos por 4, 8 e 16 dias exibem menor massa 

corpórea e estádio mais inicial (próximo ao 54 – Nieuwkoop & Faber, 1975) do que os 

expostos por 0-2 dias (próximo ao 56) (Sadinski et al., 1995). Apesar do atraso no tempo de 

metamorfose em ambas as espécies, quando os indivíduos atingiram a metamorfose não 

houve diferenças biométricas em relação ao controle. Após a metamorfose, fêmeas de X. 

tropicalis não tiveram atraso para a maturação sexual (Regnault et al., 2018).  

Em estudos transgeracionais, girinos de X. tropicalis foram expostos ao BαP até 

atingirem a fase adulta (12 meses de exposição) e as suas linhagens subsequentes F1 e F2 – 

não expostas ao BαP – 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 

maturação sexual, os espécimes ainda tiveram alterações reprodutivas, como: diminuição de 

índice gonadossomático, atraso e pouca formação de amplexo e baixa viabilidade de ovos, 

com pouca (F1) ou nenhuma (F2) eclosão de novas larvas. Indivíduos da F1 ainda 

apresentaram alterações biométricas, com redução de tamanho e de massa corpórea (Regnault 

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

6. MORFOLOGIA 

6.1. Anatomia/Patologia 

 Algumas espécies de anfíbios possuem a capacidade de regenerar membros 

amputados, processo que envolve a desdiferenciação tecidual, proliferação celular e formação 

de novas estruturas (Scadding, 1977, 1981). Devido a esse aspecto, diferentes compostos 
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químicos foram utilizados para avaliar interrupções e alterações na regeneração (Tsonis & 

Eguchi, 1982). Matos & Lustig (1973) promoveram a amputação de metade da cauda de 

girinos de B. arenarum, com posterior administração de BαP em sua forma pura (cristal). 

Após o processo regenerativo (20-30 dias) foram observadas nadadeiras supranumerárias nos 

espécimes expostos ao BαP. Tsonis & Eguchi (1982) amputaram os membros anteriores de C. 

pyrrhogaster e relataram que sua regeneração, após adição de cristais de BαP, tem um atraso 

de dois meses em relação à regeneração normal – duração de três meses – e foi considerada 

anormal, com alguns indivíduos apresentando: ausência completa do rádio ou da ulna, 

anormalidades nos carpos, metacarpos e falanges, e formação de membros acessórios 

(estruturas semelhantes a dedos com presença de carpos). A respeito de membros acessórios, 

Breedis (1952) avaliou sua formação espontânea após administração de diferentes 

carcinógenos sobre os membros anteriores de T. viridescens, sendo que o BαP (diluído em 

vaselina) não provoca formação de membros acessórios. Entretanto, quando o composto é 

diluído e aplicado em conjunto com alcatrão, são observados dois espécimes (11% do grupo) 

com membros acessórios após 87 dias da aplicação (comparativo: alcatrão de maneira 

singular produz 20 espécimes com membros acessórios – 26% do grupo – 41 dias após a 

aplicação). Um efeito potencializado ocorre quando o BαP é administrado juntamente com 

alcatrão, metilcolantireno, 2-acetilaminofluoreno e Scarlet red, onde 20 espécimes (40% do 

grupo) apresentaram membros acessórios após 42 dias. Arffmann & Christensen (1961) 

observaram alterações macroscópicas na cauda de T. cristatus, especificamente na região de 

aplicação do BαP, que apresentava uma proeminência ou uma depressão, que foram 

relacionadas, respectivamente, a uma hiperplasia ou ulceração parcial do tecido. Strauss & 

Mateyko (1964) realizaram uma aplicação direta de BαP nos rins de R. pipiens para avaliar a 

formação de tumores. Após cinco dias da administração, todos os espécimes morreram não 

havendo tumores no tecido. Nesse mesmo experimento outros agentes carcinogênicos (e.g. 4-

animoazobenzeno, dibenz[a,h]antraceno) foram capazes de induzir a formação de tumores 

que evoluíram para adenocarcinomas. Em um estudo similar, Balls (1964) inseriu cristais de 

BαP na cavidade abdominal ou no saco linfático de X. laevis, o que levou a formação de 

linfosarcomas e tumores em múltiplos órgãos viscerais, em particular o fígado e os rins. 

6.2. Histologia/Histopatologia 

 Cristais de BαP implantados diretamente sobre a cauda de B. arenarum (sem 

amputação) levam a formação de nódulos constituídos por células similares a leucócitos 

(Matos & Lustig, 1973). Arffmann & Christensen (1961) e Arffmann (1963) avaliaram os 

efeitos do BαP sobre a epiderme de T. cristatus, após uma exposição por via injetável. Ambos 
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os estudos relataram a ocorrência de hiperplasia no tecido da cauda (Arffmann & Christensen, 

1961) e das costas (Arfmann, 1963), além de invasão de células epiteliais irregulares na 

derme e na camada superficial da musculatura, destruição de glândulas, infiltração 

leucocitária e proliferação de tecido conectivo (Arffmann & Christensen, 1961). Arffmann 

(1962) também avaliou os efeitos do BαP sobre a epiderme, mas nesse caso comparando 

diferentes solventes, como a butirina e o propilenoglicol. No caso da butirina, não houve 

diferença entre o controle (solvente) e o tratamento (solvente + BαP), havendo em ambos os 

casos severas lesões necróticas, edema, sangramento, infiltração leucocitária e hiperplasia da 

epiderme. Para o propilenoglicol, houve uma pequena diferença entre o controle e o 

tratamento, sendo observada inflamação do tecido, edema e hiperplasia. Arffmann & 

Christensen (1961) e Arffman (1963) também utilizaram diferentes solvente para o BαP, 

como óleo de amendoim, oliva e soja; sendo observados diferentes resultados dependendo do 

tempo e da concentração do composto. Alterações cutâneas, induzidas pelo BαP, são relatadas 

por Seilern-Aspang & Kratochwil (1962) e por oito estudos revisados por Balls & Ruben 

(1964), sendo observados: tumores, neoplasia, metástase, hiperplasia e proliferação epitelial. 

Duran-Reynals (1939), administrando BαP no músculo de R. pipiens, observou um efeito 

necrótico no tecido da coxa, sendo a lesão caracterizada por degeneração das fibras 

musculares, edema, hemorragia e deposição de fibrina. O autor também relatou uma 

congestão, hemorragia e necrose em outros órgãos, como: baço, fígado, testículos e pulmão; 

além de aumento do número de células fagocíticas contendo pigmento no baço, fígado e 

pulmão. 

 A respeito de alterações histopatológicas no fígado, X. tropicalis rapidamente expostos 

ao BαP (24h) apresentam aumento de apoptose celular, esteatose e hepatócitos 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 

incluíam: necrose e infiltração leucocitária (Regnault et al., 2018), além dos aspectos já 

relatados por Regnault et al. (2014, 2016). Alterações histopatológicas similares (e.g. necrose, 

inflamação e hepatócitos balonizados e irregulares) são observadas quando o BαP é 

administrado juntamente com o triclosan (outro desregulador endócrino) (Usal et al., 2019, 

2022). A reversibilidade dos efeitos do BαP foi avaliada por Regnault et al. (2018) em X. 

tropicalis mantidos em depuração durante 12 meses. Mesmo após esse período de 

recuperação os espécimes ainda exibiam esteatose hepática, demonstrando que alguns efeitos 

do BαP são irreversíveis. Usal et al. (2021) avaliaram efeitos transgeracionais em duas 

gerações de X. tropicalis (F1 e F2), que não foram expostas ao contaminante. A F1 teve um 
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aumento de lipídios no fígado, infiltração leucocitária, hepatócitos irregulares com pouco 

contato célula-célula e vasos sanguíneos com fenótipo progressivo para uma esteato-hepatite 

não alcoólica (NASH). A F2 também exibiu um processo inflamatório e alterações nos 

hepatócitos, mas diferentemente da F1 houve um aumento do índice hepatossomático e de 

tecido adiposo e uma dilatação nos vasos sanguíneos, além de uma infiltração leucocitária no 

pâncreas. 

 Com relação ao intestino, espécimes adultos de H. albopunctatus apresentam uma 

diminuição da espessura do epitélio intestinal após três dias de exposição, com um posterior 

aumento no tempo de sete dias (Fanali et al., 2017). No testículo, uma rápida exposição ao 

BαP não provoca alterações na organização dos túbulos seminíferos (Regnault et al., 2016), 

mas há alterações na área de melanina (item 6.3.). 

6.3. Pigmentos e Células Pigmentares 

 Pigmentos (e.g. melanina, hemosiderina e lipofuscina) são sintetizados e armazenados 

por células pigmentares especializadas, denominadas melanócitos e melanomacrófagos 

(Purello et al., 2001; Agius & Roberts, 2003; Schartl et al., 2016). Os melanócitos são 

derivados de precursores da crista neural ectodérmica (Sichel et al., 1997; Schartl et a., 2016) 

e são encontrados nos testículos (Franco-Belussi et al., 2011). Os melanomacrófagos são 

derivados de células-tronco hematopoiéticas (Sichel, 1998), sendo idênticos aos macrófagos 

residentes no fígado (célula de Kupffer), diferindo pela presença de grânulos de melanina em 

seu citoplasma (Fenoglio et al., 2005), atuando na fagocitose (Gutierre et al., 2018) e na 

detoxificação de xenobióticos (Fenoglio et al., 2005; Pérez-Iglesias et al., 2016). Santos et al. 

(2014) desenvolveram uma técnica de análise de pigmentação, por meio de uma restrição de 

área pigmentar por diferença de coloração, o que possibilitou avaliar alterações na área 

ocupada por esses pigmentos. A partir dessa análise os pigmentos hepáticos e testiculares, 

passaram a ser utilizados como indicadores de exposição para diferentes compostos químicos 

(Gregorio et al., 2016; Fernandes et al., 2021; Santos et al., 2021), além de estressores físicos 

e biológicos (Franco-Belussi et al., 2016; Gregorio et al., 2018). 

A melanina é um biopolímero, sintetizado a partir do aminoácido tirosina (Riley, 

1997), que atua na absorção e neutralização de radicais livres e substâncias tóxicas, proteção 

contra radiação ultravioleta e patógenos externos, termorregulação e interações 

comportamentais (Zuasti et al., 1989; Hoogdujin et al., 2004; Dubey & Roulin, 2014; Schartl 

et al., 2016). Uma característica da melanina é sua afinidade por compostos químicos 

(Lindquist et al., 1987, 1988; Larsson, 1993), dentre eles, o BαP e o 7,12-

dimetilbenz(α)antraceno, que ficam retidos em tecidos de mamíferos que contêm melanina 
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(e.g. olho e folículo piloso) (Roberto et al., 1996). Em um estudo in vitro, foi demonstrado 

que o BαP inibe a síntese de melanina em células de melanoma de roedores, ao diminuir a 

expressão de enzimas relacionadas à melanogênese (Joo et al., 2015). Em anuros, a melanina 

presente no testículo foi quantificada em apenas um trabalho, envolvendo o BαP, ocorrendo 

uma diminuição de sua área em P. cuvieri e P. nattereri (De Oliveira et al., 2017). No fígado, 

X. tropicalis expostos ao BαP, por via aquosa, apresenta diminuição da área de melanina após 

12-24h de exposição (Regnault et al., 2014). De Oliveira et al. (2017) utilizando H. 

albopunctatus, relataram uma diminuição da área em espécimes expostos a 7 mg/Kg por três 

dias e aumento em sete dias. De maneira similar, Fanali et al. (2017) obtiveram um aumento 

de área para a concentração de 3 mg/Kg e uma diminuição para a de 7 mg/Kg após três dias 

de exposição. Fanali et al. (2018) observaram a diminuição da melanina em L. fuscus e P. 

cuvieri após sete dias de exposição a 2 mg/Kg de BαP. Valverde et al. (2022), expondo P. 

nattereri por múltiplas rotas (cutânea, oral e injetável) observou um aumento da área de 

melanina na via injetável e uma diminuição nas vias cutânea e oral. De maneira distinta, De 

Oliveira et al. (2017) observou a diminuição da área de melanina em P. nattereri expostos por 

via injetável. A partir desses resultados, e considerando que os trabalhos de Fanali et al. 

(2017, 2018) utilizaram apenas via de exposição injetável, podemos observar que as vias que 

simulam exposição natural (aquosa, cutânea e oral) causam a diminuição da área de melanina, 

enquanto a via injetável pode causar efeitos mistos (aumento/diminuição). 

Além da melanina, outros pigmentos são relacionados aos efeitos do BαP. A 

hemosiderina e lipofuscina são encontradas apenas nos melanomacrófagos e consistem em 

pigmentos catabólicos originados a partir da quebra de hemoglobina (hemosiderina) ou da 

degradação de componentes celulares (lipofuscina) (Agius & Agbede, 1984; Kranz, 1989; 

Agius & Roberts, 2003). Alterações nesses pigmentos podem estar relacionadas a alterações 

na degradação de eritrócitos danificados, retenção de ferro nos melanomacrófagos 

(mecanismo de proteção) ou devido a alterações patológicas (Agius & Roberts, 2003). 

Valverde et al. (2022) relataram um aumento da área de hemosiderina em três vias de 

exposição, após um e três dias de exposição; sendo seguido por uma diminuição, na via 

cutânea, após sete dias. Para a lipofuscina foi relatado um aumento na via cutânea e injetável, 

enquanto houve diminuição para a via oral e cutânea (diminuição no tempo de 7 dias). 

 Alterações na área de melanina podem estar associadas a três possibilidades: (1) 

Alteração da síntese de melanina, nesse caso a alteração da área pigmentar está relacionada 

diretamente com a quantidade de melanina presente no órgão. Fanali et al. (2021) observaram 

que a exposição a 2 mg/Kg de BαP por dois dias aumenta a quantidade de melanina no fígado 
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de P. cuvieri. No entanto, em exposições de um, três e sete dias não ocorrem alterações 

(Valverde et al., 2022). (2) Alteração da distribuição dos grânulos de melanina, estando às 

alterações ligadas à dispersão (aumento) ou agregação (diminuição) da melanina no 

citoplasma dos melanomacrófagos. Fanali et al. (2021) também avaliaram componentes do 

citoesqueleto celular, especificamente os microtúbulos, não havendo alterações. (3) Alteração 

fisiológica (especialmente nos melanomacrófagos), que pode envolver os itens anteriores. 

Fanali et al. (2021) utilizaram o corante azul de tripan para avaliar o índice de fagocitose nos 

melanomacrófagos, sendo que após 48h de exposição houve uma diminuição em relação ao 

controle. Isso demonstra uma mudança na fisiologia da célula pigmentar, o que pode estar 

relacionado a alterações nos processos catabólicos (hemosiderina e lipofuscina) ou 

relacionados à melanina (síntese e distribuição). Os estudos envolvendo alterações 

pigmentares em anuros após exposição ao BαP ainda são recentes, um total de seis trabalhos 

foram publicados desde 2014, sendo necessários estudos complementares. 

7. EFEITOS NO DNA E EXPRESSÃO GÊNICA  

7.1. Adutos 

 Adutos de DNA consistem em uma ligação covalente de compostos químicos nas 

bases nitrogenadas do DNA, provocando uma modificação estrutural da molécula, o que pode 

impedir os processos de duplicação e transcrição do material genético, sendo uma das etapas 

iniciais para a carcinogênese (Bartsch, 1996; Schärer, 2003). Girinos de X. laevis expostos ao 

BαP apresentam aumento na quantidade de adutos de DNA (Morse et al., 1996; Camatini et 

al., 1999), sendo essa alteração mantida mesmo após um período de depuração (Camatini et 

al., 1999). Morse et al. (1996) também relataram que a formação de adutos é proporcional ao 

aumento da concentração do composto, além de ser influenciado pelo estádio de 

desenvolvimento dos espécimes. Estádios mais elevados (e.g. 45 e 50 – Nieuwkoop & Faber, 

1975) apresentam maior quantidade de adutos do que um estádio inicial (e.g. 38), além disso, 

nos estádios 38 e 45 a maioria dos adutos é reparada após 24h de depuração, sendo o DNA 

quase totalmente reparado após 144h. O estádio 50, por sua vez, apresenta uma taxa de reparo 

pequena, sendo os adutos facilmente detectados após 144h. Adutos de DNA também são 

observados no fígado 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 

concentração (31 nM: 1.6x10-7; 496 nM: 13.7x10-7) e pelo tempo de exposição (2 dias: 

0.4x10-7; 16 dias: 10x10-7) (Sadinski et al., 1995). 

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

diferentes espécies (e.g. mamíferos {camundongo e rato}, peixes {Oncorhynchus mykiss} e 
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plantas {Echinacea purpurea, Phaseolus vulgaris}), sendo alguns específicos para cada 

espécie. Os autores observaram que essa diferença está relacionada aos processos metabólicos 

de cada organismo. Ironicamente o principal aduto relatado para X. laevis (com característica 

similar à reação do 9-OH BαP com o DNA) também foi o principal relatado para as plantas. 

7.2. Quebras na cadeia de DNA 

 Höhn-Bentz et al. (1983), por meio da técnica de eluição, avaliaram a formação de 

quebras na cadeia de DNA. Após uma hora de exposição a 125 µg/g de BαP houve um 

aumento de quebras na molécula, que por consequência gerou fragmentos de menor massa 

molecular (controle: 40.9, tratamento: 28.1 megadaltons). Após três horas de exposição o 

número de quebras apresentou uma diminuição, atingindo valores similares aos do controle. 

Os autores também determinaram, para esse cenário experimental, que a concentração mínima 

de BαP para promover quebras no DNA é de 10 µg/g. No entanto, o valor da concentração é 

influenciado pela alimentação do animal, onde espécimes não alimentados apresentam valores 

similares ao controle, enquanto animais alimentados com fígado de frango apresentam um 

aumento significativo no número de quebras. Isso pode estar relacionado com alterações no 

metabolismo do BαP pelo organismo. 

 O ensaio cometa é outro método para avaliar e quantificar danos ao DNA. O ensaio 

consiste na lise de células (e.g. eritrócitos), com posterior eletroforese em gel de agarose. Por 

meio de corantes específicos o DNA pode ser analisado em microscópio de fluorescência 

(Collins, 2002), onde podem ser avaliados diferentes parâmetros como o ETM (extensão de 

cauda – extensão da cauda ponderada pelo de DNA na cauda) e TL (comprimento de cauda – 

distância entre o primeiro e o último fragmento de DNA) (Mouchet et al., 2005). Girinos de 

X. laevis apresentaram um efeito genotóxico para as concentrações 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 diminuição 

de danos no DNA (diminuição de ETM e TL) para as concentrações 0.125 – 1.0 (2, 4 e 12 

dias) e 10 mg/L (1, 2, 4 e 12 dias) (Mouchet et al., 2005).  

7.3. Micronúcleo & Anormalidades Nucleares 

 A análise de micronúcleo e de outras anormalidades nucleares (e.g. células anucleadas, 

binucleadas e com bud) é uma ferramenta amplamente utilizada para avaliar efeitos induzidos 

por compostos químicos, agentes físicos ou para monitorar o status de populações 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 rápida, efetiva e de baixo custo que fornece 

indicativos de efeitos genotóxicos (Fenech, 2007) ou adaptações fisiológicas do organismo 
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em ambientes poluídos (Barni et al., 2007). O micronúcleo é formado durante a divisão 

celular, podendo ser constituído por fragmentos de um cromossomo ou um cromossomo 

inteiro que se separaram durante a mitose (Fenech, 2007). O bud (ou brotamento nuclear) está 

relacionado com a amplificação do material genético, com posterior eliminação do DNA 

amplificado, resultando em uma estrutura similar ao micronúcleo, mas ainda conectado ao 

núcleo por uma haste de material nucleoplasmático (Fenech, 2007; Fenech et al., 2011). 

Células binucleadas também são originadas durante os eventos da divisão celular, sendo 

possível que os dois núcleos apresentem conexão por uma ponte nucleoplasmática (Fenech, 

2000, 2007). As células anucleadas são pouco avaliadas nos estudos, sendo que um aumento 

em sua frequência está relacionado à melhor eficiência no transporte de oxigênio em 

ambientes poluídos (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 (A. 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 micronúcleo após exposição ao BαP, sendo esse aumento relacionado 

positivamente com o aumento da dose e do tempo de exposição ao composto. No entanto, em 

alguns casos, concentrações elevadas de BαP (Jaylet: 0.3, 0.5, 0.7; Van Hummelen: 1.0, 2.0 e 

4.0 ppm) provocam menor quantidade de micronúcleos em comparação a concentrações 

intermediárias (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. waltl demonstrou 

ser mais resistente ao BαP, uma vez que a maior quantidade de alterações observadas foi para 

a concentração de 0.5 ppm, enquanto para A. mexicanun a dose de 0.2 causou o maior número 

de alterações (Jaylet et al., 1986a, b). Alterações na frequência de micronúcleo também 

ocorrem devido a mudanças nos parâmetros bióticos e abióticos dos experimentos. Marty et 

al. (1989) relataram que P. waltl expostos ao BαP, na presença de luz e de Daphnia, tem  

maior quantidade de micronúcleos do que em girinos expostos na ausência de luz e Daphnia. 

Os autores relacionaram esse fato com as alterações nos metabólitos identificados em fase 

aquosa (ver item 4.1.). Fernandez & L’Haridon (1994) observaram uma influência de 

diferentes cenários de luminosidade, sendo que em todos esses cenários a exposição ao BαP 

aumenta a quantidade de micronúcleo em relação ao controle. Em condições de luz artificial 

ou de escuridão há diminuição na quantidade de micronúcleos em relação à luz natural 

(fotoperíodo), o que foi relacionado a uma potencialização dos efeitos tóxicos do composto 
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devido à radiação solar. Marquis et al. (2009) também relataram influência relacionada com a 

altitude em oito populações nativas de R. temporaria, sendo que com o aumento da altitude 

(294-2450 metros) houve diminuição da frequência de micronúcleo. Os autores também 

tentaram estabelecer a relação entre a quantidade de micronúcleo com a quantidade de 

poluentes identificados nos sítios de coleta, não havendo resultado significativo. Com relação 

a outras anormalidades nucleares, P. cuvieri apresenta diminuição no número de células 

anucleadas, binucleadas e na quantidade total de anormalidades (soma de todas as 

anormalidades) após exposição ao BαP (Fanali et al., 2021). 

7.4. Mutações 

O BαP induz mutações pontuais no gene α1-globina, especificamente em um sítio de 

restrição (posição 913-917, CCTGG), alterando o nucleotídeo G (Guanina) pelo T (Timina) – 

mudança do aminoácido aspartato para tirosina. A taxa de mutação foi dose dependente para 

girinos (10 µg/L: 6x10-3; 50 µg/L: 8 x10-3) e distinta entre os órgãos dos adultos. O fígado e o 

coração apresentaram as maiores taxas de mutação (20x10-3), seguidos pelos pulmões e rins 

(18x10-3). O tempo (em depuração) que cada órgão leva para atingir essa taxa varia, sendo: 14 

dias para o fígado, 18 para o coração, 10 para os pulmões e 8 para os rins (Kennerley & Parry, 

1994). 

7.5. Expressão Gênica 

 A expressão de genes foi avaliada em três trabalhos envolvendo X. tropicalis, sendo 

que após uma rápida exposição (6-24h), houve um excesso de transcrição 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 diminuição da transcrição de 322 genes (maioria) 

após 12 meses de exposição ao BαP. Os genes alterados nesses trabalhos eram atribuídos ao 

metabolismo (e.g. aminoácidos, carboidratos, dicarboxilato,  glioxilato, lipídios, proteínas e 

xenobióticos), biossíntese (e.g. aminoácidos, hormônios esteróides), codificação de proteínas 

(e.g. detoxificação, estrutura celular, imunidade, interação e reparo do DNA e sinalização da 

insulina), sinalização/transporte, morte celular/proliferação, carcinogênese de compostos 

químicos e aos peroxissomos (Regnault et al., 2014, 2016, 2018).  

  A partir da alteração na transcrição gênica, foi observado um aumento no conteúdo de 

lipídios nos hepatócitos (Regnault et al., 2014, 2016, 2018) e diminuição do conteúdo de 

colesterol na vesícula biliar (Regnault et al., 2014), indicando um fenótipo de doença hepática 

gordurosa não alcoólica (NAFLD). Regnault et al. (2018) determinou que o aumento de 

conteúdo de lipídios nos hepatócitos (i.e. esteatose) foi causado por um estresse oxidativo 
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induzido pelo BαP, que altera a atividade das mitocôndrias (diminuição do índice de controle 

respiratório e da atividade da aconitase), responsáveis por regular o metabolismo de lipídios. 

Os trabalhos de Regnault et al. (2014, 2016, 2018) ainda relataram aumento de glicemia após 

exposição ao BαP, juntamente com o aumento da síntese de insulina pelo pâncreas (Regnault 

et al., 2018), o que indica que X. tropicalis desenvolveu síndrome de resistência à insulina. 

 Usal et al. (2021) avaliaram os efeitos transgeracionais do BαP em duas gerações de X. 

tropicalis (F1 e F2), que não foram expostas ao contaminante. A F1 teve alteração na 

expressão de 130 genes (70% com redução de transcrição) de metabolismo (e.g. carboidrato, 

lipídio, piruvato, proteínas e rotas metabólicas), biossíntese (e.g. aminoácidos, esteróides e 

terpenóides), sinalização (insulina e PPAR – Receptor Ativado por Proliferadores de 

Peroxissoma), imunidade e adesão/proliferação/morte celular. Com relação a F2, 104 genes 

relacionados com: carboidratos, insulina, lipídios e proteínas, tinham excesso de transcrição 

em 54% dos casos.  

8. PARÂMETROS IMUNOLÓGICOS 

 A avaliação dos diferentes componentes do sistema imunológico é importante para 

tentar entender os padrões de saúde e doença 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 melanócitos e 

melanomacrófagos, é um componente do sistema imune (Steinel & Bolnick, 2017; Mcnamara 

et al., 2021) que já foi abordado anteriormente (ver ítem 6.3.), apesar de que os trabalhos que 

avaliam esse pigmento não o relacionam diretamente com aspectos imunológicos, mas com os 

aspectos fisiológicos da célula/órgão analisado. Para esse tópico serão abordados os trabalhos 

relacionados diretamente com o sistema imunológico ou suas células. 

 Martini et al. (2012) avaliaram genes pró-inflamatórios de citocinas e de proteínas de 

choque térmico. Em mamíferos, as citocinas são responsáveis por iniciar e regular a resposta 

imune inata e adaptativa, sendo que a interleucina-1β (IL-1β) e o fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) podem ter respostas universais ou equivalência funcional dentre os vertebrados 

(Kaiser et al., 2004). Proteínas de choque térmico (e.g. HSP70) apresentam propriedades 

imunológicas, produzindo citocinas e quimiocinas, e regulando moléculas co-estimuladoras 

(Robert et al., 2009). O BαP induz um aumento de expressão de mRNA de HSP70 e de IL-1β, 

havendo em ambos os casos efeito dose-dependente (aumento da expressão com o aumento da 

concentração). Não houve alteração da expressão de TNF-α (Martini et al., 2012). 

 Com relação às células relacionadas ao sistema imune, leucócitos compreendem um 

dos três elementos celulares do sangue, juntamente com os eritrócitos e trombócitos (Claver 
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& Quaglia, 2009). Em anfíbios são identificados cinco tipos de leucócitos, divididos em 

agranulócitos (e.g. linfócito e monócito) e granulócitos (e.g. basófilo, eosinófilo e neutrófilo) 

(Claver & Quaglia, 2009; Das & Mahapatra, 2012). Fanali et al. (2018) avaliaram o perfil 

leucocitário de anuros (L. fuscus e P. cuvieri) após exposição a 2 mg/Kg de BαP, sendo que 

não foram observadas alterações. Outros trabalhos já relataram um quadro histopatológico de 

infiltração leucocitária em diferentes órgãos, especialmente no fígado (ver item 6.2.). 

Mastócitos são células do sistema imunológico (Pinelli et al., 2010) que atuam na resposta 

imune inata e adaptativa (Crivellato et al., 2015) e em processos inflamatórias (Galli & 

Wershil, 1996). L. fuscus e P. cuvieri apresentam aumento da frequência de mastócitos após 

uma exposição a 2 mg/Kg de BαP, sendo que para P. cuvieri a frequência de mastócitos dobra 

entre os tempos de exposição (1, 7 e 13 dias), enquanto em L. fuscus o aumento no primeiro 

dia é dez vezes maior do que o controle (Fanali et al., 2018). Em P. nattereri há um aumento 

de mastócitos quando o BαP é administrado por via oral, e diminuição por via injetável 

(Valverde et al., 2022). Considerando que Fanali et al. (2018) utilizaram uma via de 

exposição injetável, podemos observar uma variação de resposta entre diferentes espécies 

sobre uma mesma via de exposição, o que necessita de investigações adicionais para 

compreender o padrão de resposta dos mastócitos. 

9. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A classe Amphibia é atualmente composta por tês ordens: Anura (7479 sp.), Caudata 

(773 sp.) e Gymnophiona (214 sp.) (Frost et al., 2021). De um total de 8466 espécies, apenas 

22 são utilizadas em estudos envolvendo o BαP, sendo as principais – em número de estudos 

– X. laevis e P. waltl (Tabela 1). Independente do grupo avaliado (Anura ou Caudata), estudos 

in vitro e in vivo demonstram a capacidade desses vertebrados em metabolizar o BαP, sendo 

gerados metabólitos como: diols (e.g. BαP-7,8-diol), fenóis e quinonas (Busbee et al., 1978; 

Marty et al., 1989). A respeito do BαP-7,8-diol, ele é precursor do BαP-7,8-diol-9,10-epóxido 

(BPDE), considerado o metabólito carcinogênico final, que tem capacidade de reagir com o 

DNA, formando adutos (Sims et al., 1974; Barnes et al., 2018). Dessa forma, os anfíbios têm 

a capacidade de metabolizar o BαP para formas precursoras de compostos carcinogênicos, 

que podem causar diferentes efeitos adversos. Ao longo dessa revisão, abordamos diferentes 

efeitos desencadeados pelo BαP, que estão sumarizados na Tabela 6, sendo os principais 

estudos relacionados ao componente genético dos animais (ênfase nos danos no DNA 

avaliado pela técnica de micronúcleo, ver item 7.4.), seguido por alterações histológicas e 

histopatológicas. A concentração mínima para causar essas alterações é de 0.05 µg/L (ou 50 

ng/L), que é inferior a valores estabelecidos pelo CONAMA (2009) e pela CETSB (2016) – 
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0.7 µg/L – que podem causar prejuízos à saúde humana. Os danos ocasionados pelo BαP 

ocorrem a partir de uma rápida exposição (≤ 1 hora), podendo ser revertidos ao cessar a 

exposição (Morse et al., 1996). Entretanto, em uma exposição contínua e duradoura, que pode 

representar um cenário real da vida dos anfíbios, os danos são irreversíveis e comprometem as 

gerações subsequentes (Regnault et al., 2018; Usal et al., 2021). Apesar de não abordarmos 

um tópico diretamente relacionado à como o desenho experimental altera os efeitos do BαP, 

obervamos que os diferentes parâmetros utilizados (espécie, estádio de desenvolvimento, 

dose, tempo de exposição, via de administração, fatores bióticos e abióticos e alimentação) 

influenciam diretamente nos efeitos do composto. Esperamos que essa revisão auxilie na 

elaboração e na criação de futuros estudos envolvendo a exposição de anfíbios ao BαP. 
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TABELAS 

Tabela 1 – Espécies de anfíbios utilizadas nos estudos com benzo(α)pireno. 

 

a: Sinônimo de Anaxyrus americanus 
b: Sinônimo de Rhinella arenarum 
c: Sinônimo de Bufo japonicus 
d: Sinônimo de Boana albopunctata 
e: Sinônimo de Lithobates catesbeianus 
f: Sinônimo de Pelophylax lessonae 
g: Sinônimo de Pelophylax nigromaculatus 
h: Sinônimo de Lithobates pipiens 
i: Sinônimo de Ichthyosaura alpestris 
j: Sinônimo de Notophthalmus viridescens 
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Tabela 2 – Concentrações de benzo(α)pireno utilizadas, apresentadas na mesma unidade de 
medida do experimento. 

 

Tabela 3 – Diluição do benzo(α)pireno. 
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Tabela 4 – Tempo de exposição ao benzo(α)pireno. 

 

Tabela 5 – Via de exposição ao benzo(α)pireno. 

 

Tabela 6 – Resumo dos efeitos adversos do benzo(α)pireno. No caso da dose, os valores de 
concentração foram convertidos para uma mesma unidade (µg/Kg ou µg/L). 
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Highlights 

• Benzo(α)pyrene changes the area of melanin in the skin. 

• Benzo(α)pireno decreases the frequency of mast cells in the skin. 

• 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(α)pyrene (BαP), there are no 

studies that have analyzed the effects of this compound on its structure. We aim to evaluate 

the effects of BαP 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 BαP (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 BαP 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(α)pyrene (BαP) (Reynaud et al., 2012), being 

susceptible to its adverse effects. 

BαP 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, BαP 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 BαP on the skin of anurans. 

As anuran skin has melanin in its structure, and BαP 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 BαP, 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 São José do Rio Preto (20°42'22.6''S, 

49°17'25.7''W). After collection, the specimens were sent to the São 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 BαP (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 Sörensen 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 1cm2 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 2μm, 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 BαP, no changes were observed in the dorsal coloration of P. 

nattereri (P > 0.05, Table 1). In histology, BαP 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), BαP 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 

BαP, 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, BαP 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), BαP can decrease melanin synthesis in 

rodent melanoma cells, leading to a decrease in its content. In Oncorhynchus mykiss (rainbow 

trout), BαP 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 BαP 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 BαP. 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 BαP, additional studies are included to understand its 

effects. 
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 Concerning mast cells, BαP causes a decrease in its frequency in the injectable route. 

Oryzias latipes (Japanese medaka) exposed to BαP, 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 BαP, 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 BαP, 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 BαP in anurans. 
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FIGURE CAPTION 

Figure 1 – A: Dorsal view of Physalaemus nattereri demonstrating de 1cm2 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, 10μm. C – Toluidine blue with borax, 5 μm. 
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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. 
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Como os biomarcadores celulares (melanócitos, mastócitos e eritrócitos) de 

Physalaemus nattereri (Anura) respondem ao benzo(α)pireno e às distintas vias de 

exposição? 
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HIGHLIGHTS 

➢ O benzo(α)pireno foi administrado por diferentes vias – cutânea, injetável e oral. 

➢ O benzo(α)pireno provoca uma alteração histológica no testículo de anuros. 

➢ A alteração consiste em mudanças na área de melanina nos melanócitos. 

➢ Esse efeito é influenciado pela via de administração do composto. 

 

GRAPHICAL ABSTRACT 
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RESUMO 

A poluição ambiental é um dos fatores responsáveis pelo declínio das espécies 

de anfíbios. Dentre os contaminantes encontrados em seus espécimes e nos ecossistemas 

em que residem destacamos o benzo(α)pireno (BαP), um hidrocarboneto carcinogênico 

que pode ser absorvido naturalmente por diferentes vias. Para avaliar os efeitos desses 

contaminantes, pesquisadores têm utilizado biomarcadores presentes em diferentes 

órgãos (e.g. testículo – melanócitos e mastócitos) e tecidos (e.g. sangue – anormalidades 

nucleares em eritrócitos). O objetivo desse projeto é avaliar alterações desencadeadas 

pelo BαP, em um curto espaço de exposição, e se essas alterações são influenciadas por 

sua via de administração. Para isso, espécimes de Physalaemus nattereri (n = 108) 

foram divididos em dois grupos (controle e tratado), cada um composto por três vias de 

administração (cutânea, injetável e oral) e três tempos de exposição (um, três e sete 

dias). Os espécimes receberam uma única administração de óleo mineral puro (controle) 

ou de óleo mineral contendo BαP [2mg/Kg]. Ao fim dos experimentos, não foram 

observadas alterações na frequência de anormalidades nucleares ou de mastócitos, mas 

houve um aumento na via cutânea, e uma diminuição, na via injetável e oral da área de 

melanina nos melanócitos. Apesar de não terem sido observados resultados 

significativos nos eritrócitos e mastócitos, as alterações na melanina fornecem um 

resultado inédito, onde o efeito do BαP é influenciado por sua via de administração, 

visto por meio da comparação da resposta biológica (aumento ou diminuição) entre as 

vias cutânea, injetável e oral. 

 

Palavras-chave: Anfíbios; Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos; Melanina; 

Sangue; Testículo.  
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1. INTRODUÇÃO 

 Os anfíbios representam a classe de vertebrados com o maior número de 

espécies ameaçadas (IUCN, 2021), sendo as ações antrópicas, que inclui a poluição 

ambiental, uma das causas para esse declínio (Blaustein and Wake, 1995; Blaustein and 

Kiesecker, 2002; Blaustein et al., 2003). Desde o estabelecimento da poluição como 

fator relacionado ao declínio dos anfíbios, pesquisadores têm avaliado os efeitos de 

compostos químicos sobre diferentes órgãos e tecidos (Colombo et al., 2003; Saka et al., 

2004; Çakici, 2014; Lajmanovich et al., 2014), dentre eles as gônadas (e.g. testículos) 

(Çakici, 2013; Gregorio et al., 2016) e o sangue (Gregorio et al., 2019; Santos et al., 

2021). 

 Os testículos dos anuros são órgãos pareados, de formato esférico ou ovóide, 

localizados na porção ventral dos rins (Duellman and Trueb, 1994). São constituídos por 

lóculos, onde ocorre o processo de espermatogênese, e por um tecido intersticial de 

natureza conjuntiva, onde podem ser encontrados melanócitos e mastócitos (Duellman 

and Trueb, 1994; Oliveira and Vicentini, 1998; Franco-Belussi et al., 2013; De Oliveira 

et al., 2017). Os melanócitos são células pigmentares que sintetizam melanina (Schartl 

et al., 2016), um pigmento de coloração marrom-preto (Bagnara and Matsumoto, 2006) 

capaz de absorver e neutralizar radicais livres e substâncias tóxicas (Sichel, 1988; Zuasti 

et al., 1989). Os mastócitos, por sua vez, são células imunológicas (Pinelli et al., 2010) 

que atuam na resposta inflamatória induzida por patógenos ou por compostos químicos 

(Franco-Belussi et al., 2014; Fanali et al., 2018). 

 O sangue dos anuros consiste em um plasma, onde se encontram três tipos 

celulares: eritrócitos, leucócitos e trombócitos (Duellman and Trueb, 1994). Similar aos 

peixes, répteis e aves os eritrócitos nos anuros são nucleados (Claver and Quaglia, 

2009), o que possibilita avaliar: alterações genotóxicas (e.g. células binucleadas, bud 
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nuclear e micronúcleo) induzidas por compostos carcinogênicos (Fenech, 2007; 

Gregorio et al., 2019; Pérez-Iglesias et al., 2019), ou adaptações fisiológicas (e.g. 

células anucleadas) em resposta a ambientes poluídos (Barni et al., 2007). 

 O benzo(α)pireno (BαP) é um contaminante ambiental, com propriedades 

carcinogênicas, mutagênicas e tóxicas (Gelboin, 1980), que pode ser absorvido 

naturalmente pela alimentação, respiração ou por via cutânea (Netto et al., 2000). O 

BαP já foi identificado em anuros nativos (Vojinovic-Miloradov et al., 1996), além de 

ser encontrado em cupins – um componente da dieta de anuros (Araújo et al., 2009) – na 

água, ar e no solo (Wilcke et al., 2003; Nasr et al., 2010; Gupta et al., 2011). 

Com base nessas informações, é interessante estabelecer a variação dos efeitos 

do BαP quando administrado por diferentes vias. Dessa forma, o presente trabalho tem o 

objetivo de avaliar os efeitos do BαP sobre o sangue e testículos de anuros, e se esses 

efeitos são modificados dependendo da via de exposição. Especificamente iremos 

avaliar a resposta dos eritrócitos, melanócitos e mastócitos, 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 três vias de exposição 

(injetável, oral e cutânea) já utilizadas em estudos de laboratório (Regnault et al., 2014; 

Van Meter et al., 2015; Fanali et al., 2017; Awaad, 2020), mas que raramente são 

avaliadas em conjunto. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

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 São José do Rio Preto 

(20°42’22.6”S, 49°17’25.7”O). Após a coleta os exemplares foram encaminhados ao 

Laboratório de Anatomia Comparada da Universidade Estadual Paulista “Julio de 
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Mesquita Filho” (UNESP/IBILCE), onde foram mantidos em aclimatação, por nove 

dias. Durante a aclimatação os espécimes foram pesados e separados em 18 grupos 

experimentais (n=6) compostos por três tempos (um, três e sete dias), três vias (cutânea, 

injetável e oral) e duas concentrações (0,00 e 2mg/Kg). No início dos experimentos, 

cada espécime recebeu uma única dose (volume de 0,02mL) de óleo mineral puro [0,00 

– controle] ou óleo mineral contendo 2mg/Kg de BαP, administrados por aplicação 

cutânea dorsal, injeção subcutânea ou gotejamento na cavidade oral. Ao término dos 

tempos experimentais, os espécimes foram eutanasiados em solução aquosa de 

benzocaína [5g/L]. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais – IBILCE/UNESP-CSJRP (n° 188/2018). 

2.2. Análises histológicas 

Os testículos foram removidos, fixados em solução de Karnovsky (0,1M de 

tampão fosfato Sörense pH 7,2% com 5% de paraformaldeído e 2,5% de glutaraldeído) 

a 4°C por 24h e incluídos em historesina (Leica-Historesin embedding kit). Para 

quantificar a área de melanina (Figura 1A), secções histológicas de 2µm (Leica 

RM2265) foram coradas em hematoxilina-eosina. Vinte e cinco campos 

histológicos/animal foram fotografados (20x) e analisados no programa Image-Pro Plus 

(Media-Cybernetics Inc.) seguindo o protocolo de Santos et al. (2014). Para a 

quantificação de mastócitos, secções histológicas foram coradas em azul de toluidina 

com bórax e analisadas em microscópio de luz (40x), sendo contabilizados os 

mastócitos (Figura 1B) presentes em 10 campos histológicos/animal. Posteriormente os 

campos analisados foram fotografados em estereomicroscópio (Leica MZ16) e 

analisados no programa Image-Pro Plus para determinar a frequência de mastócitos/área 

de tecido. 
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Amostras de sangue foram coletadas por punção cardíaca, após a dissecação, 

sendo fixadas em metanol a 4°C por 20 minutos. Lâminas foram coradas em Giemsa 

7.5% e analisadas em microscópio de luz (100x – Leica DM4B), sendo contabilizadas 

as anormalidades nucleares (anucleada, binucleada, bud e micronúcleo – Figura 2) 

presentes em 2000 eritrócitos/animal. 

2.3. Análise estatística 

 Foi realizado um Modelo Linear Generalizado (comparação tempo*grupo) com 

distribuição binomial (anormalidades nucleares), quasibinomial (frequência de 

mastócitos) e gaussian (área de melanina). As análises foram realizadas no programa 

RStudio (R Core Tean). 

3. RESULTADOS & DISCUSSÃO 

3.1. Melanócitos 

O BαP leva ao aumento da área de melanina testicular quando administrado pela 

via cutânea (três dias: 48,4%) e a diminuição quando administrado pela via injetável 

(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 BαP é influenciado pela via de exposição (Tabela 

1). Diminuição na área de melanina testicular já foi relatada anteriormente para P. 

nattereri e Physalaemus cuvieri após três e sete dias, respectivamente, de exposição ao 

BαP por via injetável (De Oliveira et al., 2017). Apesar de não observamos alerações 

significativas, para a via injetável no tempo de três dias, é evidente que esta via leva à 

diminuição da pigmentação testicular (Tabela 1) e este padrão de resposta se mantem 

para diferentes espécies de anuros. 

Roberto et al. (1996), utilizando um isótopo radioativo (14C-BαP), observaram 

que tecidos contendo melanina podem absorver e reter o BαP, onde ele pode ser 

metabolizado em compostos carcinogênicos capazes de reagir com o DNA (Sims et al., 
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1974; Agarwal et al., 1991). O BαP também pode regular o processo de melanogênese e 

inibir a síntese de melanina (Joo et al., 2015), o que justifica a diminuição observada na 

via injetável e oral. Outra possibilidade é a alteração da distribuição dos grânulos de 

melanina nos melanócitos. Espécimes de Oncorhynchus mykiss (truta arco-íris), 

expostos ao BαP, apresentam uma diminuição da área ocupada pelos filamentos de 

actina, o que leva à agregação dos grânulos de melanina e uma diminuição da área 

pigmentar (Fanali et al., 2021a). Em relação à via de administração cutânea, nossos 

dados evidenciaram aumento da área de melanina testicular, que pode estar relacionado 

com as propriedades do próprio pigmento, que atua na neutralização de radicais livres 

(Sichel, 1988; Zuasti et al., 1989). Durante a metabolização do BαP são gerados radicais 

livres (e.g. ânion superóxido, peróxido de hidrogênio, radical hidroxil) (Penning, 2004; 

Saunders et al., 2006), que podem ter desencadeado uma resposta fisiológica da 

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

3.2. Mastócitos 

O BαP não provocou alterações na frequência de mastócitos, assim como não 

houve efeito da via de exposição (p > 0,05) (Tabela 1). Segundo Redegeld et al. (2018), 

a ativação do receptor de hidrocarboneto aril (AhR) – um receptor nuclear que regula a 

expressão de genes para o metabolismo de xenobióticos, incluindo o BαP (Ma and Lu, 

2003; Madureira et al., 2004) – induz a produção de espécies reativas de oxigênio, o que 

pode desencadear processos inflamatórios. Esses processos já foram relatados para P. 

cuvieri e Leptodactylus fuscus, onde foi observado aumento na frequência de mastócitos 

no tecido hepático após um/sete/treze dias de exposição ao BαP. O fato de não 

observarmos essa alteração no testículo pode ser um indicativo que não houve processo 

inflamatório, mensurável pela frequência de mastócitos. 

3.3. Eritrócitos 
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 Após exposição ao BαP não foram observadas alterações na frequência de 

anormalidades nucleares nos eritrócitos de P. nattereri, assim como não houve 

influência da via de exposição sobre os efeitos do BαP (p > 0,05) (Tabela 2). Girinos de 

Xenopus laevis expostos ao BαP apresentam efeitos genotóxicos em eritrócitos após um 

dia de exposição, com uma redução dos danos após dois/quatro/oito/doze dias de 

exposição – 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 BαP [1 e  

10mg/L] apresentam uma tendência de redução dos danos no DNA, enquanto a menor 

dose [0,125mg/L] foi responsável por causar genotoxicidade – indicando que doses 

elevadas podem induzir o reparo do DNA. O fato de não observarmos alterações 

genotóxicas – mensuráveis 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 BαP 

[2mg/Kg] apresentaram aumento na frequência de micronúcleo após sete dias de 

exposição. Essa diferença de resultado pode estar relacionada às características da 

espécie (Fanali et al., 2018, 2021b), onde P. nattereri pode ter maior tolerância aos 

danos genéticos induzidos pelo BαP. Ou ainda, essa diferença de resultados pode estar 

relacionada aos diferentes protocolos experimentais. Em nosso trabalho, o BαP foi 

administrado uma única vez, enquanto no trabalho de Fanali et al. (2018) o BαP foi 

administração a cada dois dias, o que pode levar ao aumento na concentração de BαP 

em sete dias e consequentemente um maior número de alterações genotóxicas. 

4. CONCLUSÃO 

 O BαP provoca alterações histológicas no testículo de P. nattereri. 

Comparativamente, as vias de exposição desencadeiam efeitos distintos, sendo a via 

cutânea responsável por um aumento da área de melanina, enquanto as vias injetável e 
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oral causam diminuição. Apesar do mecanismo, pelo qual o BαP altera a área 

pigmentar, não ter sido estabelecido, o resultado desse estudo fornece novas 

informações para os efeitos do BαP nos anuros e em seus órgãos reprodutivos. 
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FIGURAS 

Figura 1 – Fotomicrografias ilustrando melanócito/melanina (A) e mastócito (B) no 
testículo de Physalaemus nattereri. A: Hematoxilina-Eosina, 10µm. B: Azul de 
Toluidina, 5µm. 

 

Figura 2 – Fotomicrografias ilustrando as anormalidades nucleares em eritrócitos de 
Physalaemus nattereri. (A) eritrócito normal (*) e anucleado (seta); (B) binucleado; (C) 
bud, (D) micronúcleo. Giemsa, 5µm. 
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TABELA 

Tabela 1 – Frequência de mastócitos e área de melanina no testículo. Números em 
negrito indicam diferença (p<0.05) entre controle e tratamento dentro do mesmo tempo 
e via de exposição. Números que compartilham a mesma letra indicam diferença entre 
vias de exposição dentro do mesmo tempo de exposição. 

Time Group Mast Cells Melanin 

1d 

CC 0.27 ± 0.21 532.1 ± 119.7 

CT 0.43 ± 0.18 748.1 ± 278.7A 

IC 0.47 ± 0.19 513.3 ± 160.7 

IT 0.45 ± 0.21 432.4 ± 198.3AB 

OC 0.25 ± 0.09 533.6 ± 184.3 

OT 0.44 ± 0.17 855.9 ± 346.9B 

        

3d 

CC 0.17 ± 0.08 335.1 ± 143.9A 

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 ± 747.4A 

OT 0.67 ± 0.23 487.5 ± 262.6 

        

7d 

CC 0.35 ± 0.14 388.5 ± 130.9A 

CT 0.40 ± 0.16 607.9 ± 226.3C 

IC 0.31 ± 0.22 691 ± 219AB 

IT 0.28 ± 0.12 602.2 ± 468.1C 

OC 0.38 ± 0.12 282.3 ± 112.5B 

OT 0.34 ± 0.13 232.5 ± 108.7C 

 
1d: um dia; 3d: três dias; 7d: sete dias; CC/CT: cutânea controle/tratamento; IC/IT: 
injetável controle/tratamento; OC/OT: oral controle/tratamento.  
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Tabela 2 – Frequência de anormalidades nucleares presentes em 2000 eritrócitos por 
animal (n=6). 

Time Group Anucleate Binucleate Bud Micronucleus 

1d 

CC 0 ± 0 0 ± 0 0.17 ± 0.17 0 ± 0 

CT 0.33 ± 0.33 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 

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 

            

3d 

CC 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 0.33 ± 0.33 0 ± 0 0.17 ± 0.17 0.17 ± 0.17 

            

7d 

CC 0.33 ± 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 

IT 0.67 ± 0.33 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: três dias; 7d: sete dias; CC/CT: cutânea controle/tratamento; IC/IT: 
injetável controle/tratamento; OC/OT: oral controle/tratamento.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 O BαP provoca alterações na atividade das enzimas antioxidantes, na área 

pigmentar e na frequência de mastócitos. Esse efeito é influenciado pela via de 

exposição do composto, podendo ser observado na área de melanina do fígado, onde as 

vias naturais (cutânea e oral) causam uma diminuição da área, enquanto na injetável 

ocorre um aumento. 

 O efeito da via de exposição é variável para cada órgão, sendo observado 

quando comparamos os resultados pigmentares da pele e do testículo. Na pele, assim 

como no fígado, as vias naturais causam uma diminuição da área de melanina, e a via 

injetável um aumento. No testículo, as vias orais e injetáveis diminuem a melanina, 

enquanto a cutânea provoca um aumento. Isso demonstra que o mesmo tipo celular 

(melanócito) responde de maneira distinta ao BαP dependendo do órgão analisado. 

 A alteração na área de melanina do fígado não está relacionada com a 

quantidade total de melanina presente no órgão, o que indica uma mudança ligada à 

dispersão/agregação dos grânulos de melanina nos melanomacrófagos. No testículo, as 

mudanças pigmentares, em especial na via oral e injetável, seguem o mesmo padrão 

para outros trabalhos na literatura, demonstrando uma resposta fixa do órgão frente ao 

BαP. 

 As alterações sobre os biomarcadores bioquímicos são indicativos de estresse 

oxidativo ou desbalanço oxidativo induzido pelo BαP. Entretanto, as alterações 

significativas foram poucas, o que pode estar relacionado com o tempo de resposta 

desses biomarcadores, que pode ocorrer em tempos inferiores às 24h – o que implica em 

encurtar o tempo de exposição para avaliar um efeito imediato inferior à 24h. 
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