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“O que prevemos raramente ocorre; o que menos 

esperamos geralmente acontece.” 

 

(Benjamin Disraeli) 



RESUMO 

 

 

Os anuros se encontram em declínio populacional, sendo uma das causas 

atribuídas à poluição de seus habitats. Características como ausência de cascas 

nos ovos, ciclo de vida dependente da água e elevada permeabilidade tegumentar 

tornam os anuros suscetíveis a compostos químicos presentes no ecossistema 

aquático e terrestre. Dentre esses compostos temos o benzo-[alfa]-pireno (BαP) 

um contaminante ambiental amplamente encontrado no ambiente em que os 

anuros vivem, o qual possui efeitos carcinogênicos e tóxicos. Esses efeitos são 

observados nos anuros, especificamente nas células pigmentares internas, no 

epitélio intestinal e nas células sanguíneas; sendo dessa forma considerados 

biomarcadores para o BαP. O objetivo desse estudo foi analisar os efeitos 

sistêmicos do BαP em Physalaemus nattereri, e se esses efeitos são 

influenciados pela via de exposição. Para isso foram coletados 24 espécimes, os 

quais receberam 3mg/Kg de BαP, diluído em óleo mineral, ou apenas o óleo 

(controle), por uma via oral ou injetável. Nossos resultados demonstraram que a 

via de exposição influencia nos efeitos do BαP sobre as células pigmentares, as 

quais apresentaram um aumento e uma diminuição em sua área pigmentar; e 

sobre a espessura do epitélio intestinal, que apresentou uma diminuição mais 

acentuada na via oral do que na injetável. O BαP também é responsável por 

aumentar a frequência de anormalidades nucleares, no entanto essas não foram 

influenciadas pela via de exposição, demonstrando efeitos genotóxicos do BαP 

independente da via de exposição. Esses resultados demonstram que o BαP tem 

o potencial de causar um efeito sistêmico, sendo evidenciado pelas alterações 

morfológicas nas células pigmentares internas do fígado e do testículo, no 

epitélio intestinal e nas células sanguíneas de P. nattereri. 

 

Palavras chave: Eritrócitos, Fígado, Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos, 

Intestino Delgado, Testículo. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

Anurans are in declining population, being one of the causes attributed to the 

pollution of their habitats. Characteristics such as absence of eggshells, water-

dependent life cycle and high skin permeability make anurans susceptible to 

chemical compounds present in aquatic and terrestrial ecosystem. Among these 

compounds we found benzo-[alpha]-pyrene (BαP) an environmental 

contaminant widely found in the environment in which anurans live. BαP present  

carcinogenic and toxic effects in animals. These effects are observed in anurans, 

specifically in the internal pigment cells, in the intestinal epithelium and in the 

blood cells; being thus considered biomarkers for BαP. The aim of this study 

was to analyze the systemic effects of BαP on Physalaemus nattereri, and 

whether these effects are influenced by the route of exposure. For this, 24 

specimens were collected, which received 3mg/kg of BαP diluted in mineral oil, 

or just the oil (control), by an oral or injectable route. Our results demonstrated 

that the route of exposure influences the effects of BαP on the pigmentary cells, 

which presented an increase and a decrease in their pigmentary area; and on 

the thickness of the intestinal epithelium, which presented a more pronounced 

decrease in the oral route than in the injectable. BαP is also responsible for 

increasing the frequency of nuclear abnormalities, but these were not influenced 

by the route of exposure, demonstrating genotoxic effects of BαP independent of 

the route of exposure. These results demonstrate that BαP has the potential to 

cause a systemic effect, being evidenced by the morphological alterations in the 

internal pigment cells of the liver and the testis, in the intestinal epithelium and 

in the blood cells of P. nattereri. 

 

Keywords:  Erythrocytes, Liver, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Small 

Intestine, Testis. 

 

 



Lista de símbolos e abreviações 

 

• cm: centímetros.  

• g: gramas. 

• g/L: gramas/litro, gramas por litro. 

• h: horas. 

• LPS: lipopolissacarídeo. 

• M: molar. 

• mg/Kg: miligrama/quilograma, miligrama por quilograma. 

• mL: mililitros. 

• n: número amostral, número de espécimes. 

• Nle4, D-Phe7-α-MSH: análogo do hormônio estimulante de melanócitos. 

• SE: Standard error. 

• sp: espécie. 

• µm: micrometros. 

• µm2: micrometros quadrados. 

• ºC: graus Celsius. 
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I – INTRODUÇÃO GERAL 

Anuros como bioindicadores ambientais: 

 A classe Amphibia surgiu a 350 milhões de anos, tendo sido os primeiros 

vertebrados a alcançarem o ambiente terrestre, estando ainda dependentes do ambiente 

aquático ou de microhábitats úmidos para a reprodução (Duellman & Trueb, 1994; Vitt 

& Caldwell, 2014). Atualmente a classe Amphibia, subclasse Lissamphibia, é 

constituída por três ordens (7728 sp.): Anura (sapos, rãs e pererecas - 6806 sp.), Caudata 

(salamandras e tritões - 715 sp.) e Gymnophiona (cecílias - 207 sp.); os quais 

compartilham características como: ciclo de vida bifásico com um estádio larval 

aquático e um adulto terrestre, e pele glandular com ausência de estruturas epidérmicas 

(Duellman & Trueb, 1994; Kardong, 2012; Frost, 2017). 

 Desde a década de 1980, herpetólogos tem relatado o declínio populacional dos 

anuros e a partir disso, estudos foram intensificados para se atribuir os fatores desse 

declínio (Mattoon, 2001; Collins & Stofer, 2003). Dentre estes fatores temos: alterações 

de hábitat (Blaustein & Wake, 1995; Delis et al., 1996; Bruhl et al., 2013; Lipinski et 

al.,2016), doenças emergentes (Carvalho et al., 2017), introdução de espécies invasoras 

(Blaustein & Wake, 1995) e a radiação ultravioleta (Lipinski et al., 2016). 

 Por se encontrarem associados aos ambientes aquático e terrestre os anuros são 

considerados importantes bioindicadores da qualidade do meio ambiente, uma vez que 

apresentam ovos sem casca e elevada permeabilidade cutânea, com rica vascularização 

da pele; o que possibilitam a absorção de compostos químicos presentes na água, solo 

ou no ar (Blaustein & Wake, 1995; Young et al., 2004; DeGarady & Halbrook, 2006; 

Blaustein & Bancroft, 2007). 

Physalaemus nattereri como modelo de estudo: 
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Physalaemus nattereri (Steindachener, 1863) é um anuro da família 

Leptodactylidae, subfamília Leiuperinae, com ampla distribuição geográfica ao longo 

das regiões central e sudeste do Brasil, oeste da Bolívia e do Paraguai (Aquino et al., 

2004). A espécie apresenta hábito alimentar carnívoro, especificamente insetívoro e é 

caracterizada pela presença de duas macroglândulas na região inginal (Lenzi-Mattos et 

al., 2005; Araújo et al., 2009). 

Esta espécie tem sido utilizada como um modelo experimental para estudos em 

laboratório, visto que se comporta muito bem às condições laboratoriais devido a 

características como, fácil manipulação e boa adaptabilidade a cativeiro, onde se 

alimenta “ad libitum” (Franco-Belussi et al., 2013; Santos et al., 2014; Zieri et al., 

2015; Franco-Belussi et al., 2016). Além disso, a espécie apresenta ampla ocorrência na 

região sudeste do Brasil (Aquino et al., 2004), o que possibilita a coleta de exemplares 

com número amostral suficiente para a execução de experimentos laboratoriais. 

Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos: benzo-[alfa]-pireno: 

Os Hidrocarbonetos Policíclicos Aromáticos (HPAs) são uma classe de 

compostos químicos caracterizados pela presença de dois ou mais anéis aromáticos 

(benzeno) condensados (IPCS, 1998; Netto et al., 2000). Esta classe apresenta mais de 

100 compostos químicos, os quais são originados a partir da queima incompleta de 

matéria orgânica, tendo como fonte de origem: emissões indústriais de aço, alumínio e 

ferro; fumaça do tabaco; incêndios florestais; processamento de carvão, óleo e gás 

natural; e exaustão de veículos automotores (IPCS, 1998; ATSDR, 2011). 

Dentre os HPAs, o benzo-[alfa]-pireno (BαP) é o mais conhecido e estudado 

(Caruso & Alaburda, 2008) devido sua propriedade carcinogênica, sendo classificado 

como agente de grupo 1 – carcinogênico para humanos – pela International Agency for 
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Research on Cancer (IARC, 2013). Este composto químico pode ser encontrado na 

água, nos animais, no ar e nas plantas o que possibilita sua absorção por diferentes vias 

de exposição (Wilcke et al., 2003; Nasr et al., 2010; Gupta et al., 2011). 

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

por via cutânea, oral ou respiratória (Netto et al., 2000). Após sua absorção o BαP é 

metabolizado pelo organismo (Autrup et al., 1977, 1982; Lemaire et al., 1990) e durante 

esse processo são gerados metabólitos – grupos: diol, epóxido, fenol, hidróxi e quinonas 

– (Selkirk, 1977; Gelboin, 1980), os quais são responsáveis por ocasionar efeitos 

adversos que incluem: carcinogênese, citotoxicidade, estresse oxidativo e mutagênese 

(Gelboin, 1980; Quaroni & Isselbacher, 1981; Shimizu et al., 2000; Costa et al., 2010).  

Esses efeitos adversos sofrem alterações decorrentes do tempo e da via de 

exposição do BαP (Lemaire et al.,1992a; De Oliveira et al., 2017). Além disso, a via de 

exposição também influência no tempo de metabolismo do BαP (Lemaire et al., 1990, 

1992b) o que influência no seu tempo permanência no organismo e na geração de 

metabólitos. 

Efeitos sistêmicos de contaminantes nos anuros: 

 Como os anuros encontram-se associados ao ecossistema aquático e terrestre 

(Blaustein & Wake, 1995; Blaustein et al., 2003), sua exposição a contaminantes 

ambientais, como o BαP, pode ocorrer por diferentes vias naturais; o que influência nos 

seus efeitos adversos (Lemaire et al., 1992a). 

 Esses efeitos são observados em diferentes sistemas de anuros – digestório, 

circulatório e reprodutor e são analisados utilizando, como ferramenta, os 

biomarcadores morfológicos; que incluem: o epitélio intestinal, os eritrócitos e as 

células pigmentares (Sadinski et al., 1995; De Oliveira et al., 2017; Fanali et al., 2017). 
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Efeitos de contaminantes no intestino de anuros: 

 O intestino delgado é um dos órgãos que compõem o sistema digestório dos 

anuros, juntamente com a cavidade oral, faringe, esôfago, estômago e intestino grosso. 

Esse órgão, nos anuros, é composto por quatro camadas histológicas: serosa, muscular, 

submucosa e mucosa. A camada mucosa corresponde à porção epitelial do órgão, sendo 

constituída por um epitélio colunar simples, com borda em escova, intercalado com 

células caliciformes (Duellman & Trueb, 1994; Stevens & Hume, 1995). A função 

desse órgão esta relacionada com absorção de partículas nutritivas, complementação e 

finalização da atividade digestiva (Duellman & Trueb, 1994; Zug et al., 2001). 

 Alterações morfológicas no intestino delgado são observadas em anuros 

expostos a compostos agrícolas, como: fungicidas, herbicidas, inseticidas e nitratos. 

Essas alterações incluem: edema, hemorragia, inflamação, má formações no órgão, 

necrose e vacuolização das células epiteliais (Krishnamurthy et al., 2008; Lenkowski et 

al., 2010; Çakici, 2014, 2016). O BαP também induz alterações morfológicas, sendo 

elas o aumento e a diminuição na espessura do epitélio (Fanali et al., 2017). 

Estudos utilizando peixes (James et al., 1997; Lemaire et al., 1990, 1992b; Van 

Veld et al., 1988) e mamíferos (Autrup et al., 1977; Stohs et al., 1977; Autrup et al., 

1982; Cavret & Feidt, 2005) demonstraram a capacidade de órgãos extra-hepáticos, 

como o intestino delgado, em metabolizar o BαP; sendo esse metabolismo 

desempenhado pelas células epiteliais (Stohs et al., 1977; Cavret & Feidt, 2005). 

Dessa forma o intestino delgado e o seu epitélio, estão sujeitos aos efeitos 

adversos do BαP, os quais incluem alterações morfológicas e ultraestruturais (Fair & 

Fortner, 1987; Lemaire et al., 1992a; Yuen et al., 2007; Fanali et al., 2017). 

Efeitos de contaminantes nas células sanguíneas: 
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Os eritrócitos correspondem a um dos três elementos celulares presentes na 

corrente sanguínea dos anuros, juntamente com leucócitos e trombócitos (Duellman & 

Trueb, 1994; Claver & Quaglia, 2009). A análise de amostras sanguíneas e a 

caracterização morfológica dos eritrócitos têm sido utilizadas para se verificar o status 

fisiológico dos animais, frente a agentes tóxicos (citotóxicos, genotóxicos e 

hematotóxicos; Fenech, 2007; Claver & Quaglia, 2009; Strunjak-Perovic et al., 2010; 

Muranli & Guner, 2011; Lajmanovich et al., 2014; Sayed, 2015). 

A caracterização do núcleo de eritrócitos, quanto à presença de anormalidades 

nucleares, tem sido uma das principais ferramentas para verificar os efeitos de 

compostos químicos, dentre esses: BαP, cromo, herbicidas e inseticidas; os quais 

induzem um aumento na frequência de anormalidades nucleares (Cabagna et al., 2006; 

Yin et al., 2009; Domingues et al., 2010; Lajmanovich et al., 2014; Pérez-Iglesias et al., 

2014, 2016).  

 O micronúcleo (MN) é uma anormalidade nuclear originada a partir da 

fragmentação de parte ou de todo um cromossomo durante a divisão nuclear, 

especificamente na anáfase, devido à exposição de compostos genotóxicos (Fenech, 

2007; Muranli & Guner, 2011). Estes cromossomos, ou fragmentos de cromossomo 

estão envolvidos por uma lâmina nuclear e apresentam características morfológicas 

similares ao núcleo (Fenech et al., 2011). Dentre outras anormalidades nucleares 

podemos citar: bud nuclear, que apresenta a mesma morfologia do MN, porém 

encontra-se conectado ao núcleo por um pedúnculo nucleoplasmático; células 

binucleadas, que exibem dois núcleos; e ponte nucleoplasmática, caracterizada por dois 

núcleos interconectados devido a um despareamento de DNA (Carrasco et al., 1990; 

Fenech, 2007; Lajmanovich et al., 2014; Alimba & Bakare, 2016; Franco-Belussi et al.,  

2016; Pérez-Iglesias et al., 2016).  
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Efeitos de contaminantes nas células pigmentares internas: 

Os vertebrados ectotérmicos (peixes, anfíbios e répteis) apresentam células 

pigmentares contendo melanina interna, freqüentemente encontrados em diferentes 

órgãos e tecidos (Roberts, 1975; Agius, 1980; Franco-Belussi et al., 2009; Moresco & 

Oliveira, 2009). Estas células apresentam a capacidade de sintetizar melanina, por um 

processo denominado melanogênese, e armazenar melanina no interior de 

melanossomos (Roberts, 1975; Purrello et al., 2001; Colombo et al., 2011; Videira et 

al., 2013). 

Em anuros é possível distinguir duas linhagens de células pigmentares: os 

melanócitos e os melanomacrófagos (Colombo et al., 2011; Franco-Belussi et al., 

2013). Os melanócitos são células derivadas da crista neural ectodérmica, similares aos 

melanócitos dérmicos, sendo freqüentemente observados no: coração, intestino, 

mesentério, nervos, peritônio parietal, pulmões e nos rins (Zuasti et al., 1998; Moresco 

& Oliveira, 2009; Colombo et al., 2011; Franco-Belussi & Oliveira, 2011; Franco-

Belussi et al., 2017). A função dos melanócitos esta relacionada com a própria função 

da melanina, que atua na neutralização de agentes bacterianos e na proteção contra 

radicais livres (Wolk et al., 1985; Sichel, 1988; Hoogduijin et al., 2004). 

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

hematopoiéticas, sendo encontrados em órgãos hematopoiéticos, como o baço e o 

fígado (Roberts, 1975; Agius, 1980). Os melanomacrófagos apresentam atividade 

fagocítica (Christiansen et al., 1996) e atuam na detoxificação de xenobióticos; a partir 

de uma ação enzimática, que age no processo de biotransformação/detoxificação, 

conjunta com a melanina, que atua na neutralização de compostos tóxicos (Sichel, 1988; 

Fenoglio et al., 2005; Pérez-Iglesias et al., 2016). 
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V – Conclusões 

• Nosso estudo utiliza as células melânicas internas, o epitélio intestinal e os 

eritrócitos como biomarcadores morfológicos para os efeitos do BαP em anuros; 

• O BαP é responsável por alterar a pigmentação interna, a espessura média do 

epitélio intestinal e a frequência de anormalidades nucleares nos eritrócitos em 

P. nattereri; 

• As alterações são influenciadas pela via de exposição, demonstrando a 

importância da utilização de diferentes vias para se avaliar os efeitos adversos do 

BαP; 

• Nossos resultados demonstram que o BαP não atua especificamente sobre um 

tipo celular/órgãos, mas que apresenta um efeito sistêmico geral, o que pode 

comprometer a homeostase do animal. 
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