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RESUMO

Os anfibios sofrem influéncia de diversos contamiantes que podem afetar o seu
ciclo de vida. O benzo[a]pireno (BaP) ¢ um composto biocumulativo encontrado
na atmosfera, &gua e solo. Para mensurar como o BaP interfe nos anuros
Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus utilizamos alguns biomarcadores de
contaminacdo, como: os melanomacrdéfagos hepaticos, que sdo células com
funcdo de detoxificagdo; mastocitos, com funcdo de protecdo em respostas
inflamatorias; microndcleos (MN), fragmentos de DNA resultantes de exposi¢do a
agentes toxicos e também os gloébulos brancos, pois alteracdo do padrdo dos
leucdcitos indica que o animal ndo estd nas suas condi¢des normais (esta sob
influéncia de estresse, poluentes). A principio foi feita a descri¢do do figado das
espécies com microscopia de luz e eletrdnica de transmissdo. Notou-se que o
tecido hepatico é semelhante entre elas, especialmente a disposicdo dos
hepatocitos em cordao duplo. Para o estudo com o BaP utilizou-se 36 animais de
cada espécie divididos em 6 tratamentos. Injetou-se por via cutdnea 2mg/kg de
BaP diluido em 6leo mineral e nos controles apenas 6leo mineral (mesma via).
Seguiram-se 0s processos para analise hepatica e sanguinea. Com 7d de
tratamento, a area de melanina reduziu nas duas espécies e em 13d aumentou em
L. fuscus. A diminuicdo pode estar relacionada ao efeito citotoxico do composto e
0 aumento, com o ajuste fisiolégico. Houve aumento da densidade de mastécitos
nas duas espécies e em todos os tratamentos. Essa resposta esta relacionada com a
funcdo de protecdo em respostas inflamatérias. Nao houve alteracdo na frequéncia
dos MN em nenhuma espécie, provavelmente porque as células mais danificadas
sofreram morte celular ou perderam a capacidade de entrar em mitose. L. fuscus,
em 13d, teve aumento dos neutrofilos devido a sua fungdo em resposta

inflamatoria e diminuicdo de eosinofilos devido alteragdo da fung¢do imune.

Palavras-chave: anuro, melanomacrofago, microndcleo, leucdcitos, tecido

hepaético.



ABSTRACT

Amphibians are influenced by several pollutants that may affect their life cycle.
Benzo[a]pyrene (BaP) is a bioaccumulative contaminant found in the atmosphere,
water and soil. In order to measure how this pollutant acts in the species
Physalaemus cuvieri and Leptodactylus fuscus, specific biomarkers were utilized,
such as hepatic melanomacrophages, which displays detoxification functions;
mast cells, which are protective cells during inflammatory response; micronuclei
(MN), DNA fragments resulting from the exposure to toxic agents; white blood
cells, due to leukocytes patterns alterations indicating that the organism is not in
its normal conditions. Initially, the description of the species liver (6 animals of
each species) was performed by means of light and transmission electron
microscopy. It was observed that the hepatic tissue is very similar between
species. For the BaP study, 36 animals of each species were used, divided in 6
treatments. The treated ones received a subcutaneous injection (2 mg/kg) of BaP,
diluted in mineral oil, while control animals received only mineral oil. The
following processes were performed for blood and light microscopy analysis: with
7d of treatment, melanin area were reduced in both species, followed by an
increased in 13d for the species L. fuscus. This decline may be related to the
cytotoxic effect of the compound or the organism physiological adjustment. Mast
cells displayed increased density in both species and in all treated groups. This
response is linked to the cells’ protection function on inflammatory responses. No
changes in MN frequency were found for both species, probably because most
damaged cells underwent apoptosis or lost the capacity of initializing mitosis.
After 13d of treatment, an increase in neutrophils was observed, given its function
in inflammatory responses, such as a decrease in eosinophils, due to immune

function alteration.

Keywords: anuran, melanomacrophage, micronuclei, leukocytes, liver tissue.
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Introducéo geral
Classe Amphibia

Com excecdo de oceanos, anfibios habitam areas bem variadas, podendo ser
localizados dos desertos até regides onde ha neve, do solo até a copa de arvores altas (Kohler
2000). De todas as regibes zoogeograficas, a regido Neotropical ¢ a que exibe a maior
diversidade de anfibios. Mais de dois tergos de todas as espécies de anfibios recentemente
descritos nos ultimos dez anos sdo dessa regido (Kohler 2000).

Pertencente a essa regido Neotropical, o Brasil lidera mundialmente em relacdo a
diversidade de anfibios anuros (Silvano & Segalla 2005). Até abril de 2012 foi constatado que
a classe Amphibia estd representada por 946 espécies, onde 913 sdo anuros (Sociedade
Brasileira de Herpetologia 2012).

Declinio dos anfibios

Os anfibios tém sido mencionados como o principal grupo ameacado de extin¢do nas
ultimas décadas (Stuart et al. 2004; Wake & Vredenburg 2008; Hayes et al. 2010; Blaustein
et al. 2011), uma vez que a perda e diminuicdo de espécies estdo ocorrendo a taxas sem
precedentes (May 2010).

As causas atribuidas ao declinio dos anfibios sdo complexas e incluem uma gama de
fatores como destruicdo do habitat, introducdo de espécies exoticas, alteracdes climaticas e
atmosféricas e poluicdo dos ambientes aquaticos por diversos contaminantes (Wake &
Vredenburg 2008) provenientes de efluentes da agricultura, esgoto doméstico e industria
(Desbrow et al. 1998; Snyder et al. 1999; Boyd et al. 2003). Além disso, a intensa pressdo
humana, direta ou indiretamente, estd causando profundos efeitos nos ambientes naturais
(Wake & Vredenburg 2008).

Anfibios apresentam caracteristicas peculiares como permeabilidade cutanea e ciclo de
vida dependente do ambiente aquatico e do terrestre, que os tornam vulneraveis a uma série
de estressores (Rabb 1990; Duellman & Trueb 1994), como por exemplo, os Hidrocarbonetos

Policiclicos Aromaticos.

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos

Hidrocarboneto Policiclico Aromatico (HPA) é uma classe de poluentes ambientais
téxicos acumulados no meio ambiente devido a uma variedade de atividades naturais, como

vulcdes e incéndios florestais (Zakaria et al. 2002; Jiao et al. 2009) ou antrépicas (Juhasz &



Naidu 2000; Bertilsson & Widenfalk 2002; Morillo et al. 2008a; Stogiannidis & Laane 2015):
combustdo incompleta de combustiveis fosseis, de matéria orgénica (Ou et al. 2004; Luo et
al. 2008), utilizacdo de produtos petroliferos e biocombustiveis (Zakaria et al. 2002; Yan et
al. 2006; Kim et al. 2008; Morillo et al. 2008a).

Essas atividades antropicas excedem muito as fontes naturais (Stogiannidis & Laane
2015) e, por isso, é preciso se preocupar, pois dependendo da sua volatilidade o HPA pode ser
transportado para longe de suas fontes originais e se acumular nos solos e sedimentos (Stark
et al. 2003; Morillo et al. 2008a; Agarwal 2009; Harris et al. 2011), atingindo o ambiente em
gue muitos animais estdo sempre em contato.

Benzo[a]pireno (BAP) ¢ um HPA potencialmente cancerigeno ¢ mutagénico quando
exposto por via cutanea, injecdo intraperitoneal, inalacdo ou administrado na dieta (Collins
1991; Kanaly & Harayama 2000). Assim como qualquer HPA possui propriedades
hidrofobicas e lipofilicas (Stogiannidis & Laane 2015). Por conta de sua hidrofobicidade,
BAP tende a ser rapidamente absorvido em particulas orgénicas presente nos sedimentos,
porém, apresenta dificuldade de dissolver em agua (Bertilsson & Widenfalk 2002;
Stogiannidis & Laane 2015).

Pigmento extracutaneo

Alguns tecidos de animais ectotérmicos sdo particularmente distintos de animais
homeotérmicos pela elevada distribuicdo de células pigmentadas em alguns érgdos (Agius &
Roberts 2003). As ceélulas do sistema pigmentar extracutaneo podem estar presentes no
peritdbnio, mesentério, ao redor de vasos sanguineos, figado, baco, coracdo, pulmdes e
gbnadas (Agius & Roberts 2003; Zieri et al. 2007; Moresco & Oliveira, 2009; Franco-Belussi
et al. 2010).

Biomarcadores de contaminacdo

Melanomacréfago (MM) é uma celula arredondada capaz de produzir e armazenar
pigmento em seu interior. Também podem constituir centros de melanomacréfagos (MMCs)
guando essas células se agrupam, formando agregados celulares (Agius 1981). A guantidade
de MMs, seu tamanho e distribuicdo do pigmento podem variar em diferentes espécies, idade
do animal e estresse. Eles sdo encontrados em varios vertebrados como peixes, répteis e
anfibios (Wolke 1992; Fournie et al. 2001; Loumbourdis & Vogiatzis 2002; Fishelson 2006).
MMs estdo presentes em oOrgdos como figado, baco e rins. Essas células armazenam

pigmentos como: melanina, pigmento sintetizado endogenamente em vertebrados e
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invertebrados (Césarini 1996) que tem a funcdo de absorver e neutralizar radicais livres,
cations e outros agentes potencialmente toxicos, derivados da degradacdo de material celular
fagocitado (Zuasti et al. 1989); hemosiderina, substancia granular derivada do catabolismo da
hemoglobina dos eritrocitos (Kranz 1989); e lipofuscina, derivada da oxidacdo de acidos
graxos (Pickford 1953). As principais fun¢Ges dos MMs sdo a destruicdo, detoxificagdo ou
reciclagem de materiais enddgenos e exdgenos (Agius & Roberts 2003; Passantino et al.
2013).

Os MMs sdo frequentemente utilizados como biomarcadores de contaminacao
ambiental. Passantino et al. (2013) afirmam esse fato com base em estudos com peixes
avaliando regifes poluidas e ndo poluidas. Santos et al. (2014) utilizam essas células
pigmentadas como biomarcadoras de alteracdes climaticas em anfibios. Em peixes, 0s
agregados de melanomacréfagos normalmente aumentam em numero e tamanho quando
expostos a substancias toxicas (Wolke 1992); desempenham um papel na resisténcia contra
agentes infecciosos (virus, bactérias e parasitas) (Roberts 1975), além disso, a variagdo de
temperatura diminui a pigmentacdo hepatica (Santos et al. 2014). Com base nisso, essas
células pigmentares também serdo utilizadas como biomarcadoras frente a exposicdo ao
benzo[a]pireno.

Mastdcitos sdo células especializadas em secretar uma variedade de produtos, como
mediadores de lipideos, leucotrienos, proteases e histamina, os quais contribuem no processo
inflamatdrio (Shakoory et al. 2004). Eles desempenham papel importante nos mecanismos de
resposta inflamatdria associada a uma vasta gama de condicdes de estresse, COmo a exposicao
aos xenobioticos (Lauriano et al. 2012). Dessa forma, essas células podem ser usadas como
indicadoras de resposta inflamatéria em varios tecidos (Franco-Belussi et al. 2013b). Payne e
Fancey (1989) mostraram que os HPAs causam danos no sistema imune. O estudo foi
realizado com uma espécie de peixe que sofreu exposicdo de altos niveis de HPA presentes na
agua de aquéario em que se encontravam.

Quanto as células sanguineas, diferentemente de mamiferos, em anfibios os eritrocitos
apresentam-se de forma ovalada e com nucleo localizado centralmente ao citoplasma (Arikan
& Cicek 2014). A exposicdo de vertebrados como peixes e anfibios a contaminantes como
benzo[a]pireno e pesticidas induzem a formacdo de microntcleo (MN) em eritrécitos
maduros (Grinfeld et al. 1986; Candioti et al. 2010; Pastore et al. 2014; Pérez-Iglesias et. al.
2014), dessa forma é utililizado como biomarcador por varios autores (Pérez-lglesias et al.

2014; Josende et al. 2015; Neta et al. 2015). Microndcleos sdo originados a partir de
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fragmentos de cromossomos ou cromossomo inteiro em anafase refletindo eventos
respectivamente, clastogénicos e aneugénicos (Fortin et al. 2015).

Outros parametros hematologicos, como os leucdcitos, também podem ser utilizados
como biomarcadores de contaminacdo ambiental (Dutta et al. 2015; Neta et al. 2015; Zhelev
et al. 2015). Dutta et al. (2015) observaram alteracdo quantitativa nos globulos brancos de
Channa punctatus (Bloch) contaminados com nitrato de chumbo, por isso também

utilizaremos os leucocitos como biomarcadores na exposi¢ao de anuros ao benzo[a]pireno.

Espécie

No Brasil, Physalaemus cuvieri esta distribuida nas regiGes Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul. Essa espécie apresenta coloracdo dorsal varidvel, presenca de uma faixa escura
e espessa que vai do focinho até os membros dianteiros, afinando gradativamente até a regido
inguinal. S&8o terrestres e noturnas, encontradas em areas abertas, principalmente em
ambientes recém-inundadas, vocalizando abaixo de gramineas. Podem ser encontradas
também dentro de pegadas de animais, quando profundas e preenchidas com &gua
(Uetanabaro et al. 2008).

Leptodactylus fuscus possui distribuicdo ampla, pode ser encontrada do Panaméa a
Argentina. Possui o dorso variando de verde-escuro a marrom claro, com manchas marrom-
escuras. Aproximadamente 20% dos individuos apresentam linha dorsal branca a creme. Seu
focinho é pontiagudo com a ponta clara nos machos. Esses animais também sdo terrestres e
noturnos, encontrados em areas abertas. Os machos vocalizam sobre o chdo, nas margens de
lagoas temporarias ou depressdes sujeitas a inundacdo (Uetanabaro et al. 2008).

A justificativa para a escolha das duas espécies se deve ao fato da busca por
generalizacGes em relacdo a morfofisiologia em espécies diferentes, pertencentes a mesma

familia.
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Capitulo 1

Morfologia hepatica de Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus (Anura:
Leptodactylidae)
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Resumo
O figado possui multiplas funcdes sendo o principal 6rgdo de detoxificagdo e pode apresentar

variacdes morfofisioldgicas entre as espécies. O trabalho teve como objetivo descrever o
figado de duas espécies de pequenas ras pertencentes a familia — Leptodactylidae. Para isso,
foram analisados fragmentos hepaticos de 18 exemplares machos de cada espécie
Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus. Seguiram-se 0s processos para analise de
microscopia de luz e eletronica de transmissdo. Na analise histologica e ultraestrutural
confirma-se que os figados de P. cuvieri e L. fuscus sdo bastante semelhantes anatomicamente
entre si e também com outras espécies, como 0 arranjo dos hepatocitos em cordao duplo,
porém ha certas caracteristicas que sdo distintas, tanto entre as espécies quanto em outros
anuros, como a presenca de maior quantidade de reticulo endoplasmatico em L. fuscus e o

arranjo dos hepatocitos em tubulos em L. castebeianus.

Palavras-chave: anuros, figado, ultraestrutura, hepatdcito.
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Introducéo

O figado é a maior glandula dos vertebrados e desempenha um importante papel
qguando nos referimos ao metabolismo, como sintese de proteinas, secrecdo da bile,
armazenamento de metabolitos e detoxificacdo, ou seja, € essencial para a homeostase
corporal. E 0 6rgdo no qual os nutrientes absorvidos sdo processados e armazenados para uso
posterior (Akiyoshi & Inoue 2012).

O arranjo do tecido hepatico estd diretamente relacionado com as caracteristicas
fisioldgicas do animal, como ectotermia e status reprodutivo (Brusle & Anadon 1996). O
componente principal do 6rgdo sdo os hepatdcitos, especialmente responsaveis pelo
metabolismo geral.

Em anuros, o figado, normalmente, é dividido em trés lobos e apresenta variagcdo na
disposicdo do tecido hepatico. Pode ser encontrado na forma de corddo duplo ou tubular
(Spornitz 1975; Duellman & Trueb 1994; Fenerick Junior 2008; Franco-Belussi et al. 2012).

Em consequéncia dessa variacdo encontrada entre as espécies, o trabalho teve como
objetivo descrever o figado de duas espécies diferentes, mas pertencentes & mesma familia —

Leptodactylidae.

Material e Métodos

Coleta dos animais

Foram utilizados 72 espécimes adultos, 36 da espécie Physalaemus cuvieri e 36
Leptodactylus fuscus (projeto aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, protocolo
094 e RAN/IBAMA/MMA 18573- 1) para analise da quantidade de melanina dos
melanomacrofagos e mastdcitos. Desses 72 foram utilizados seis de cada espécie para analise
descritiva.

Os animais foram coletados em brejos proximos a regido de Séo José do Rio Preto,
com pouca influéncia antrépica. Todos os espécimes eram do sexo masculino, pois 0s animais
sdo capturados por busca ativa e somente 0os machos vocalizam. Apds a coleta, 0s animais
foram levados ao laboratorio de Anatomia Comparada do Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas de S&o José do Rio Preto, onde, primeiramente, passaram por um processo de

aclimatacdo por sete dias, com fotoperiodo de 12:12 claro/escuro e temperatura de 25+0,5°C.

Processamento histolégico
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Apb6s o periodo de aclimatacdo, os animais foram eutanasiados com solucéo
benzocaina (0,59/500mL de &gua), o figado foi retirado, pesado em balanga analitica com
precisdo 0,059 e seguiram-se 0s procedimentos para analise.

Para as andlises histologicas fragmentos de figado de Physalaemus cuvieri foram
fixados em solugéo fixadora Karnovisky (tampdo fostato Sorensén 0,1 M, tampdo fosfato pH
7.2 contendo paraformaldeido a 5% e glutaraldeido a 2.5%), por 24 horas, a 4°C. Os
fragmentos de figado de Leptodactylus fuscus foram fixados em Metacarn® (60% metanol,
30% cloroformio, 10% é&cido acético). Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua,
desidratadas em serie alcodlica e emblocadas em historesina (Leica-historesin embedding Kit).
SecgOes de 2um obtidas em micrétomo (RM 2265, Leica, Suiga) foram coradas e observadas
em microscoépio (Leica DM4000 B) com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280).

Para analise em microscopia de luz, os cortes foram corados com Hematoxilina-
eosina, 0,025g de azul de toluidina com bérax (pH 4,0), diluido em 50ml de &gua destilada
com auxilio de um agitador magnético e também com reticulina (Gémori), capaz de corar
fibras reticulares. Na preparacdo dessa ultima coloracdo foram utilizados: acido oxalico 3%,
permanganato de potassio 1%, alimen de ferro 1%, prata amoniacal, formol 10%, cloreto de
ouro 0,2% e hipossulfito de sodio 2%. Todas as solu¢Ges foram gotejadas sobre 0s cortes
histologicos. Apos a reagdo, as laminas foram muito bem lavadas com agua destilada, com a
finalidade de evitar a formacéo de precipitados nos tecidos.

As laminas foram montadas com balsamo do Canada e fotografadas no microscépio
(Leica DM4000 B) com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280). Para cada animal do
grupo controle foi feita uma ldmina com 20 cortes, onde foram fotografados 25 campos
aleatorios e analisada a area de melanina dos melanomacrofagos. A quantificacdo da area dos
cortes foi realizada com a utilizacdo do programa Image Pro-Plus, Media-Cybernetics
Inc.(versdo 6.0). Para a contagem dos mastdcitos foram escolhidos 10 cortes aleatorios do
figado de cada animal, com areas equivalentes, e quantificadas no microscépio (Leica
DM4000 B).

Andlise Ultraestrutural

Para analise da ultraestrutura hepatica os cortes foram fixados durante 2 horas a 25°C
em 3% de glutaraldeido e 0,25% de acido tanico Millonig tampdo de pH 7,3. Depois da

imersdo no tampao, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de smio a 1% diluido no

' Alguns testes feitos no laboratério (depois que os experimentos com Physalaemus cuvieri j& haviam sido feitos)
mostraram que o fixador preserva melhor o material e por isso foi utilizado.
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mesmo tampéo durante 1 hora, desidratados em acetona, e embebidos em Araldite (Cotta-
Pereira et al. 1976). Cortes ultrafinos (50-75 nm) foram contrastados com acetato de uranilo a
2% durante 20 min (Watson 1958), e citrato de chumbo numa solucdo de hidréxido de sédio
(Venable & Coggeshall 1965) durante oito minutos e examinados em microscopio eletrénico

de transmisséo Leo-microscopio Zeiss EM - 906 operando a 80 kV.

indice Hepatossomatico

O indice hepatossomatico (IHS) é calculado a partir do peso do figado em relacdo ao
peso total de cada espécime. Para cada animal foi calculado o IHS e depois foi feita a média
dos 6 animais de cada espécie para saber o valor do indice no periodo reprodutivo.

Resultados

Andlise descritiva do figado de Physalaemus cuvieri

O figado de P. cuvieri localiza-se na cavidade pleuroperitoneal, sendo que seu
tamanho, forma e volume estdo relacionados com 0s seguintes 6rgdos: coracdo e pulmdes;
sendo possivel assim observar as depressdes do coragdo na superficie dorsal do érgéo,
enquanto que a superficie ventral mostra-se lisa, sem sinais de impressdes anatdbmicas. O
indice hepatossomatico da espécie é 1,18% durante o periodo reprodutivo. De coloracdo
marrom, o figado pode ser dividido em trés lobos: direito, médio e esquerdo (Fig. 1).
Dorsalmente, entre os lobos hepaticos, encontra-se a vesicula biliar, esférica e com coloragdo
verde escuro devido a bile.

O figado é revestido por uma fina capsula de tecido conjuntivo (Fig. 2A), enquanto o
parénquima hepatico é sustentado por fibras reticulares (Fig. 2B). O elemento celular do
figado é o hepatocito (Fig. 2C). Também sdo evidentes macréfagos pigmentados ou
melanomacrofagos (Fig. 2C) e células com funcdo de protecdo, os mastécitos, que estdo
dispersos por todo o tecido hepatico, inclusive dentro dos sinusoides (Fig. 2D).

Na analise ultraestrutural é possivel observar a associagdo dos melanomacréfagos com
sinusoides hepaticos (Fig. 3A). Em uma visdo mais detalhada dessa célula podemos ver a
presenca dos granulos de melanina que constituem o melanomacrofago (Fig. 3B) e também,
seus respectivos nucleos (Fig. 3B). Além de melanina, os MMs armazenam lipideo (Fig. 3C),
que se acumulam devido ao metabolismo hepatico.

O parénquima hepatico ¢ formado por uma camada de hepatdcitos, dispostos em

corddo duplo (Fig. 4A). Esses hepatocitos sdo poliédricos e possuem citoplasma volumoso,
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com nucleo central e nucléolo (Fig. 4B). Alguns hepatdcitos podem apresentar mais
heterocromatina (Fig. 4B) do que eucromatina e o numero de nucléolo pode ser varidvel (de 1
a 4). No hepatdcito também pode se notar grande quantidade de mitocondrias, reticulo
endoplasmatico liso (Fig. 4C) e glicogénio (Fig. 4D).

Canaliculos biliares séo evidentes, podendo ser delimitados por até quatro hepatocitos
(Fig. 4E). Na figura 4F destaca-se o limite entre dois hepatdcitos e a matriz extracelular com

fibras colagenas.

Analise descritiva do figado de Leptodactylus fuscus

Durante o periodo reprodutivo o indice hepatossomatico de L. fuscus é 1,44%. A
localizacdo e forma do figado de L. fuscus é idéntica a de P. cuvieri (Fig. 5). Em relacdo a
histologia, hd semelhangas macro e microscopicas. Externamente, o figado dessa espécie é
coberto por uma céapsula de tecido conjuntivo (Fig. 6A). No parénquima hepatico podem-se
notar as fibras reticulares (Fig. 6B), responsaveis pela sustentacdo do 6rgao.

Melanomacréfagos sdo células que também estdo presentes no parénquima hepatico
(Fig. 6C), mas o principal constituinte do figado € o hepatdcito (Fig. 6D), que pode se arranjar
na forma de cordBes dependendo da disposicdo dessas células. Células do sistema imune
também estdo presentes no figado. O mastécito € 0 mais comum e esta presente por todo o
tecido hepatico, inclusive dentro de vasos sanguineos (Fig. 6E).

Assim como a figura 6C e 6D, a figura 7A ilustra o parénquima hepatico com
hepatocitos e melanomacrofagos, porém na microscopia eletrdnica de transmissdo, na qual é
possivel notar com mais detalhes os constituintes do tecido hepatico. Os hepatdcitos possuem
arranjo cordonal dispostos em dupla camada, com nucléolo Unico (Fig. 7B). No citoplasma
dos hepatdcitos sdo encontradas muitas mitocondrias (Fig. 7C), reticulo endoplasmatico liso
(Fig. 7C), complexo de Golgi (Fig. 8A) e glicogénio (Fig. 8B). Analisando as imagens, nessa
espécie é perceptivel que ha menos glicogénio do que em Physalaemus cuvieri quando
comparadas. S&o encontradas tambem, prolongamentos dos MMs para dentro dos sinusoides,
a fim de facilitar trocas de substancias (Fig. 8C).

Além disso, ha ductos biliares (Fig. 8D), com corpos vesiculares (Fig. 8D). Pode-se
notar que um dnico ducto pode drenar até quatro hepatocitos (Fig. 8E). No tecido hepatico é
possivel encontrar muitos sinusoides (Fig. 8F) e associados a eles estdo as células de Kupffer
(Fig. 8F) e os melanomacréfagos (Fig. 9A). Na periferia desse tipo celular encontra-se um

nucleo denso, devido a maior quantidade de heterocromatina do que eucromatina (Fig. 9B).
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No restante da célula notamos a presenca de vacuolos (Fig. 9C), granulos de melanina (Fig.
9D) e outro pigmento, a lipofuscina (Fig. 9D).

Discusséo

A descricdo da anatomia de qualquer 6rgdo em condicdo normal é de suma
importancia a fim de conseguir identificar histopatologias em 6érgdos que sofrem alteracdes
decorrentes de contaminacdo, estresse, infec¢do, parasitos e toxinas. Além disso, facilita o
entendimento da interacdo da morfologia com a fungdo do 6rgao.

A disposicdo do tecido hepatico é diretamente relacionada a caracteristicas fisioldgicas
dos animais, tais como ectotermia e status reprodutivo (Brusle & Anadon 1996). Esses
mesmos autores afirmam que existem variacfes no indice hepatossomatico (IHS) entre os
sexos, em diferentes idades, dependendo da alimentacédo, reproducdo e estresse. No periodo
reprodutivo, o indice hepatossomatico de P. cuvieri foi 1,18% e L. fuscus 1,44%. Euphempix
nattereri apresentou IHS de 1,37% (Franco-Belussi et al. 2012), bastante semelhante aos
nossos e também no mesmo periodo. Em Osteichthyes é descrito que o IHS é cerca de 1 a 2%
(Brusle & Anadon 1996) e, embora sejam animais representantes de outra classe apresentam
indice semelhante aos anfibios.

A quantidade de melanomacrofagos, o tamanho e distribuicdo do pigmento podem
variar em diferentes espécies, idade do animal, estresse e ciclo anual (Agius 1980; Wolke
1992; Fournie et al. 200; Barni et al. 2002). Nosso estudo comprova que a quantidade de
melanina presente nos melanomacrofagos e a densidade de mastdcitos também variam em
diferentes espécies, ou seja, cada espécie, por mais que seja da mesma familia (como
Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus) pode apresentar diferencas nos padroes
celulares, o que pode estar relacionado a fisiologia do animal.

Jungueira & Carneiro (2008) afirmam que os hepatocitos de mamiferosestdo
radialmente dispostos no l6bulo hepatico, agrupados em placas interconectadas. Segundo
Spornitz (1975), o arranjo tipico dos hepatocitos em anuros é tubular, em forma de placa e
rodeado por sinusoides, mas afirma também que pode haver varia¢des. Franco-Belussi et al.
(2012) descrevem que Euphempix nattereri possuem os hepatdcitos dispostos em cordao
duplo, ou seja, formados por uma camada de duas células.

Em E. nattereri a disposi¢do dos hepatocitos € associada com melanomacrofagos e

canaliculo biliar. Além disso, nessa mesma espécie, hd uma grande quantidade de organelas,
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como mitocondrias e complexo de Golgi, devido a intensa atividade metabolica. Outra
semelhanca de E. nattereri, P. cuvieri e L. fuscus é a divisdo do figado dessas espécies em trés
lobos: direito, médio e esquerdo. Essa mesma divisdo também é observada em peixes
teledsteos, com um lobo central ou médio, e dois lobos hepaticos laterais: direito e esquerdo
(Brusle & Anadon 1996; Bombonato et al. 2007).

Além da divisdo em lobos, Bombonato et al. (2007) mostram a distribuicdo dos
melanomacrofagos ao longo do parénquima hepatico de peixes da espécie Leporinus
macrocephalus e também sua associacdo com vasos sanguineos, acimulo de melanina e de
lipofuscina. Ainda afirmam que essas substancias estéo relacionadas com o estado nutricional
do peixe.

Os melanomacrofagos ndo sdo as unicas células associadas aos sinusoides. Células de
Kupffer sdo macrdéfagos encontrados na superficie luminal das células endoteliais. Sdo células
muito ativas na fagocitose e algumas de suas funcdes sdo: metabolizar eritrocitos velhos,
digerir hemoglobina, secretar proteinas relacionadas com processos imunoldgicos e destruir
bactérias (Junqueira & Carneiro 2008).

Coerente com o que encontramos na analise ultraestrutural, Spornitz (1975) destaca
uma grande quantidade de glicogénio no parénquima hepéatico de Xenopus laevis, mas
também, em outras espécies de anfibios, portanto ele ressalta que isso deve ser reconhecido
como uma caracteristica tipica de anfibios, visto que nem em mamiferos como homem, rato e
porco foi encontrado tanto glicogénio.

Akiyoshi & Inoue (2004) mostraram que peixes possuem 0s hepatocitos na forma
poliédrica, com nucleo arredondado. O arranjo da célula pode ser na forma de cordao, tubular
ou forma solida, mas na maioria das vezes que foi encontrado na forma de corddo foi
classificado como simples, ou seja, uma Unica camada de hepatdcitos.

Apesar da similaridade no arranjo hepatico de P. cuvieri, L. fuscus, E. nattereri e até
mesmo quando comparamos com peixes, existem espécies que possuem arranjo hepético
distinto de outros anfibios, mas semelhante ao de peixes. Lithobates catesbeianus, por
exemplo, possui hepatdcitos com arranjo tubular, na forma de placas e cercados por
sinusoides. Os hepatocitos apresentam-se como células grandes e poliédricas (como também
foi observado em nosso estudo), com nucleo arredondado e nucléolo evidente. Destaca-se
também, a presenca de reticulo endoplasmatico granular, geralmente disposto em lamelas
(Fenerick Junior 2008).

Akiyoshi & Inoue (2012) fizeram um estudo comparando o figado das trés ordens de

Amphibia (Anura, Caudata e Gimnofiona) e os resultados mostraram que 0s hepatocitos
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variavam no formato. Os hepatdcitos da ordem Anura sdo quadrados e poliédricos, em
Caudata séo redondos e em Gimnofiona também sdo quadrados. Nas trés ordens foi descrito
um nucleo arredondado. Nesse mesmo estudo os autores afirmam que o figado dos anfibios
pode estrar arranjado em placas com uma, duas ou diversas camadas de célula de espessura,
mas a ordem Anura especificamente apresenta arranjo das placas com uma Unica camada de
celula, assim como nos mamiferos (Elias & Bengelsdorf 1952).

Portanto, o figado € um érgdo com estrutura bastante conservada nos anfibios em

relacdo ao formato dos hepatdcitos e a forma em que estao distribuidos.
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Figuras

Figura 1. Anatomia dofigado de P. cuvieri. LD= LoboDireito, LIM= Lobo Médio; LE= LoboEsquerdo. Escala: 1mm.
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Figura 2. A: Figado de P. cuvieri. Cdpsula de tecido conjuntivo (seta), color. Reticulina; B: Fibras reticulares (setas), Reticulina;
C: Hepatdcito (seta), Melanomacréfago (*), H/E; D: Mastdcitos (cabega de seta) dentro de um sinusoide, Azul de Toluidina com

Bérax.
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Figura 3. A: Visio geral do figado de F. cuvieri. MM= Melanomacréfagos, 5= sinusoides, H = Hemdceas; B: L= Lipofuscina,
M= Melanina; C: L= Lipideo, N= Nuicleo do melanomacréfago. Aumentos: A:1.000x;B:10.000x;C: 16.700x.
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Figura 4. A: Arranjo dos hepatdcitos de P. cuwiert em corddo duplo (setas), MM= Melanomacréfago, H= Hemdcea, B:
Hepatdcito de forma poliédrica com muitas mitocdndrias (*) e micleo com heterocromatina (setas); C: Reticulo Endoplasmatico
Liso (REL) (*), Membrana basal do hepatdcito (seta), Mit= Mitocdndtia; D: Grinulos de Glicogénio (setas), Mit= Mitocdndria; E:
Canaliculo biliar (*) delimitando 4 hepatdcitos, Desmossomo (circula); F: Limite entre 2 hepatdcitos (seta sem cabega), Fibra



Figura 5. Anatomia dofigadode L. fuscus. LD= Lobo Direito; LIM= Lobo Médio; LE= LoboEsquerdo. Escala: 1mm.
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Figura 6. A: Figado de L fuscus. Cdpsula de tecido conjuntivo (seta), color. Reticulina; B: Fibras reticulares (setas), Reticulina,
C: Melanomacréfago (circulo), H/E; D: Hepatdcito (cabega da seta), H/E; E: Mastdcitos (seta) dentro de um sinusoide, Azul de

Toluidina com B drax.
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Figura 7. A: Visio geral do figado de L fuscus. MM= Melanomacréfagos, H = Hepatdcito; B: Arranjo dos hepatdcitos em cordio
duplo (setas); C: Mitocdndrias (*), Reticulo Endoplasmaético Liso (REL) (cabega de seta). Aumentos: A: 1.000x; B: 10.000x; C:
16.700x.
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L

Figura 8. A: Complexo de G;lgx (estrela); B: Glicogénio (cabega de seta), Mitocdndrias (Mit); C: Prolongamento dos MMC's; D:

Ducto biliar com corpos vesiculares (¥); E: Canaliculo biliar (*¥) delimitando 4 hepatdcitos (H); F: Vaso sanguineo com hemdcea
(¥, célula endotelial (seta) e célula de Kupffer. Aumentos: A: 40.000x; B: 40.000x; C: 16.700x; D: 8.000x; E: 10.000x; F:
27.000x.
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Figura 9. A:. Melanomacréfago (MM) associado ao sinusoide, Hemdcea (*), Fibroblasto (seta); B: Nucleo do melanomacrdfago
(seta); C: Vaciolo (*) dentro do melanomacréfago; D: Lipofuscina (L), Grinulos de melanina (cabega de seta). Aumentos: A

4000x;B:8.000x,C:27.000x;D: 14.000x.
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Capitulo 2

Efeitos do benzo[a]pireno nos melanomacrofagos e mastocitos
hepéticos de Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus (Anura:
Leptodactylidae)
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Resumo

A permeabilidade cutanea e ciclo de vida dependente do ambiente aquético e
terrestre maximiza a exposicdo dos anuros aos contaminantes, como o
benzo[a]pireno (BaP), composto cancerigeno e mutagénico produzido na
combustdo incompleta. Os anuros possuem células hepaticas com fungbes
protetoras que possibilitam a sobrevivéncia e adaptacdo dos animais: 0s
melanomacrofagos (MMs) e os mastocitos, biomarcadores de contaminag&o.
Assim, os objetivos do trabalho foram avaliar os efeitos do BaP na melanina dos
MMs hepéticos e também a densidade de mastocitos das espécies Physalaemus
cuvieri e Leptodactylus fuscus. Foram utilizados os figados de 36 P. cuvieri e 36
L. fuscus. Cada espécie foi submetida a 6 tratamentos: cont 24h, cont 7d, cont
13d, trat 24h, trat 7d e trat 13d. Os tratados receberam injecdo subcutanea com
2mg/kg de BaP, diluido em 6leo mineral e os controles receberam apenas 6leo
mineral. Seguiram-se 0s processos para analise de microscopia de luz. Com 7d de
tratamento, a area de melanina reduziu nas duas espécies e em 13d de tratamento
aumentou em L. fuscus. A diminuicdo pode estar relacionada ao efeito citotoxico
do composto, enquanto o aumento em 13d pode ter relacdo com ajuste fisioldgico
devido a funcdo de detoxificacdo dos MMs. Houve aumento da densidade de
mastocitos nas duas espécies e em todos 0s grupos tratados com o contaminante.
Essa resposta esta relacionada com a funcdo de protecdo em respostas
inflamatorias, por meio da apresentacédo de antigenos.

Palavras-chave: benzo[a]pireno, mastécito, melanomacréfago, anuro.
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Introducéo

Nos ultimos anos, o numero de estudos ecotoxicologicos em anfibios tem
crescido demasiadamente (Burlibasa & Gavrila 2011) e algumas caracteristicas
peculiares justificam tamanha preocupagdo com essa classe em particular.
Acredita-se que esses animais sejam bastante sensiveis aos poluentes, pois a pele
¢ altamente permeavel e o ciclo de vida dependente tanto do ambiente aquéatico
quanto terrestre, o que pode maximizar sua exposi¢do (Conrad 2010; Burlibasa &
Gavrila 2011). Essas caracteristicas tornam os anfibios vulnerdveis a varios
estressores (Rabb 1990; Duellman & Trueb 1994) como o contaminante
benzo[a]pireno e ambas as fases, aquatica e terrestre, estdo sujeitas aos efeitos
desse composto e de varios outros presentes no ambiente (Unger 2003; Burlibasa
& Gavrila 2011).

O benzo[a]pireno (BaP) ¢ um contaminante pertencente a classe dos
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA), produzido na combustao
incompleta de matéria organica, portanto pode ser originado naturalmente em
queimadas e vulcOes (Zakaria et al. 2002; Ou et al. 2004; Luo et al. 2008; Jiao et
al. 2009) ou em decorréncia de acdo antrépica (Juhasz & Naidu 2000; Bertilsson
& Widenfalk 2002; Stogiannidis & Laane 2015), na producdo de carvao mineral,
gueima de carvao vegetal e processos de utilizacdo do petréleo e seus derivados
(extragdo, transporte e refino) (Bamforth & Singleton 2005; Kim et al. 2008;
Morillo et al. 2008a).

Devido as suas caracteristicas lipofilicas, o benzo[a]pireno pode se
acumular nos solos e sedimentos (Stark et al. 2003; Morillo et al. 2008a; Agarwal
2009; Harris et al. 2011), mas também pode ser encontrado no ambiente aquatico,
absorvido na matéria organica (Hylland 2006; Stogiannidis & Laane 2015). A
exposicdo dos anuros pode ocorrer por inalagdo, administracdo na dieta, via
cuténea ou injecdo intraperitoneal. Além disso, a bioativagdo do composto no
organismo produz metabdlitos mutagénicos e cancerigenos (Collins 1991; Kanaly
& Harayama 2000).

Em consequéncia de algumas caracteristicas dos poluentes, sabe-se que

eles podem interferir na vida dos anfibios de diversas maneiras, reduzindo a taxa
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de crescimento, atuando como desregulador enddcrino, afetando o
comportamento, podendo levar o animal a 6bito (Blaustein 2002). Porém, alguns
mecanismos de protecdo possibilitam aos anuros sobreviverem e se adaptarem ao
ambiente antropizado. Dentre eles, podemos citar duas células: o0s
melanomacrdfagos e os mastocitos, células presentes no figado, que é o principal
orgao de detoxificacdo e também de metabolizagdo do benzo[a]pireno (Foth et al.
1988).

Melanomacréfago (MM) é um macréfago que produz e armazena
melanina, além de lipofuscina e hemosiderina. A melanina é sintetizada
endogenamente (Césarini 1996) e tem a funcdo de absorver e neutralizar radicais
livres, cations e outros agentes potencialmente tdxicos, derivados da degradacao
de material celular fagocitado (Zuasti et al. 1989). A hemosiderina € produto do
catabolismo da hemoglobina dos eritrocitos (Kranz 1989) e a lipofuscina,
pigmento derivado da oxidacdo de acidos graxos (Pickford 1953).

Os melanomacréfagos sdo encontrados em 6rgdos hematopoiéticos como
figado, baco e rins (Agius 1980; Cesarini 1996) de animais ectotérmicos (peixes,
anfibios e répteis) (Wolke 1992; Fournie et al. 2001; Loumbourdis & Vogiatzis
2002; Fishelson 2006). Essa célula pode se agregar formando o que denominamos
de centros de melanomacrofagos (MMC) (Agius 1981). Algumas das fungdes dos
melanomacrofagos sdo: a destruicdo, detoxificacdo ou reciclagem de materiais
enddgenos e exdgenos, bactericida, imunidade (Agis & Roberts 2003; Passantino
et al. 2013, Franco-Belussi 2013b).

Alguns estudos mostram alteracfes morfologicas nos melanomacréfagos
quando ha exposicdo por contaminantes (Franco-Belussi 2013b; Cakici 2015). Por
esse motivo, essas células sdo utilizadas como biomarcadoras de contaminacgao
(Paetow 2012; Santos et al. 2014). Passantino et al. 2013 apresentam resultados
com base em estudos com peixes de regides poluidas e ndo-poluidas.

Mastocitos sdo células especializadas em secretar uma variedade de
produtos, como mediadores de lipideos, leucotrienos, proteases e histamina, 0s

quais contribuem no processo inflamatério (Shakoory et al. 2004). Eles
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desempenham papel importante nos mecanismos de resposta inflamatdria
associada a uma vasta gama de condigOes de estresse, como a exposi¢cdo aos
xenobidticos (Lauriano et al. 2012). Dessa forma, essas células podem ser usadas
como indicadoras de resposta inflamatoria em varios tecidos (Franco-Belussi et
al. 2013b). Payne e Fancey (1989) mostraram que os HPAs causam danos no
sistema imune. O estudo foi realizado com uma espécie de peixe exposta a altos
niveis de HPA.

Os objetivos do trabalho foram avaliar os efeitos do benzo[a]pireno na
melanina presente no interior dos melanomacréfagos hepaticos e também a

densidade de mastocitos das espécies Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus.

Material e Métodos

Coleta dos animais

Foram analisados 36 espécimes adultos de Physalaemus cuvieri e 36 de
Leptodactylus fuscus (projeto aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais,
protocolo 094 e RAN/IBAMA/MMA 18573- 1), todos do sexo masculino.

Os animais foram coletados em brejos proximos a regido de Sao José do
Rio Preto, com pouca influéncia antropica. Apds a coleta, os animais foram
levados ao laboratério de Anatomia Comparada do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas de S&o José do Rio Preto, onde, primeiramente, passaram
por um processo de aclimatacdo por sete dias, com fotoperiodo de 12:12
claro/escuro e temperatura de 25+0,5°C e posteriormente injecdo subcuténea do
composto. As injecdes ocorreram no dorso do animal, préximas do membro
inferior, a fim de evitar perfuracdes nos orgaos.

Todos os animais foram alimentados com droséfilas durante o periodo
experimental e o alimentado era ofertado logo apos as inje¢des para evitar mais

periodos de estresse.

Experimentos com benzo|a]pireno
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O experimento foi realizado em 3 tempos: 24h, 7 e 13 dias, onde 0s
animais receberam uma concentracdo de 2mg/kg de benzo[a]pireno, diluida
0,02ml de 6leo mineral Nujol. Para cada espécie havia 6 grupos experimentais
com 6 animais em cada grupo: controle de 24h (cont24h), tratado de 24h
(trat24h), controle de 7 dias (cont7d), tratado de 7 dias (trat7d), controle 13 dias
(contl13d), tratado de 13 dias (trat13d). Os grupos controles receberam apenas
6leo mineral. A aplicacdo do composto e do 6leo ocorreu a cada 48h, até o final
do experimento. As concentracBes foram escolhidas com base nos artigos de
Padros et al. (2003) e Malmtrom et al. (2004), com adaptacoes.

Apos o periodo experimental os animais foram eutanasiados com solucéo
benzocaina (0,59/500mL de agua), o figado foi retirado, pesado em balanca

analitica com precisdo 0,05¢g e seguiram-se 0s procedimentos para analise.

Processamento histolégico

Para as analises histologicas fragmentos de figado foram fixados em
solucdo fixadora Karnovisky (tampdo fostato Soérensén 0,1 M, tampéo fosfato pH
7.2 contendo paraformaldeido a 5% e glutaraldeido a 2.5%), por 24 horas, a 4°C.
Os fragmentos de figado de Leptodactylus fuscus foram fixados em Metacarn?
(60% metanol, 30% cloroférmio, 10% acido acético). Posteriormente, as amostras
foram lavadas em agua, desidratadas em série alcodlica e emblocadas em
historesina (Leica-historesin embedding kit). Sec¢des de 2 um obtidas em
microtomo (RM 2265, Leica, Suica) foram coradas e observadas em microscépio
(Leica DM4000 B) com sistema de captura de imagens (Leica DFC 280).

Anédlises quantitativas

Os cortes foram corados com Hematoxilina-eosina e a quantificacdo da
pigmentacdo realizada com a utilizagdo do programa Image Pro-Plus, Media-
Cybernetics Inc.(versdo 6.0) de acordo com a proposta de Santos et al. (2014), o

qual se baseia na diferenca de intensidade de coloragdo. Para cada animal foi feita

? Alguns testes feitos no laboratério (depois que os experimentos com Physalaemus cuvieri ja
haviam sido feitos) mostraram que o fixador preserva melhor o material e por isso foi utilizado.
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uma lamina com 20 cortes, onde foram fotografados 25 campos aleatorios e
analisada a area de melanina dos melanomacréfagos.

A fim de detectar a presenca de mastocitos no figado usou-se 0,025g de
azul de toluidina com bérax (pH 4,0), diluido em 50ml de &gua destilada. Os
cortes foram lavados em &gua destilada por 1 minuto, corados pelo azul de
toluidina por 30 segundos, lavados em agua destilada, deixados secar para
montagem com balsamo do Canada. Foram escolhidos 10 cortes aleatorios de
cada animal para a contagem dos mastdcitos. A quantificacdo da area dos cortes
foi realizada com a utilizacdo do programa Image Pro-Plus, Media-Cybernetics
Inc.(versdo 6.0).

Andlises estatisticas

Para avaliar se a area dos melanomacrofagos (varidvel dependente)
variaram com o tempo de administragio do benzo[a]pireno (varidvel
independente) entre as duas espécies foi utilizado Andlise de Variancia Dois
Critérios (TWO WAY ANOVA) e para testar os efeitos do tratamento em cada
espécie, Andlise de Variancia Um Critério (ONE WAY ANOVA).

Para avaliar se a densidade de mastocitos (varidavel dependente) variou
com o tempo de administragdo do benzo[a]pireno (variavel independente) em
cada especie, foi utilizado Andlise de Variancia Um Critério (ONE WAY
ANOVA).

Todos os dados foram previamente transformados pelo Log para
corroborar com o pressuposto de homogeneidade e variancia e complementados

com o teste de Tukey. O programa de estatistica utilizado foi o R 3.0.

Resultados

Efeitos do benzo[a]pireno nos melanomacréfagos

Nossos resultados mostraram que L. fuscus possui maior area de melanina
nos melanomacrofagos que P. cuvieri (F= 33,47; P<0,01) (Fig. 1), porém a

resposta frente exposicao ao BaP foi semelhante nas duas espécies.
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O contaminante benzo[a]pireno alterou a area de melanina presente nos
melanomacrofagos nas duas espécies. Em P. cuvieri, com 7 dias de tratamento, a
area de ocupacdo de melanina reduziu em aproximadamente 42% (F= 47,82,
P<0,01), enquanto que em L. fuscus houve decréscimo de 64% da area de
melanina em 7 dias e aumento de 38% (F=57,01; P<0,001) em 13 dias (F=57,01,
P<0,001) (Fig 2).

Efeitos do benzo[a]pireno na densidade de mastocitos

BaP alterou a densidade de mastécito em Physalaemus cuvieri em todos 0s
grupos tratados com o contaminante. Os aumentos das densidades foram o dobro
em cada tratamento, em relacdo ao seu respectivo controle (F=28,03; P<0,05).
Esse aumento também foi encontrado em todos o0s grupos tratados de
Leptodactylus fuscus, sendo eles: 11,5x (F=84,88; P<0,05) em 24h; 1,28x
(F=84,88; P<0,05) em 7d; 1,65x (F=84,88; P<0,01) em 13d (Fig 3).

Discusséo

Com relacdo a exposicdo das duas espécies ao BaP, com 24h de tratamento
ndo houve alteracdo na area de melanina dos melanomacréfagos. Isso pode ter
acontecido porque o periodo foi muito curto para essas células comecarem a
responder nesse nivel de avaliacdo histopatoldgica. O tamanho dos organismos,
taxa de ingestdo, taxa de crescimento, a permeabilidade da membrana e frequéncia
ventilatoria sdo processos bioldgicos que influenciam a absor¢do de HPAS nos
organismos (Juhasz & Naidu 2000). N6s acreditamos que esses processos estejam
influenciando de alguma forma na resposta imediata de 24h nos MMs.

Franco-Belussi et al., (2013b) demonstraram que sob exposicéo de LPS de
E. coli ndo ha alteracdo na &rea de melanina dos melanomacréfagos do anuro
Euphempix nattereri em tempos mais curtos como: 2h, 6h, 12h. Somente com
24h e 48h que a pigmentacdo hepatica aumentou. Além da fisiologia do animal
influenciar no tempo de resposta dos melanomacro6fagos, é provavel que o tempo

de agéo dos compostos sejam distintos, visto que o LPS comeca agir com 24h.
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Para hormonios sexuais (estradiol e testosterona) ocorre diminuicdo da
pigmentacdo hepatica em 8 dias de tratamento com estradiol e aumento de
testosterona (Zieri et al. 2015). Isso pode estar relacionado ainda ao metabolismo
de cada composto e a atuacdo de cada catabolito na fisiologia hepatica e dos
MMs.

Enquanto que, certos trabalhos destacam o aumento dos MMs quando ha
exposicdo por metal pesado ou o organismo habita rio poluido (Fenoglio 2005;
Louboudis & Vogialitz 2002), nos ressaltamos em nosso trabalho que essas
células responderam de maneira oposta quando expusemos 0s animais ao BaP,
pois a area de melanina dos melanomacréfagos diminuiu com o tratamento.

Em 7 dias de exposicdo, ha diminuicdo na area ocupada pela melanina nos
melanomacrofagos. Um estudo recente com anuros da espécie Xenopus tropicalis
expostos ao benzo[a]pireno mostrou decréscimo da 4rea pigmentar dos
melanomacroéfagos do figado apds 12, 18 e 24h de exposicdo. Com 18h houve a
maior reducdo dessas células, pois havia trés vezes menos MMs em relacdo ao
controle. Os autores acreditam que essa reducdo esta relacionada com estresse
hepético e apoptose de hepatdcitos (Regnault et al. 2014).

Pronina (2014) estudou peixes da espécie Rutilus rutilus em dois lagos
russos diferentes: um estava contaminado com uma toxina (microcistina de
cianobactéria) e o outro onde essa cianobactéria era ausente. Este ultimo foi
utilizado como controle. Analisando os melanomacréfagos hepéaticos dos peixes
que viviam no lago contaminado foi possivel notar que houve uma reducdo da
area ocupada pelos MMs comparando com os animais do lago controle.

Payne e Fancey (1989) observaram alteracdes degenerativas graves e uma
diminuicdo no numero de MMs no figado de Pseudopleuronectes americanus
mantidos num aquéario com altos niveis de HPAs. Eles revelam que um elevado
nivel de polui¢do provoca uma diminuigdo da atividade fagocitica dos macrofagos
e 0 sistema imune dos peixes, 0 que leva a degeneracio dos MMs. E possivel que
essa classe de composto seja responsavel por esse tipo de resposta, pois outro
estudo com HPA, os melanomacrdfagos de peixes também foram encontrados em

menores quantidades do que no grupo controle (Weeks 1984). Em sintese, altas
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dosagens causam estresses celulares ou tém efeitos citotoxicos e a resposta,
paradoxalmente, pode ser inversa ao esperado.

Apos 13 dias de tratamento houve aumento da melanina dos MMs, mas
somente em Leptodactylus fuscus. Zieri et al. (2015) em um trabalho com o
horménio 17 p-estradiol injetado no anuro Eupemphix nattereri mostrou que, oito
dias apds o experimento, a area dos MMs que contém melanina diminuiu. Por
outro lado, os animais analisados ap6s um periodo de recuperacdo de 15 dias
mostrou que a area pigmentada ap0s injecdo do hormonio foi maior do que a do
grupo de oito dias, mas semelhante ao grupo controle.

Barni et al. (2002) afirmaram em seu trabalho com Rana esculenta, que o
figado é um o6rgao muito plastico. As células hepaticas, que contém pigmento séo
muito sensiveis a certos ritmos biol6gicos anuais como a hibernacdo, pois as
células pigmentadas do figado analisadas durante o pleno periodo de atividade do
animal estdo presentes em menor quantidade quando comparada com o periodo de
hibernacdo, quando ha o aumento da quantidade de células que contém pigmento.
Portanto, essa plasticidade pode ndo estar restrita somente a esses fatores
relacionados com ritmos bioldgicos, mas também aos contaminantes, tendo em
vista que ndo houve diferenca em 13 dias de exposic¢ao ao BaP.

NOs supomos que ap0Os diminuicdo em sete dias houve um ajuste da
fisiologia celular dos MMs e eles adquiriram sensibilidade para responder em 13
dias, devido as funcbes de detoxificacao.

Nosso estudo mostrou aumento dos mastocitos em todos os tratamentos
em ambas as espécies. Mastdcitos sdo células especializadas em secretar uma
variedade de produtos, como mediadores de lipideos, leucotrienos, proteases e
histamina, 0s quais contribuem no processo inflamatério (Shakoory et al. 2004).
Dessa forma, essas celulas podem ser usadas como indicadoras de resposta
inflamatdria em varios tecidos (Franco-Belussi et al. 2013b).

Franco-Belussi et al. (2013b) relatam em seu trabalho um grande aumento
dos mastocitos do figado de Eupemphix nattereri 2h apds injecdo de LPS de E.

coli. Nesse mesmo trabalho foi quantificado também o nimero de mastocitos nos
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testiculos. Os resultados mostraram que o numero foi mais elevado apo6s 12h e
48h de tratamento com LPS.

Franco-Belussi et al. (2014) mostraram que ap6s 12h de injecdo com LPS
em Eupemphix nattereri, 0 nimero de mastécitos nos testiculos triplicou. Isso
pode ter acontecido devido a infiltragdo de exudados de células inflamatérias e
imunes na regido intersticial.

Ma et. al. (2011) mostraram em seu estudo com ratos que O
benzo[a]pireno causou aumento dos linfocitos e enzimas envolvidas em
inflamacdo, além de aumento do vaso sanguineo. Moller et. al. (2014) em seu
trabalho relataram aumento de linfocitos B e T no figado das trutas contaminadas
com o BaP. Dessa forma esses autores mostraram que 0 composto causa
inflamacéo.

No figado P. cuvieri e L. fuscus o BaP deve ter desencadeado uma resposta
inflamatéria no tecido hepéatico, o que aumentou a densidade de mastdcitos,
devido a sua funcdo de protecdo em respostas inflamatorias. Portanto, as células
respondem diferentemente ao efeito do contaminante, visto a diminuicdo da

melanina dos melanomacré6fagos e 0 aumento dos mastocitos.
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Efeitos do benzo[a]pireno nas células sanguineas de Physalaemus
cuvieri e Leptodactylus fuscus (Anura: Leptodactylidae)
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Resumo
O declinio dos anfibios esta relacionado com varios fatores, entre eles, a poluigdo

em decorréncia de contaminantes como o benzo[a]pireno. A distribuicdo dos
contaminantes nos organismos é feita por meio do fluxo sanguineo. A exposicdo a
poluentes quimicos ou a hipoxia ambiental pode induzir alteragdes nos pardmetros
hematoldgicos dos animais a formagdo de microndcleos. Dessa forma, o0s
objetivos do trabalho foram avaliar os efeitos do benzo[a]pireno nos eritrocitos ¢
leucdcitos de Physalaemus cuvieri e Leptodactylus fuscus. Foram utilizados o
sangue de 36 P. cuvieri e 36 L. fuscus. Para cada espécie havia 6 tratamentos, com
6 animais em cada um: cont 24h, cont 7d, cont 13d, trat 24h, trat 7d e trat 13d. Os
tratados receberam injecdo subcutdnea com 2mg/kg de BaP, diluido em o6leo
mineral e os controles receberam apenas 6leo mineral. Seguiram-se 0S processos
para andlise sanguinea. Os animais tratados ndo apresentaram alteracdo na
frequéncia dos MN em nenhuma das duas espécies, provavelmente porque as
células mais danificadas sofreram morte celular ou perderam capacidade de entrar
em mitose. Na contagem diferencial de leucocitos, somente eosinofilos e
neutréfilos de L. fuscus mostraram alteracdo sob efeito do BaP, em 13d. A
diminuicdo percentual dos eosindfilos pode estar relacionada com alteracdo da

funcdo imune e o aumento dos neutréfilos a sua funcdo em resposta inflamatoria.

Palavras-chave: microndcleo, leucécitos, benzo[o]pireno, anuros.
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Introducao
Os anfibios sdo considerados um grupo em declinio (Stuart et al. 2004;

Wake & Vredenburg 2008; Hayes et al. 2010; Blaustein et al. 2011). Dentre os
motivos para o declinio podemos citar a introducdo de espécies exoticas,
alteracbes climaticas, destruicdo do habitat e a poluicdo do ambiente em
decorréncia de contaminantes (Wake & Vredenburg 2008) provenientes da
agricultura, esgoto domeéstico e dejetos industriais (Desbrow et al. 1998; Snyder et
al. 1999; Boyd et al. 2003).

Formado a partir da combustdo incompleta de matéria organica, o
benzo[a]pireno (BaP) ¢ um poluente organico pertencente a classe dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que pode ser produzido de forma natural
ou antrépica (Jiao et al. 2009; Stogiannidis & Laane 2015). Capaz de bioacumular
no organismo, o BaP é considerado um composto de risco devido a suas
caracteristicas hepatotoxicas, teratogénicas, carcinogénicas e mutagénicas
(Madureira et al. 2014; Pastore et al. 2014; IARC 2012). Poluentes genotoxicos
podem afetar os ecossistemas aquaticos diretamente, mas a sua presenca na agua
pode também afetar espécies ndo aquéticas por meio das cadeias alimentares ou
simplesmente pela ingestdo de 4gua contaminada (Mouchet et al. 2005).

O sangue é de fundamental importancia para a avaliacdo das condi¢des
bioldgicas, bioguimicas e patoldgicas nos animais, pois estda em contato com
orgdos, tecidos e células e reage sensivelmente a todas as alteracBes que ai
ocorrem (Ranzani-Paiva & Godinho 1985; Oliveira-Ribeiro et al. 1996; Ribeiro et
al. 1999).

A distribuicdo dos contaminantes nos organismos é feita por meio do fluxo
sanguineo (Who 1995). A exposic¢do a poluentes quimicos ou a hipoxia ambiental
pode induzir alteracdes nos pardmetros hematoldgicos dos animais (Winkaler et
al. 2008) e refletir em mudancas no estado fisiologico, por isso parametros
hematologicos fornecem informagdes sobre o nivel de dano e também sdo
considerados importantes indicadores da salde dos anuros e outros animais
(Sayed 2015).
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Dentre o0s parametros hematoldgicos podem ser contabilizados o0s
diferentes tipos de leucdcitos. Essas células podem ser divididas em granuldcitos
(quando apresentam granulos citoplasmaticos), como os neutréfilos, basofilos e
eosinofilos, e agranuldcitos (auséncia de granulos no citoplasma), como 0s
mondcitos, linfécitos e azurdfilos (Campbell 2007; Claver & Quaglia 2009;
Arikan & Cicek 2014).

Nas Ultimas décadas, algum tipo de anomalia nuclear, como formacéao de
micronucleo (MN) foi detectado em eritrocitos maduros de diferentes espécies de
peixes (Pastore et al. 2014) e de anfibios quando expostos, por exemplo, ao BaP
ou pesticidas (Grinfeld et al. 1986; Candioti et al. 2010; Pérez-Iglesias et. al.
2014). Micronucleos sdo originados a partir de fragmentos de cromossomos ou
cromossomo inteiro em anafase refletindo eventos respectivamente, clastogénicos
e aneugénicos (Fortin et al. 2015).

BaP é um poluente genotoxico (Mouchet et al. 2005) que pode induzir a
formacdo de microndcleo nos eritrécitos por evento clastogénico, aneugénico
(Fortin et al. 2015) e pode alterar os padrdes das células leucocitarias (Sorensen
1991; Sayed 2015). Dessa forma os objetivos do trabalho foram avaliar os efeitos
do benzo[a]pireno nos eritrocitos e leucocitos de Physalaemus cuvieri e

Leptodactylus fuscus.

Material e Métodos

Coleta dos animais

Foram analisados 36 espécimes adultos de Physalaemus cuvieri e 36 de
Leptodactylus fuscus (projeto aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, protocolo 094 e RAN/IBAMA/MMA 18573- 1), todos do sexo
masculino.

Os animais foram coletados em brejos proximos a regido de Sao José do
Rio Preto, com pouca influéncia antropica. Apdés a coleta, os animais foram
levados ao laboratério de Anatomia Comparada do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas de S&o José do Rio Preto, onde, primeiramente, passaram
por um processo de aclimatacdo por sete dias, com fotoperiodo de 12:12
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claro/escuro e temperatura de 25+0,5°C e posteriormente injecdo subcutanea do
composto. As injecBes ocorreram no dorso do animal, proximas do membro
inferior, a fim de evitar perfuracdes nos 6rgaos.

Todos os animais foram alimentados com droséfilas durante o periodo
experimental e o alimentado era ofertado logo apds as injecGes para evitar mais
periodos de estresse.

Experimentos com benzo|a]pireno

O experimento foi realizado em 3 tempos: 24h, 7 e 13 dias, onde 0s
animais receberam uma concentracdo de 2mg/kg de benzo[a]pireno, diluida
0,02ml de 6leo mineral Nujol. Para cada espécie havia 6 grupos experimentais
com 6 animais em cada grupo: controle de 24h (cont24h), tratado de 24h
(trat24h), controle de 7 dias (cont7d), tratado de 7 dias (trat7d), controle 13 dias
(contl13d), tratado de 13 dias (trat13d). Os grupos controles receberam apenas
6leo mineral. A aplicacdo do composto e do éleo ocorreu a cada 48h, até o final
do experimento. As concentracBes foram escolhidas com base nos artigos de
Padros et al. (2003) e Malmtrom et al. (2004), com adaptacdes.

Apos o periodo experimental os animais foram anestesiados com Xxilocaina
(excesso foi retirado com algoddo para ndo interferir) na articulacdo do membro
posterior para retirada do sangue pela veia femoral com auxilio de agulha e
seringa heparinizadas. Devido a pequena quantidade de sange e a rapida
coagulacao, foi feito esfregaco no momento em que o sangue foi retirado.

Andlise de Micronucleo

Para o teste de microndcleo foi feito esfregaco sanguineo e, apds secagem
do material, as laminas foram fixadas em metanol, coradas com Giemsa 7,5% por
15 min e observadas em microscépio (Leica DM4000 B). Para cada animal foram
contabilizados 1000 eritrdcitos.

Devido a dificuldade de se estabelecer o que realmente € um microntcleo,
que muitas vezes pode ser confundido com precipitados decorrentes de artefatos

ou de agregacdo de outras substancias, foram utilizados os seguintes critérios: o
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microndcleo deve ter o didmetro menor que 1/3 do nucleo principal; ndo ter
birrefringéncia; ter a mesma intensidade de coloragdo ou coloracdo mais clara que
a do nacleo principal; ndo ter nenhuma conexao ou ligacdo com o nucleo; ndo se
sobrepor ao nacleo principal; ser bem arredondado (Fenech 2007; Candioti et al.
2010)

Andlise dos Leucocitos

Para contagem diferencial dos leucocitos foi feito esfregaco sanguineo e
posteriormente foi corado com Panético (Hematocor-Bioldgica®), que permite
identificar a variedade de leucdcitos e estabelecer suas proporgoes relativas. Para
cada animal foram contabilizados 100 leucdcitos observados em microscopio
(Leica DM4000 B). Foi estabelecido o valor percentual de cada tipo de leucdcito
no sangue circulante, para depois, conhecendo-se o total de leucdcitos circulantes,
obteve-se o total de cada tipo celular.

Andlises estatisticas

Para avaliar se a quantidade de micronucleo (variavel dependente) variou
com o tempo de administragdo do benzo[a]pireno (variavel independente) em
cada espéecie, foi utilizado Andlise de Variancia Um Critério (ONE WAY
ANOVA).

Para inferir se houve variacdo na porcentagem de leucécitos (variavel
dependente) com a administragdo do benzo[a]pireno (variavel independente) em
cada espécie, foi utilizado Teste G com correcdo de Yates (Sokal & Rohlf 1995).
Este teste foi implementado utilizando o cddigo fornecido por Peter Hurd

(disponivel em http://www.psych.ualberta.ca/~phurd/cruft/g.test.r). Todos o0s

dados foram previamente transformados pelo Log para corroborar com o
pressuposto de homogeneidade e varidncia e complementados com o teste de

Tukey. O programa de estatistica utilizado foi o R 3.0.

Resultados

Teste de microndcleo
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A figura 1A ilustra as heméceas de anuros, de forma oval e nucleada. Na
figura 1B temos uma hemacea com microndcleo.

N&o houve alteracdo na frequéncia de micronudcleo em P. cuvieri (F=0,71;
P>0,05) tampouco em L. fuscus (F= 2,874; P>0,05) (Fig 2).

Porcentagem de Leucécitos

No sangue periférico dos anuros P. cuvieri e L. fuscus foram encontrados
0s seguintes leucacitos: linfocitos, azurofilos, neutréfilos, mondcitos, eosinofilos,
e apenas um basdfilo entre os 72 animais analizados.

Os linfocitos sdo leucdcitos basofilicos, com citoplasma escasso e nucleo
ocupando praticamente a célula toda (Fig 3A). Azurofilos sdo células bastante
semelhantes aos linfocitos, mas o citoplasma apresenta-se em maior quantidade, o
nacleo é excéntrico e levemente de forma ameboide (Fig 3A). Neutréfilos sdo
leucdcitos com citoplasma rosa-acizentado e nucleo segmentado (Fig 3B).
Basodfilos possuem granulos basofilicos dispersos por toda a célula, muitas vezes
dificultando a aparéncia do nucleo (Fig 3C). Eosindfilos sdo leucdcitos
granulados, eosinofilicos e com ndcleo excéntrico (Fig 3D). Mondcitos sdo
semelhantes aos linfdcitos, mas apresentam bastante citoplasma e normalmente
vacuolizado (Fig 3E).

Em Leptodactylus fuscus a quantidade de neutréfilos (G= 13.271; df= 4;
P<0,05) e eosinofilos (G= 10.241; df= 4; P<0,05) sofreu influéncia do BaP, mas
somente em 13 dias de tratamento. Os outros leucécitos ndo tiveram alteracdo
(Mondcito: G= 5,890; df= 4; P>0,05; Linfécito: G= 4.527; df= 4; P>0,05;
Azuréfilo: G= 7.527; df= 4; P>0,05). Os neutréfilos aumentaram
aproximadamente 9% e os eosinofilos diminuiram aproximadamente 56% (Fig 4).

N&o houve alteracdo da porcentagem de leucocitos em Physalaemus
cuvieri em nenhum tratamento com BaP (Eosinofilo: G= 4.713; df= 4; P>0,05;
Neutrofilo: G= 3.121; df= 4; P>0,05; Mondcito: G=3.242; df= 4; P>0,05;
Linfocito: G=5. 271; df= 4; P>0,05; Azurdfilo: G= 5.527; df=4; P>0,05) (Fig 4).

Discussao
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O teste de micronicleo é bastante utilizado para estimar danos
citogenéticos induzidos por agentes fisicos ou quimicos (Udroiu 2006) e varios
estudos corroboram esse fato. Um deles se baseia no urodela Pleurodeles waltl
experimentalmente contaminado com o benzo[a]pireno. A concentragdo de
0,05ppm do composto mostrou que a quantidade de micronucleo era dependente
do tempo de exposicdo, sendo o pico no sexto dia de tratamento (Grinfeld et. al.
1986).

Embora seja comum o aumento de microndcleo, nosso trabalho mostrou
que ndo houve alteragdo na frequéncia de microndcleo em nenhuma das duas
espécies expostas ao BaP e em nenhum dos tratamentos. Karahalil et. al. (1999),
mostraram a partir de esfoliacdo de células bucais que, trabalhadores de reparacéo
de motores (grupo experimental do estudo), que estavam constantemente expostos
ao benzo[a]pireno ndo tiveram alteragdo na quantidade de micronticleo em relagao
ao grupo controle, do qual faziam parte individuos que ndo foram expostos
ocupacionalmente aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Outros trabalhos
com outras classes de poluentes, mas que usaram anuros como modelo
experimental também retratam que ndo ha variacdo na frequéncia dos
microndcleos.

Pérez-lglesias et. al. (2014) revelaram que a freqliéncia de micronucleo em
girinos de Hypsiboas pulchellus expostos ao inseticida imidacloprida por 48h nédo
diferiu dos controles negativos, independentemente da concentracdo analisadas
dentro de 12,5-37,5mg/L. O pirimicarb, também inseticida, foi utilizado por
Candioti et al. (2010) em girinos da espécie Rhinella Arenarum e os resultados
também mostraram que ndo houve aumento na frequéncia de microndcleo nas
concentragfes de 160 mg/L e 250 mg/L do composto. Essa resposta é suportada
por algumas hipdteses, dentre elas: as células mais danificadas sofreram morte
celular ap6s exposi¢do ao contaminante, permanecendo no sangue somente 0S
eritrocitos que ndo tiveram danos graves; as células gravemente danificadas
perderam a capacidade de entrar em mitose e consequentemente impossibilitou a
formagéo dos micronucleos e por Gltimo, os animais possuem um mecanismo de

reparo eficaz capaz de remediar os danos induzidos pelo contaminante (Udroiu
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2006; Candioti et. al. 2010). Essas trés hipoteses relacionadas aos pesticidas
podem ser extrapoladas ao HPA benzo[a]pireno, tendo em vista sua capacidade de
mutagenicidade.

A descricao da hematologia dos anuros € escassa e ainda soma-se o fato de
existir uma grande diversidade nesse grupo de vertebrados, mas pouco conhecida
morfofuncionalmente. A grande maioria dos trabalhos que existem estéo
relacionados com a contagem de células totais (eritrocitos e leucdcitos) e
morfometria das células vermelhas do sangue (Cabagna Zenklusen et al. 2011).

O sangue dos anfibios apresenta variacdes em termos quantitativos
dependendo do sexo, espécie, fases da metamorfose, estado nutricional,
sazonalidade e temperatura (Jirgensen & Larsen 1967). Em nosso estudo nédo foi
possivel estabelecer um padrdo para os diferentes tipos de leucécitos porque 0s
animais estavam sob influéncia de varidveis que ndo sdo encontradas em seu
ambiente natural. Supomos que o controle é 0 nosso padréo.

A compreensdo de respostas leucocitarias de anfibios a doencas é limitada.
No entanto, sabe-se que neutrofilia e monocitose sdo considerados consistentes
com a inflamagdo; eosinofilia é consistente com o parasitismo; e linfocitose é
considerado consistente com excitacdo, imunidade ou neoplasia linfoide
(Campbell 2007); azuréfilo é conhecido por aumentar quando ha estimulo
antigénico e doencas infecciosas (Mader 2000).

O contaminante benzo[a]pireno alterou o percentual dos leucécitos do tipo
neutréfilos e eosindfilos de L. fuscus em 13dias de exposicdo. Peixes expostos a
xenobiontes podem apresentar alteracfes nos valores hematoldgicos (Affonso et
al. 2002). Essas alteracGes também séo vistas em anfibios como mostra o trabalho
de Kiesecker (2002). Nosso trabalho também mostrou alteragdes nos padrdes
leucocitarios, mas apenas em L. fuscus, com 13 dias de exposi¢éo.

Foi encontrada diminuigdo dos eosindfilos com 13 dias de tratamento com
BaP. Kiesecker (2002) em seu trabalho com Rana sylvatica expostas a pesticidas
mostrou diminuigdo dos eosinofilos. O autor afirma que o contaminante alterou a
resposta imune das rés e que exposicao a baixas concentracfes de contaminantes

tem efeitos dramaticos na resposta imunitaria. Davis & Maerz (2010) mostraram
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que os eosinodfilos de Ambystoma talpoideum (salamandra) diminuem sob efeito
da corticosterona, mostrando que o estresse esta relacionado com a diminuigéo
desse leucdcito.

Tem sido relatado que, mudancas nos tipos de células brancas do sangue
ocorrem dependendo do pesticida e essa resposta esta relacionada com o estresse.
Esta condi¢do pode aumentar a sensibilidade contra doengas por enfraquecimento
do sistema imune (Rehulka & Minarik 2004; Wedemeyer 1997) e estas alteragdes
sdo caracterizadas com a diminuicdo da taxa de linfécitos e aumento da taxa e
neutrofilos (Modesto & Martinez 2010; Witeska 2005).

Nosso trabalho mostrou aumento dos neutrofilos em 13dias. Tulgar &
Celik (2015) em estudo com carpa expostas ao pesticida propargite também
mostraram aumento de neutrofilos. Esse aumento pode estar relacionado em
resposta a diminuicdo dos eosinofilos, que, no nosso estudo pode ter diminuido
devido a toxicidade e estresse causado pelo benzo[a]pireno, mas também, o
aumento dos neutrdfilos pode estar relacionado com respostas inflamatdrias.

Pelo fato do BaP ser conhecido por causar inflamacdo (Moller et al. 2014;
Zena et al. 2015) é possivel que o aumento dos neutrdfilos esteja associado com
resposta inflamatoria decorrente da exposicdo ao BaP.
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Figuras
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Figura 1. A: Hemdceasde Physalaemus cuvieri. B: Hem dcea com micronicleo (seta).
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Figura 2. Frequéncia de micronicleo no figado de P. cuvieri e L. fuscus tratados com 2mghkg de benzo[w]pireno. Nio houve

diferenga significativa entre os controles e ostratadosde um mesmo gupo experim ental (P>=0,05).
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Figura 3. Mosfologa dos leucdcitos de P. cuwieri e L fuscus. A: Linfdcito (L) e Azurdfilo (&) de L. fuscus. B: Neutrdfilo de P

cuvieri. C: Basofilo de L. fuscus. D: Eosindfilo de P. cuvieri. E: Mondcito de P. cuvieri com vaciolo(seta).



el — 8 —
g i ®
%3‘ v gn-
Sed ‘ 8] 1 =
s’ T = _ g, | : -
334 : - . ! ;
= B ; : : ed T
&~ - .
— Cy
o S
o il e e e
Con24h  Con7d  Cont1dd Cont24h Cont7d Cont13d
o] © g
- - : 81 _ g P
o0 Bl L
371 : %e- Pt
§9- : %1 E : :
- gg- -:— = -
U0 ES |
o] L L *+ - e "' '“ — "' .
Cm'mn' Ca:ﬂd c«;na Cont24n Cont7d Cont13d
= 2
g : H = T
3% QEE — E 28 : T 8
4 1= i
$ : T 83 1 E
- - s gL :
- H I
} H ua. H -
== = o e b oL
Con24h  Cont7Td  Cont1dd Cont24h Cont7d Cont13d
e — — - —
ol g”' T
224 : H
] S 4 = — '
o S : §
i =
I‘.:-— — — — K—- D _D
Ml =
Cont24h Cont7d Cont13d Cont24n Cont7d Cont13d
=‘ i w 4 —_—
od :
: - oy 18
ed | P
H o4 i

anu‘m:au:olm
2

f—

oo

78
<
-] [==
o~ - — =
o _  mAm el
: LS T T T
Con2éh Cont7d Cont13d

o 4

iy Ml

—
QH s
T T T
Cont24h Cont7i

d

T T T
Cont13d

70

Figura 4. Frequéncia de leucdcitos de Lepfodactyius fuscus (lado esquerdo) e Physalaemus cuvieri (lado direito) tratados com

2mgkg de benzo[a]pireno. O asterisco indica diferenga significativa entre os controles e os tratados de um mesmo gupo

experim ental (P<0,05).
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Conclusoes

O figado de P. cuvieri é estruturalmente similar ao de L. fuscus, visto que
as duas espécies pertencem a familia Leptodactylidae. Essas duas espécies
compartilham também, similaridades morfologicas e alimentares, o que reflete na
morfologia hepatica.

Benzo[a]pireno alterou a quantidade de melanina presente nos
melanomacrofagos e a densidade de mastocitos, corroborando a nossa predicgéo.
Por outro lado, provavelmente devido a altos danos celulares, a hipotese de que a
frequéncia de micronucleo aumentaria foi refutada, nas duas espécies estudadas.

Benzo[a]pireno ndo alterou os diferentes tipos de leucocitos em P. cuvieri

e em L. fuscus alterou somente os neutrofilos e eosindfilos em 13 dias.
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