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RESUMO

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

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

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

exposicao.



ABSTRACT

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

different for each organ.

Keywords: Pigment cells. Erythrocytes. Oxidative stress. Mast cells. Exposure routes.
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Figura 2 — Fotomicrografias ilustrando os mastdcitos (setas) presentes no figado
(A), pele (B) e testiculo (C). Coloracéo: azul de toluidina com borax. Escala: 5 um.
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Coloragédo: hematoxilina-eosina. Escala 10 pm.

Figura 4 — Fotomicrografias ilustrando a hemosiderina (A) e lipofuscina (B) (setas)
presentes nos melanomacrofagos do figado. Coloragdo: solucdo é&cida de
ferrocianeto de potassio (A), solucdo de Schmorl (B). Escala 10 pm.

Figura 5 — Esquema da indugdo do metabolismo do benzo(a)pireno (BaP). AhR:
receptor aril-hidrocarboneto. ARNT: translocador nuclear aril-hidrocarboneto.
HSP90: proteinas de choque térmico. XRE: elementos de resposta a xenobioticos.
Baseado em Hankinson (1995), Miller & Ramos (2001), Ma & Lu (2003), Baird et
al. (2005).

Figura 6 — Esquema do metabolismo do benzo(a)pireno (BaP). Baseado em Gelboin
(1980), Phillips & Grover (1994), Mitchelmore et al. (1998), Miller & Ramos
(2001), Penning (2004), Ramesh et al. (2004), Verma et al. (2012).

Figura 7 — Physalaemus nattereri (A) ilustrando as diferentes vias de administracdo
do benzo(a)pireno utilizadas nesse projeto: cutanea (B), injetavel subcutanea (C) e

oral (D).
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1. INTRODUCAO

1.1. INDICADORES AMBIENTAIS

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

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

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

CANDIOTI, 2017).



Consideracgcdes finais [117

4. CONSIDERACOES FINAIS

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

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

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

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

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