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Resumo

O aumento das atividades agropecuarias, industriais ¢ da emissao de efluentes urbanos sem
tratamento tém gerado preocupagao quanto a satide dos corpos de dgua doce e dos organismos
que nesses habitam devido ao aumento da presenga de xenobidticos no meio aquatico.
Atualmente, avancos tecnologicos tém permitido a tomada de medidas com o intuito de
mitigar os impactos dessas substancias sobre organismos nao-alvos. Dentre elas, os sistemas
carreadores, a exemplo das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), que sdo capazes de
encapsular ativos, como os biocidas, e libera-los de forma modificada e controlada. No
entanto, sao necessarios maiores estudos para avaliagdo do potencial de risco, agdo e
toxicidade dos nanospesticidas em organismos aquaticos e terrestres, pois estes podem
ocasionar a diminui¢do do valor adaptativo dos organismos, entre outros efeitos danosos a sua
sobrevivéncia. O objetivo deste trabalho foi avaliar a morfofisiologia cardiaca (diametro dos
miodcitos) em resposta a exposigao (48h) as NLS e ao biocida piretro, isolados e associados. A
analise dos resultados demonstrou que o didmetro dos midcitos cardiacos dos individuos
expostos a todos os xenobidticos foi aumentado (P < 0,05) com relagdo ao controle, o que
indica uma hipertrofia cardiaca nestes animais. A hipertrofia foi mais acentuada (P < 0,05)
quando o piretro estava internalizado nas NLS. Tais respostas devem resultar em um aumento
do débito cardiaco dos animais ocasionados por um aumento do volume sistélico, o que
parece ser uma estratégia do animal para aumentar o fluxo sanguineo e, portanto, maximizar a
destoxificacdo dos compostos. Portanto, foi aqui demonstrado que tais compostos resultam
em respostas adaptativas na espécie estudada mesmo a concentragdes subletais e curto
periodo de exposi¢do, o que nos leva a sugerir fortemente que as concentracdes dessas
substancias sejam revisadas e controladas a fim de minimizar o declinio nas populagdes de

anfibios.

Palavras-Chave: miocitos; biocidas; nanocarreadores; anfibios anuros.



Abstract

The increase in agricultural and industry activities, as well as in the emission of urban
effluents with no treatment have been an issue of particular concern regarding the health of
freshwater bodies and their organisms due to the increase of xenobiotics in the aquatic
environments. Currently, technological advances have allowed action to be taken to mitigate
the impacts of these substances on non-target organisms. Among them, it is worthy to mention
the nanocareer-systems (as the solid lipid nanoparticles — SLN), which encapsulate active
components, such as pesticides, liberating them in a modified and more controlled manner.
However, additional studies are still needed to evaluate the potential risk, mechanism of
action and toxicity of nanopesticides on non-target organisms, considering that these
pollutants can lead to a reduction of the adaptive value of organisms, among other negative
impacts to their survival. The aim of this work was to evaluate the cardiac morphophysiology
(myofibrils’ diameter) in response to the exposure (48 h) to SLN and to the biocide
pyrethrum, isolated and associated. The results demonstrated that the diameter of cardiac
myofibrils increased (P < 0.05) in response to the exposure to all xenobiotics in relation to the
control, indicating a cardiac hypertrophy. Indeed, the hypertrophy was more accentuated (P <
0,05) in the cardiac myocytes of the individual exposed to the pyrethrum associated to the
SLN than was these compounds were tested isolated. This alteration may result in an increase
in the cardiac output by increases in the systolic volume, representing a strategy to raise the
blood flux to organs, maximizing the xenobiotics detoxification process. Therefore, we
demonstrated that pyrethrum and solid lipidic nanoparticles, isolated and associated, result in
adaptive responses in the species even at sublethal concentrations and under acute exposure. It
can be strongly suggested that these substances should be controlled to minimize the decline

in amphibians’ populations.

Keywords: myofibrils; biocides; nanocareers; anuran amphibians.
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1. Introduciao

Apesar da classe Amphibia apresentar ampla diversidade de espécies, com mais de
8.000 espécies descritas (AMPHIBIA WEB, 2019), nas ultimas trés décadas tem sido
observado um dréstico declinio de suas populagdes em todo o mundo (COLLINS, STORFER,
2003; RELYEA, 2003; BLAUSTEIN et al., 2003). As causas para tal declinio abrangem
inimeros fatores, isolados ou associados, como perda ou fragmentacao de habitats, mudangas
climaticas, doencas infecciosas e polui¢ao ambiental (BLAUSTEIN et al. 2003; COLLINS E
STORFER, 2003 RELYEA. 2003; PARK e KIDD, 2005; COSTA et al., 2012).

As atividades agropecudrias convencionais geram diversos impactos ambientais por
meio do uso de agrotodxicos e fertilizantes, plantio de monoculturas, aumento da degradagdo
do solo e erosdao em terras cultivaveis. (DETHIER; EFFENBERGER, 2011; VELTEN et al.,
2015). Atividades agropecudrias, industriais e efluentes urbanos sdo responsaveis pela
emissdo de grandes quantidades de substincias tdxicas em ambientes de agua doce.

(AL-SABTI; METCALFE, 1995).

Esses mesmos ambientes sujeitos ao despejo de poluentes sdo um dos principais
habitats dos anfibios anuros, onde a maioria das espécies se reproduz e sofre metamorfose

(BRODEUR; CANDIOTI, 2017) (Figura 1).

Os anfibios sdo organismos notadamente sensiveis a contaminantes ambientais devido
as caracteristicas de sua biologia, como a pele altamente permeédvel e vascularizada,
importante para a respiracao; metabolismo relativamente mais baixo em comparacdo aos das
aves e dos mamiferos, possuindo, assim, menores taxas de depuracdo e destoxificacdo de
xenobioticos, resultando em uma maior bioacumulacao de compostos exdgenos . Além disso,
como a reprodugdo, parte o desenvolvimento embriondrio e a metamorfose da maioria dos
anfibios ocorre no ambiente aquatico, esses animais estdo suscetiveis a contaminantes e

patdgenos em todas as duas fases de desenvolvimento (BRODEUR, CANDIOTI, 2017).



Figura 1: Imagem de um espécime de girino de Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), popularmente conhecido

como Ra-Touro. Barra: 1cm.

Fonte: Me Bruno Fernando Santos de Souza

Dentre os contaminantes que afetam os anuros, podemos citar os metais-trago, 0s
surfactantes, os farmacos e, notadamente, os pesticidas. Estima-se que anualmente sdo
despejados no ambiente cerca de 2,7 kg.ha™' de pesticidas provenientes da producio agricola,
os quais acabam alcangando os corpos d'agua por meio de processos fisicos e quimicos, como
lixiviagdo e escoamento superficial (BOTELHO et al., 2012). No entanto, avangos
tecnoldgicos tém permitido que sejam tomadas medidas com o intuito de mitigar o impacto
dessas substincias sobre organismos nao-alvos. Dentre elas, vale ressaltar os sistemas
carreadores, que sdo capazes de encapsular ativos e liberd-los de forma modificada e
controlada, a exemplo as nanoparticulas lipidicas so6lidas (NSL) (KUMAR, 2000;
RIEHEMANN et al., 2009; SILVA et al., 2012). Nao obstante, ainda sao necessarios maiores
estudos com o objetivo de avaliar o potencial de risco, a acdo e a toxicidade dos

nanomateriais carreadores de pesticidas em organismos aquaticos e terrestres.



Figura 2: Representagdo das nanoparticulas lipidicas solidas associadas ao piretro.
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Estudos tém demonstrado que, quando expostos a xenobioticos de forma isolada ou
associadamente, podem ser observados em anfibios efeitos cardiacos e fisiologicos (COSTA
et al., 2008; COSTA et al, 2015), histologicos, celulares (OLIVEIRA et al., 2016;
PEREZ-IGLESIAS et al., 2016 PEREZ-IGLESIAS et al., 2019; RISSOLI et al., 2016) ¢
bioquimicos (RICHARDS E KENDALL, 2002; VAN METER et al., 2019), inclusive quando

expostos a pesticidas como o piretro.

Nanomateriais em espécies aquaticas podem gerar respostas citotoxicas e fisioldgicas
(MAGESKY E PELLETIER, 2018; MANSANO et al., 2018), além de genotoxicidade ¢
alteracdes hematologicas (SHALUEI et al., 2013; VIGNARDI et al., 2015).

Em ras de espécie Xemopus laevis as nanoparticulas de carbono ocasionam
anormalidades nos movimentos de natag¢do, assim como diminui¢do do crescimento dos
girinos e alteracdes histologicas no rim (MOUCHET et al., 2008). Em estudos utilizando
nanoparticulas de cobre de didxido de titanio e 6xido de zinco em girinos de X. laevis foram
observadas malformagdes e lesdes histopatologicas no intestino (BACCHETTA et al., 2012).

Outros estudos utilizando nanoparticulas de 6xido de zinco observaram alta incidéncia de



malformagdes, em particular intestino mal dobrado e edema abdominal em girinos de X.

laevis (BONFANTI et al., 2015).

No estudo “Hepatic effects of the clomazone herbicide in both its free form and
associated with chitosan-alginate nanoparticles in bullfrog tadpoles” (OLIVEIRA, CR et al.,
2016) utilizando nanoparticulas de quitosana-alginato foi observado o aumento no numero de

centros de melanomacrofagos em relag@o ao controle.

Outros xenobioticos de modo isolado e associado ocasionam danos aos organismos
expostos. O estudo “Cardiac biomarkers as sensitive tools to evaluate the impact of
xenobiotics on amphibians: the effects of anionic surfactant linear alkylbenzene sulfonate
(LAS)” Jones Costa et al., 2018 obteve como resultado o aumento da MRV (massa ventricular
relativa) do grupo exposto ao Sulfonato de alquilbenzeno linear (LAS), sendo essa decorrente

da hipertrofia do musculo cardiaco.

Diante desse contexto, hipotetizamos para este trabalho que ocorrera hipertrofia
cardiaca nos animais expostos ao Piretro isolado, a Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS)
isoladas e ao Piretro associado a Nanoparticula Lipidica Sélida, uma vez que a exposicao aos

xenobioticos resultard em um aumento da performance cardiaca dos animais.

2. Objetivo

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a morfofisiologia cardiaca de girinos de
ras-touro, Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802) expostos por 48h as nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS) isoladas, e ao biocida piretro tanto isolado quanto internalizado (PIR)

nas NLS
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3. Materiais e Métodos

3.1 Obtencao dos animais e manutencio em laboratoério

Os animais utilizados no presente estudo, girinos recém-eclodidos de ras-touro,
Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), foram adquiridos em um ranario comercial na cidade
de Santa Barbara D’Oeste (-22.781257; - 47.4073489) e imediatamente transportados ao
Laboratorio de Fisiologia da Conservacdo da Universidade Federal de Sao Carlos, Campus
Sorocaba, onde os experimentos foram conduzidos pela MSc Thais Deluno Garcia e pela

Profa. Dra. Cristiane Ronchi de Oliveira.

Os animais foram mantidos em aclimatagdo até que atingissem o estagio 25 de Gosner
(1960), correspondente ao estagio pré-metamorfico, fase em que se inicia a alimentagdo
independente (~10 dias). Os girinos foram aclimatados em aqudrios com capacidade de 60 L
com circulacdo continua de agua declorada, aeragdo constante, temperatura ambiente (21 £+ 2
°C) e fotoperiodo natural (~12h claro:12h escuro). Os animais foram alimentados ad libitum
com folhas de espinafre organico maceradas e cozidas, suspensas 48h antes do inicio dos

ensaios ecotoxicoldgicos.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DOS ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS

3.2.1 Determinacido da CL50

Os piretroides sao compostos que podem variar amplamente em suas concentragdes
subletais de acordo com a classe ¢ a espécie utilizada. Dessa forma, fez-se necessario
determinar previamente a concentracao a ser utilizada nos ensaios a partir da determinacao da
CLy, (concentragdo letal que leva a mortalidade de 50% da populagdo) para o composto
natural piretro. Tal determinacao foi realizada previamente pela Profa. Dra. Cristiane Ronchi
de Oliveira e pela MSc Thais Deluno Garcia, assumindo como referencial a concentragdo de
100 pg.L-1, a qual foi utilizada por Franca e colaboradores (2015) para a determinacdo da

CL50 do piretréide permetrina para a mesma espécie modelo. Com base nessa concentragao
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modelo selecionou-se as concentragdes de 130 pg.L-1, 170 pg.L-1, 190 pg.L-1, 220 pg.L-1
,400 pg.L-1 e 580 pg.L-1.

A exposi¢do dos animais (n=64) ocorreu de maneira individual, utilizando garrafas
plasticas anteriormente utilizadas para consumo humano, essas foram higienizadas seguindo a
metodologia de Nunes et al., (2008). Os grupos de individuos expostos (n=24) seguiram a
densidade de 1 girino por L de agua, ou seja, cada recipiente de dgua declorinada recebeu 1
individuo e cada grupo possuia 24 individuos. Os ensaios foram realizados durante o periodo
de 48h em triplicata e durante todo esse periodo de exposi¢dao a mortalidade dos individuos e

o comportamento foram analisados diariamente.

A partir da andlise dos dados observados com os valores transformados em logaritmo,
durante a exposi¢do por 48h em sistema estatico e com alimentacdo suspensa dois dias antes
do ensaio, determinou-se que a CLs, para os girinos L. catesbeianus expostos ao biocida foi
de 400 pug.L', sendo esta concentragio quatro vezes maior do que a concentragio relatada

para a mesma espécie por Franga et al. (2015).

3.2.2 Preparo das nanoparticulas lipidicas sélidas

O preparo das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) ocorreu no laboratorio de
Nanotecnologia Ambiental da Unesp de Sorocaba em parceria da MSc. Thais Deluno Garcia
com a Dr Cristiane Ronchi de Oliveira. Para o processo foi utilizado o método de

emulsificagdo / evaporagdo do solvente estabelecido por Vitorino ef al. (2011).

Na fase lipidica inicial foram utilizados 250 mg de tripalmitato de glicerol e 0,5 mL
de piretro dissolvidos em 5 mL de cloroformio. Posteriormente, essa fase foi inserida em
solucdo aquosa previamente separada de 30 mL, contendo, 1,25% (375 mg) de PVA
(surfactante - alcool polivinilico), e a mistura levada ao sonicador (DES500) por 4 min com

poténcia de 40 W.

Finalizou-se o procedimento com a solucdo levada ao Ultra-Turrax por um periodo de
7 min a 14.000 rpm. O cloroférmio foi removido utilizando o evaporador rotativo e a emulsao

foi concentrada até atingir o volume de 10 mL (VITORINO et al.,, 2011).

12



3.2.3 Bioensaios com Piretro e NLS

Os bioensaios € a analise dos biomarcadores foram realizados no Laboratorio de

Fisiologia da Conservagdo (LaFisC) do Departamento de Biologia da UFSCar pela MSc.

Thais Deluno Garcia, enquanto a confec¢ao das laminas das miofibrilas foram feitas no

Laboratério de Anatomia da Unesp de Sdo José do Rio Preto em parceria com a Dra. Lilian

Franco-Belussi € com o Prof. Dr. Classius de Oliveira.

O Projeto da MSc. Thais Deluno Garcia foi previamente aprovado pela Comissao de

Etica em Experimentagdio Animal da UFSCar (protocolo CEUA #1472160516). Em

decorréncia da origem exoética da espécie, ndo houve necessidade de autorizagdo do SiSBio

para coleta dos animais utilizados no presente estudo.

Durante a realizacdo dos ensaios toxicoldgicos, os animais (n = 96) foram divididos

em quatro grupos experimentais:

[?]).

1) Grupo controle (CT=24);
2) grupo exposto ao biocida piretro isolado (PIR=24; 400 pg.L™");
3) grupo exposto as nanoparticulas isoladas (NLS=24; [?]);

4) grupo expostos a nanoparticulas associadas ao biocida piretro (PIR+NLS=24;

Ap0s a exposi¢do, os girinos foram pesados e tiveram seu comprimento determinado,

sendo posteriormente eutanasiados, seguindo as normas da AVMA Guidelines for the

Euthanasia of Animals: 2020 Edition, que consistiu na realizacgdo de uma fratura

cranio-cervical.
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3.2.4 Determinacao do didAmetro das miofibrilas.

Para realizacao da coleta e fixagdo dos orgaos foram utilizados seis individuos (n = 6)
por grupo, tais individuos tiveram o coragdo removidos e colocados em fixador Karnovsky
(tampdo de fosfato 0,1 mol. L' em pH 7,2, tampdo de fosfato de Sorensen 0,1 M,
glutaraldeido em 2,5% e paraformaldeido em 5%) durante o periodo de 24 h a 4°C.

Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao para entdo serem desidratadas
em concentragdes crescentes de solugdes alcodlicas (50%, 70%, 85%, 90%, 95%, 100%),
mantidas durante 1h em cada uma dessas concentragdes. Essas amostras ficaram em alcool
100% overnight, para entdo serem embebidas (24h) e incluidas em historesina. Apds a
inclusdo das amostras utilizando um micrétomo RM 2265 (Leica, Suica), foram obtidas

secgoes histologicas de 2 um das amostras.

Apos esse processo as laminas foram posicionadas no fotomicroscoépio com aumento
de 40x, buscando a distribuicdo dos midcitos mais diversas possivel. Os arquivos foram

analisados por meio da ferramenta de software Image - Pro Plus 6.0.

Para a analise do diametro das miofibrilas, foram realizadas dez medidas convertidas
posteriormente em valores logaritmicos, em 20 fotos de cada individuo, totalizando assim 600
fotos e 6.000 andlises. Para a medicdo foram escolhidos diferentes locais em que as fibras
estivessem preferencialmente horizontalmente dispostas e delimitando o didmetro com o
auxilio de uma reta disponibilizada no programa Image Pro Plus sendo, por fim, determinada

a média geral.

3.2.5 Procedimentos estatisticos

Para realizacdo das andlises estatisticas utilizou-se o programa GraphPad Prism 5.

As médias foram obtidas através de dez medidas de miocitos em 20 fotos para cada

individuo, (totalizando em 600 fotos e 6.000 dados), os quais foram submetidos ao teste de



Kolmogorov com o objetivo de testar a normalidade dos dados.

Posteriormente, considerando que os dados nao apresentam distribui¢do normal
adotamos o teste estatistico ndo-paramétrico de comparagdo denominado Kruskal-Wallis,
com poés-teste de Dunns, com o objetivo de que todos os grupos fossem comparados com o

controle e entre si.

4. Resultados e discussao

A andlise dos resultados demonstra um aumento no didmetros dos cardiomiocitos de
todos os grupos experimentais expostos aos xenobidticos em comparacdo com O grupo
controle; tanto os individuos expostos as NLS e ao piretro isolados quanto os individuos
expostos ao PIR+NLS apresentaram valores de diametro dos cardiomidcitos

significativamente maiores (P<0,05) em relacdo aos individuos do grupo controle.

O teste de comparagdo de Dunns demonstrou que o efeito hipertrofico ocorreu de
modo mais acentuado (P < 0,05) no grupo NLS + Piretro do que nos grupos NLS isolado e
PIR isolado. O grupo NLS + PIR ndo apresentou diferencas significativas (P < 0.05) em
relagdo ao grupo NLS. No entanto, o grupo NLS + PIR apresentou diferencas significativas (P
< 0.05) quanto ao grupo de Piretro isolado. A representagdo grafica de tais resultados pode ser
observada na Figura 2. Na figura 3 ¢ apresentada uma prancha histologica dos resultados

obtidos.
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Figura 3: Didmetro das miofibrilas (um) dos grupos Controle, NLS, Pireto e NLS+Piretro. indica diferenca significativa (P
<0,05) em relagdo ao grupo CT e denota diferenca significativa entre os grupos piretro e NLS + Piretro.. Valores médios +

DP.

Fonte: Autoria propria
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Figura 4: Micrografias das midcitos de L. catesbeianus sendo os grupos Controle na primeira coluna (A), NLS na segunda coluna (B),
Piretro na terceira coluna (C) e NLS+Piretro na quarta coluna (D). Podem ser observadas as alteragdes para as miocitos em vermelho e
em azul a seta marca as alteragdes nucleares.

Os ajustes fisioldgicos que ocorrem nos animais expostos a xenobidticos, como os observados
no presente estudo, podem ocasionar a diminui¢do do valor adaptativo das populagdes em decorréncia
do acumulo de alteragdes morfoldgicas. Estudos como “Metamorphic acceleration following the
exposure to lithium and selenium on American bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus)” VIDAL
et al., 2021 corrobora esse fato, pois os resultados demonstram que niveis considerados seguros, pelos
orgaos reguladores brasileiros, de litio e selénio foram responsaveis pelo desencadeamento de
respostas fisioldgicas em girinos de ra-touro americana.

No estudo, discute-se que as alteragdes observadas sdo compativeis com a de animais que
passaram pelo encurtamento de periodo metamoérfico. O encurtamento da metamorfose devido a
exposicao desses animais pode resultar em animais menores na fase adulta e com capacidade reduzida
de sobrevivéncia (BURRACO et al., 2017), bem como de reprodugdo; caga e fuga de predadores
(Hayes, 1995; Loman, 1999; Marquez-Garcia et al.,, 2009). De forma que quando considerados em
uma perspectiva de longo prazo, podem comprometer a sobrevivéncia da espécie, resultando em
declinios no nivel populacional.

Para a compreensdo do impacto de tais alteracdes sdo necessdrias avaliacdes

quantitativas desses parametros biologicos que podem estar alterados em decorréncia da
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exposi¢do do organismo a substancias genotoxicas. Nesse sentido, a avaliagdo do didmetro
das midcitos ¢ uma excelente técnica para analisar alteragcdes no tecido cardiaco de
organismos que foram expostos a substancias contaminantes (SALLA et al., 2015), como

NLS e o Piretro, encapsulado ou ndo em nanoparticulas.

A partir da andlise de midcitos ou fibras cardiacas, localizadas no interior dos
cardiomiocitos, ¢ possivel avaliar eficientemente alteracdes como hipertrofia ou atrofia
cardiaca em organismos expostos a variadas substancias. (SALLA et al., 2015).

Apesar da interagcdo actomiosinica, ou seja, 0s mecanismos contrateis e sua regulacdo
pelo calcio serem muito similares nos diferentes grupos de vertebrados, a morfologia dos
miocitos mostra-se bastante diferenciada em vertebrados basais com relagao aquela observada
para mamiferos (BERS et al., 2001).

Em vertebrados basais, os cardiomidcitos apresentam tamanho relativamente menor,
além de midcitos perifericamente arranjados (BOSSEN, SOMMER, 1984; FARRELL,
JONES, 1992; VORNANEN, 1997), com estriagdes transversais devido a alternancia de
faixas claras e escuras em decorréncia da presenca da actina e miosina (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008). O musculo estriado ¢ ativado por uma série de eventos que sio
coletivamente  denominados acoplamento excitagdo-contragdo (acoplamento E-C)
(SPERELAKIS, 1998). Essa interacdo actomiosinica e sua regulagio pelo Ca*" sdo
responsaveis pela contracdo cardiaca (DRIEDZIC, GESSER, 1994).

Estudos demonstram que a exposicdo a poluentes pode ocasionar aumento da
performance cardiaca dos organismos. Dessa forma, a hipertrofia de miocitos cardiacos pode
ser observada como um ajuste a estresses fisioldégicos, mesmo quando em curtos periodos de
exposicao (CALORE et al., 2007), mostrando-se um biomarcador bastante precoce e sensivel
a poluentes. A hipertrofia ventricular aqui observada para todos os animais expostos também
foi anteriormente observada em estudos morfométricos, mostrando-se uma resposta

adaptativa para retomar a homeostasia (CALORE et al., 2007).

Nesse contexto, o piretro, também conhecido como piretrina, composto extraido de
sementes ou flores de Chrysanthemum cinerariaefolium e Chrysanthemum cineum,
pertencentes a familia botanica Asteraceae, apresenta genotoxicidade em animais a ele

expostos (DIONIZIO MOREIRA et al., 2017). Ao longo da histéria da humanidade, o uso do
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piretro vem sendo descrito em diversos momentos, tendo sido mencionado desde a antiga
China, passado para a Europa durante o decorrer das rotas da seda (SUN et al., 2020). As
propriedades inseticidas do piretro foram reconhecidas pelo mundo ocidental em meados do
século 19, quando um americano chamado Jumticoff descobriu que muitas tribos de Caucuses

0 usavam para controlar os piolhos do corpo.

Com o aumento do uso do piretro em diversas atividades humanas, como em
pos-secos e sprays liquidos usados para tratamento no nivel do solo em pequena escala ou
aplicacdo aérea em grande escala, as piretrinas, compostos sintético do piretro, também
passaram a ser formuladas em outros produtos, como logdes e espirais contra mosquitos para

protecdo pessoal contra insetos (LYBRAND et al., 2020).

Atualmente, estudos relatam acao do piretréide deltametrina sobre o tecido cardiaco
de ratos, sendo posteriormente observado desorganizagdo, desgaste e ruptura dos miocitos
cardiacos (YALIN et al, 2012). Em anfibios da espécie Rana cameroni observou-se
desorganizacdo dos midcitos apds inalagdo do piretroide cipermetrina (COSKUN et al,
2004). Foram observados aumento da duragdo do potencial de acdo e alteracdes na dinamica
dos canais de sodio cardiacos em miocitos ventriculares de gatos (Felis catus) expostos a
deltametrina o que, segundo os autores, pode resultar em arritmias cardiacas em decorréncia

do prolongamento do intervalo das ondas QT. (DE LA CERDA et al., 2002)

Diversos fatores estressores podem levar a um aumento no didmetro das midcitos
aumentando, assim, a forca contratil cardiaca para ajudar nos processos de destoxificagcdo por
um aumento no débito cardiaco (ANDERSEN et al., 2005; CALORE et al., 2007; KOPF et
al., 2009; SUN et al., 2009; DUCHMAN E WIENS, 2012). Vale ressaltar que resultados
semelhantes aos observados no presente estudo foram observados por Salla ef al. (2015) em
girinos da mesma espécie aqui estudada (Lithobates catesbeianus) quando infectados pelo
fungo quitridio, Batrachochytrium dendrobatidis, resposta esta atribuida pelos autores como

uma tentativa de combate a infec¢ao.

Contudo, vale ressaltar que um aumento da fun¢do cardiaca dos animais leva a um
aumento de consumo de energia para a mesma, desviando energia de outras fungdes, como

crescimento, reproducdo ou resposta de fuga (GARCIA et al., 2018), podendo originar
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organismos pos-metamorficos menores e mais facilmente predaveis.

Em associagdo as NLS, o composto piretro pode ter sua volatilidade e degradagao
diminuidas pela agdo das NLS. E de conhecimento que o piretro, assim como seus compostos
sintéticos piretrdides, apresentam efeitos cardiotoxicos com ac¢ao principalmente nos canais de
sodio, que, assim como os de calcio, estdo presentes no tecido cardiaco, além de prolongar o

potencial de agdo, causando hiperexcitabilidade do sistema cardiaco (SANTOS et al., 2007).

Outro efeito relatado em estudos foi o estresse oxidativo (SILVA et al. 2012) em duas
linhagens de fibroblastos expostos a NLS e a piretroides (ANSARI et al., 2008), que
estudaram eritrocitos de espécies de peixe Channa punctatus expostos a deltametrina,

observando uma correlagdo positiva entre estresse oxidativo e genotoxicidade.

Apesar de ser em geral aceito que os piretroides apresentam baixa capacidade de
bioacumulagdo, além de apresentarem baixo potencial toxico (SANTOS, 2008), ha alguns
estudos, como o de Ansari et al. (2011), que comprovaram a genotoxicidade dos piretrdides
pelo aumento da ocorréncia de microntcleo para o peixe Channa punctatus. Tal fato é
corroborado Campana et al. (1998) com o estudo para o peixe Cheirodon interruptus
interrupus exposto a cipermetrina ¢ por Muranli & Giiner (2011) para o peixe Gambusia
affinis exposto a Acialotrina.

A observacao de que quando as NLS foram associadas ao piretro (NLS + Piretro), o
didmetro dos midcitos foi maior que nos dois compostos isolados, possivelmente pelo
sinergismo existente entre os compostos quando associados, sendo essa observagdo
importante, pois no grupo NLS+Piretro a hipertrofia observada no nivel subcelular (midcitos)
deve aumentar mais a forca de contragao cardiaca (volume sistdlico) neste grupo e, portanto,
resultar em um maior aumento do débito cardiaco dos girinos que nos animais expostos as
nanoparticulas ou ao piretro isolados. J& foi descrito por Deluno (2018), utilizando outros
biomarcadores, que a exposi¢do de girinos L. catesbeianus as particulas de NLS associadas ao
Piretro nao possui potencial benéfico aos individuos. Outra hipdtese que devemos levar em
consideracdo ¢ que quando o NLS encontra-se associado ao piretro o surfactante PVA (alcool
polivinilico), tensoativo que encontra-se presente nas nanoparticulas, pode sofrer alteragdes

com potencial toxicoldgico aos animais expostos, assim como devemos considerar o potencial
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genotdxico dos outros componentes utilizados na emulsificagdo das nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) .

Corrobora com essa hipdtese estudos como “Cardiac biomarkers as sensitive tools to
evaluate the impact of xenobiotics on amphibians: the effects of anionic surfactant linear
alkylbenzene sulfonate (LAS)” (MONICA et al, 2018) mostra os efeitos cardiacos do
surfactante LAS nos girinos, sendo um desses efeitos a hipertrofia cardiaca corroborada pelo

aumento dos miocitos cardiacos, assim como visto nos resultados do presente estudo.

Estudos anteriores mostram que a espécie Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802)
apresenta alteragdes no cronotropismo cardiaco em resposta a outros xenobidticos
(DAL-MEDICO et al., 2014; JONES-COSTA et al., 2018), mesmo apds exposi¢des rapidas
(48h); no entanto, no estudo realizado por Deluno (2018), ndo foram observadas alteragdes na
frequéncia cardiaca dos animais expostos piretro e as nanoparticulas lipidicas solidas, tanto
isolada, quanto associados. Assim, nosso estudo mostra que a espécie se utiliza de um
aumento do diametros da midcitos como resposta a esses xenobioticos, o que resulta em um
aumento do débito cardiaco por meio de um aumento do volume sistolico e ndo por um
aumento da frequéncia cardiaca. Dessa forma, a andlise morfométrica das miofibrilas se
mostrou precoce e sensivel, indicando alteracdes sobre o tecido cardiaco que foi exposto as

NLS, Piretro e NLS+Piretro (BARILLET et al., 2010).
6. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente estudo apds exposi¢cdo dos girinos L. catesbeianus
por 48h a uma concentragdo subletal do composto piretro e de nanoparticulas, isolados ou

associados:

1. Alteragdes no diametro das miofibrilas, principalmente quando expostos a NLS + PIR

2. Alteragdes no desempenho cardiaco de girinos.

Dessa forma, sdo necessarios maiores estudos quanto a protecdo que as
nanoparticulas lipidicas sélidas oferecem a degradagdo de poluentes. Sugerimos fortemente
que as concentragdes dessas substancias sejam revisadas e controladas a fim de minimizar o

declinio nas populagdes de anfibios.
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