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RESUMO  

 
GARCIA, T. D. Análise de função cardíaca de girinos de rã-touro, Lithobates catesbeianus, 

expostos á piretrina, associada ou não a nanopartículas. 2018. 97 f. Exame de Defesa de 

Mestrado (Pós-graduação em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) – Universidade 

Federal de São Carlos, campus Sorocaba, 2018. 

 

O crescente uso de agrotóxicos vem acarretando diversos distúrbios ambientais. Mais 

biodegradáveis e considerados menos tóxicos para organismos não-alvo estão os inseticidas 

botânicos, como o piretro (PIR). Sua liberação pode ainda ser modificada por meio de 

sistemas carreadores, as nanopartículas. A fim de avaliar se um possível impacto negativo 

ocasionado pelo PIR poderia ou não ser minimizado pelo uso de nanopartículas lipídicas 

sólidas (NLS), a toxicidade do PIR associado ou não às NLS para girinos de rã-touro 

(Lithobates catesbeianus) foi analisada por meio da determinação da frequência cardíaca in 

situ (ƒH - bpm), do nível de atividade (NA - % do total de animais), da massa ventricular 

relativa (MVR - % da massa corpórea), do diâmetro das miofibrilas cardíacas (µm), além da 

genotoxicidade por meio do teste de micronúcleo e de outras anormalidades nucleares e da 

avaliação de alterações da pigmentação cutânea e interna do coração. Para tanto, a CL50 48h 

para o PIR foi determinada e então utilizada uma concentração subletal correspondente a 1/5 

da CL50 de 400 μg.L-1 (80 μg.L-1). As NLS isoladas tinham tamanho médio de 324 nm e de 

258 nm quando associadas (NLS+PIR), com um índice de polidispersão de 0,19 e de 0,11 e 

potencial zeta de -11 mV e -10 mV (para as NLS e NLS+PIR, respectivamente). Não 

ocorreram alterações na ƒH ou na MVR (P > 0,05), indicando que estes biomarcadores não são 

sensíveis à concentração subletal utilizada, tampouco ao curto período de exposição (48h). 

Contudo, o diâmetro das miofibrilas do grupo NLS foi menor (P = 0,0104) em relação ao 

grupo controle (CT), tendo também havido diferença entre PIR e NLS (P = 0,0146). Contudo, 

a despeito dessas alterações subcelulares nos cardiomiócitos (diâmetro das miofibrilas), elas 

não resultaram em atrofia cardíaca (redução da MVR). O NA do grupo PIR (12,5 ± 4,1%) foi 

inferior (P = 0,0350) àquele observado para o CT (38,5 ± 8,8%), o que corrobora os efeitos 

neurotóxicos do PIR reportados para outras espécies. A reversão da letargia quando o PIR foi 

associado às NLS indica um efeito protetivo das NLS para este biomarcador. Houve um 

aumento no número de eritrócitos micronucleados para os grupos NLS (P = 0,0001) e 

NLS+PIR (P = 0,001) em relação ao CT, havendo também diferença entre PIR e NLS (P = 

0,0332) e um aumento da ocorrência de eritrócitos binucleados (P = 0,0452) para o grupo 

NLS em relação ao CT. As NLS quando isoladas apresentaram efeitos genotóxicos; porém, 

quando associadas ao PIR (NLS+PIR) os efeitos tóxicos foram menos drásticos. Todos os 

grupos aumentaram a pigmentação cutânea dos girinos em relação ao CT, que se mostrou um 

biomarcador de maior relevância ecológica, pois dispensa a eutanásia. Essa resposta parece 

exercer efeito protetivo sobre os órgãos internos, uma vez que a pigmentação do coração não 

aumentou nos grupos NLS ou NLS+PIR; inclusive reduzindo-se no grupo PIR em relação ao 

CT (P = 0,0338). Os resultados obtidos indicam que enquanto alguns biomarcadores são 

irresponsivos ao PIR ou às NLS, outros são impactados negativamente PIR isolado que, 

quando associado às NLS tem o efeito deletério diminuído ou revertido, o inverso também 

sendo verdadeiro., o que ressalta a necessidade de utilizar uma ampla gama de biomarcadores 

em diferentes níveis de organização (desde o subcelular até o indivíduo) para que se tenha 

uma visão mais acurada do efeito de xenobióticos sobre organismos não-alvo e do possível 

papel desempenhado por nanopartículas.  

 

Palavras-chave: Biocida. Piretróides. Nanotecnologia. Anfíbios. Biomarcadores. 



ABSTRACT  

 
GARCIA, T. D. Analysis of cardiac function of bullfrog tadpoles, Lithobates catesbeianus, 

exposed to pyrethrin, associated or not with nanoparticles. 2018. 97 f. Exame de Defesa de 

Mestrado (Pós-graduação em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) – Universidade 

Federal de São Carlos, campus Sorocaba, 2018. 
 

 

 

The increasing use of agrochemicals has been causing several environmental disturbances. As 

a result, botanical insecticides, such as pyrethrum (PYR), have been created because they are 

considered biodegradable and less toxic to non-target organisms. Indeed, the modified release 

of these biocides through systems carriers, for example nanoparticles, is another theoretically 

less harmful. To test the hypothesis that PIR, when associated to solid lipid nanoparticles 

(SLN) becomes less toxic to bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus), the in situ heart rate 

(ƒH - bpm), activity level (AL -% of total animals), relative ventricular mass (RMV -% body 

mass), diameter of cardiac myofibrils, in addition to the genotoxicity analysis by means of the 

micronucleus test and other cellular abnormalities and the evaluation of possible alterations of 

the cutaneous and internal pigmentation of the heart were analyzed in response to PIR and 

SLN isolated or in association. The determination of the LC50 48h for the pyrethrum was 

previously performed and, thereafter, a sublethal concentration corresponding to 1/5 of the 

LC50 of 400 μg.L-1 (80 μg.L-1) was used. The SLN used in the present study had an average 

size of 324 nm when isolated and 258 nm when associated (NLS + PIR), with a polydispersity 

index of 0.19 for NLS and 0.11 for SLN + PIR and potential zeta of -11 mV for SLN and -10 

mV for SLN + PIR. No changes in ƒH and RVM (P> 0.05), indicating that these biomarkers 

are not sensitive enough to respond to the sublethal concentration used, in addition to the 

short exposure period (48h). However, the diameter of the myofibrils of the group SLN alone 

was lower (P = 0.0104) than that of the control (CT), there was also a difference between PIR 

and NLS (P = 0.0146). Thus, despite the subcellular changes in cardiomyocytes (decrease in 

myofibrils’ diameter), they did not result in cardiac atrophy (MVR). The AL of PIR group 

(12.5 ± 4.1%) was lower (P = 0.0350) than that observed for CT (38.5 ± 8.8%). This lethargy 

corroborates the neurotoxicity of PIR already reported for other species and its reversal when 

the PIR was associated with the SLN indicates a protective effect of the SLN for this 

biomarker. An increase in the number of micronucleated erythrocytes for the SLN (P = 

0.0001) and SLN + PIR (P = 0.001) compared to CT was observed, and there was also a 

difference between PIR and SLN (P = 0.0332). It was also observed an increase in the 

occurrence of binucleated erythrocytes (P = 0.0452) for SLN in relation to CT. Therefore, 

SLN when isolated showed genotoxic effects, but when associated to PIR (SLN + PIR) its 

toxic effects were less drastic. Exposure to all groups increased tadpoles’ skin pigmentation, 

pointing this biomarker as the one of greater ecological relevance, since it is not necessary to 

euthanize organisms. This response seems to exert a protective effect on the internal organs, 

since the pigmentation of the heart did not increase in the SLN or in SLN + PIR in relation to  

CT. These results indicate that while some biomarkers are irresponsive to PIR or SLN, others 

are particularly negatively impacted by PIR isolated that, when associated with SLNs has its 

deleterious effects diminished or reversed, the inverse also being true. These results highlight 

the need to use a wide range of biomarkers at different levels of organization (from the 

subcellular to the individual) to have a more accurate view of the effect of xenobiotics on 

non-target organisms and the possible role played by nanoparticles.  

 
Keywords: Biocides. Pyrethroid. Nanotecnology. Amphibians. Biomarkers.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

  Os anfíbios têm seus representantes encontrados em praticamente todos os ambientes 

terrestres e de água doce, somente tendo como exceção às regiões mais quentes e frias, além 

das ilhas oceânicas mais distantes (FROST et al., 2007). A diversidade de anfíbios encontra-se 

atualmente em 7.809 espécies (AMPHIBIA WEB – https://amphibiaweb.org/, 20/02/2018), 

porém, vem ocorrendo um drástico declínio destes animais no mundo todo (FROST et al., 

2007). Dentre as principais causas apontadas como causadoras desse declínio estão, isoladas ou 

em associação, a destruição de habitat, aumento da incidência da radiação UV-B, alterações 

climáticas, infecções parasitárias, introdução de espécies competidoras e o aumento do uso de 

pesticidas (BRIDGES, SEMLITSCH, 2000; BLAUSTEIN, KIESECKER, 2002; COLLINS, 

STORFER, 2003; BLAUSTEN, 2004; COLLINS, CRUMP, 2009; COLLINS, 2010, 

BLAUSTEN et al., 2011,VAN METER et al., 2014; SALLA et al., 2015), estando também os 

contaminantes aquáticos entre os causadores desse declínio (COLLINS, 2010; BLAUSTEN et 

al., 2011). 

  No que tange mais especificamente aos efeitos nocivos dos xenobióticos, os anfíbios 

são particularmente vulneráveis quando comparados aos demais vertebrados, por terem um 

ciclo de vida duplo (aquático/terrestre) na maioria das espécies, com a reprodução e 

metamorfose geralmente dependente do ambiente aquático, além de algumas características 

físicas, como a pele extremamente permeável para permitir a respiração cutânea (TOLEDO, 

2009). Além disso, por serem ectotérmicos, seu metabolismo é proporcionalmente mais baixo 

que o das aves e mamíferos, tornando as taxas de depuração e eliminação de xenobióticos 

muito mais lenta, resultando em maior bioacumulação dos mesmos nos tecidos (GARDNER, 

OBERDÖSTER, 2005).  

  Sendo capazes de bioacumular no organismo, se biomagnificar ao longo da cadeia 

trófica e de se acumular no ambiente, os xenobióticos podem causar ainda efeitos tóxicos a 

curto e/ou em longo prazo nos organismos, além de degradação ambiental (PEREIRA, 2004), 

onde no ambiente aquático ocasionam a queda de qualidade de água e consequente redução da 

biodiversidade aquática em decorrência de alterações no ambiente físico-químico e nas 

comunidades biológicas (GOULART, CALLISTO, 2003).  

  Dentre os xenobióticos que têm sido apontados como causadores do declínio de 

anfíbios estão os agroquímicos (BRIDGES, SEMLITSCH, 2000) como os pesticidas, os quais 
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estão sendo correlacionados com a diminuição das espécies de anfíbios especialmente devido à 

proximidade das plantações agrícolas (DAVIDSON, SHAFER, JENNINGS, 2002). 

  Os pesticidas são substâncias ou misturas delas utilizadas deliberadamente pelo ser 

humano no ambiente com intuito de mitigar pragas (EATON, GILBERT, 2012), como insetos, 

plantas daninhas e fungos (LARINI, 1999), e foram empregados em escala mundial na década 

de 1920, onde começaram a ser utilizados na agricultura no Brasil de modo mais intensivo a 

partir da década de 1960, onde nessa época não se tinha conhecimento sobre os efeitos 

toxicológicos ocasionados por esses agroquímicos nos animais e para a população (OPAS, 

1997).  

  Dentro da classe dos pesticidas, encontram-se ainda os inseticidas, que vêm sendo 

utilizados na agricultura para o combate de insetos, e são formulados a partir de compostos 

orgânicos sintéticos (KARERU, ROCH, MANA, 2013), estando entre os mais utilizados os 

organofosforados, carbamatos, organoclorados, neonicotenóides e os piretróides (OPAS, 1997; 

ITHO, 2002; TOMIZAWA, CASIDA, 2004; MENDES, 2005). Esses xenobióticos contribuem 

grandemente para o controle de pragas na produção agrícola, porém, devido ao seu uso 

indiscriminado, vêm sendo também letais para organismos não-alvos (AKTAR et al., 2009), 

tendo seus resíduos levados aos recursos hídricos (KOUL, WALIA, DHALIWAL, 2008), onde 

têm seu tempo de permanência dependente do modo de aplicação, mobilidade e persistência na 

água e no solo (QUEIROZ, MOURA E SILVA, TRIVINHO-STRIXINO, 2008). 

   Nesse contexto, vale ressaltar que a agricultura é responsável pelo maior consumo de 

água do mundo (QUEIROZ, MOURA E SILVA, TRIVINHO-STRIXINO, 2008) e, devido à 

ampla utilização de xenobióticos como pesticidas, estes poluentes podem contaminar os 

sistemas hídricos de maneira direta, que ocorre no momento da aplicação (BARBOSA, 

CARRER, RAMIRO, 2010; OLIVEIRA, MARTINEZ, 2011) ou ainda indireta, por meio do 

escoamento superficial, lixiviação do solo ou carreamento de resíduos pelas chuvas e ventos, 

contaminando as águas superficiais e/ou subterrâneas (Figura 1), podendo, inclusive, atingir 

locais anteriormente não impactados como as reservas naturais (BELLUTA, SILVA; 2008; 

QUEIROZ, MOURA, SILVA, TRIVINHO-STRIXINO, 2008; OLIVEIRA, MARTINEZ, 

2011). 
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Figura 1: Esquema de contaminação dos ambientes aquáticos após aplicação de 

agroquímicos. 

 

Fonte: Vieira et al., 2003. Adaptado pela autora.   

 

  Devido à contaminação dos recursos hídricos, os organismos aquáticos estão sempre 

em contato com substâncias tóxicas (QUEIROZ, MOURA E SILVA, TRIVINHO-STRIXINO, 

2008), que podem estar presentes não somente na água como no sedimento e no alimento, 

entrando em contato com esses organismos principalmente por meio de exposição dérmica e 

tecidos respiratórios, além da exposição oral (COSTA et al., 2008). Essas substâncias podem 

interagir no ambiente, resultando em combinações que podem aumentar ou diminuir sua 

toxicidade sobre os organismos, podendo resultar em diferentes efeitos: a) aditivo, quando duas 

substâncias são administradas simultaneamente, representando a soma do efeito de cada 

substância isoladamente; b) sinérgico, quando o efeito combinado entre duas substâncias 

químicas tem seus efeitos maiores do que quando se encontram isoladas; e, c) antagonismo, 

quando a administração de duas substâncias simultaneamente interfere uma na outra devido a 

ligações químicas que inativam ou reduzem os efeitos de uma das substâncias (EATON, 

GILBERT, 2012). Esses contaminantes acabam ainda por alterar os parâmetros físicos e 

químicos da água, assim como a dinâmica natural das comunidades biológicas presentes nesses 

ecossistemas (GOULART, CALLISTO, 2003), além de provocarem múltiplos impactos em 

diferentes níveis de organização dos organismos não-alvos, desde o molecular e celular, até o 



19 

 

bioquímico, fisiológico, morfológico e, finalmente, no organismo como um todo (GRISOLIA, 

2005). 

  Visando minimizar o impacto desses contaminantes no ambiente, atualmente vêm 

sendo utilizados inseticidas botânicos, que correspondem a substâncias naturais que tem seu 

extrato retirado de plantas, com objetivo de reduzir a toxicidade nos organismos não-alvos e 

também por serem mais espécie-específicos, de forma a atingir prioritariamente organismos-

alvos, ou seja, as pragas agrícolas (ISMAN, 2008; SENTIL-NATHAN, 2013), devido a rápida 

biodegradação e menor permanência no ambiente. Com isso, os biocidas são considerados mais 

seguros que os compostos sintéticos (SENTIL-NATHAN, 2013). Dentre os biocidas existentes 

está o piretro (Figura 2) composto retirado da flor do crisântemo (Chrysanthemum 

cinerariaefolium) (COX, 2002) e que assim como outros biocidas tem ação sobre uma 

variedade de pragas, e não é considerado tóxico para alguns vertebrados que foram incluídos no 

teste de registro desses compostos (REGNAULT-ROGER, 2013). Entretanto, o piretro vem 

sendo utilizado para a produção de uma variedade de formulações, originando os compostos 

sintéticos denominados piretróides, os quais são utilizados também em áreas urbanas. Diante 

disso, surgiu a preocupação com o processo de escoamento superficial, o qual pode levar esses 

compostos até os ambientes aquáticos (USEPA, 2013), sendo, portanto, imprescindível analisar 

os efeitos desses compostos sobre os organismos aquáticos, como os anfíbios.  

Figura 2: Estrutura química do composto natural piretro. 

 

                                  Fonte: Santos et al. (2007). 

 

  Outra ferramenta que mais recentemente vem sendo empregada com o intuito de 

minimizar o impacto negativo de xenobióticos é a nanotecnologia, área de estudo que busca 

desenvolver tecnologias que operam na menor escala possível, na ordem de nanômetros 

(RAJABI, 2015), tendo aplicações não apenas na área agrícola, mas também em diversos 

outros setores, como na área alimentar e farmacêutica (FEDERIC, SHAW, HANDY, 2007; 

WANG, DU, ZHENG, 2008). Por meio dela, têm sido criadas formulações com compostos 
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ativos de interesse agrícola (PERLATTI et al., 2013) com o intuito de aumentar a solubilidade 

dos compostos ativos, liberá-los de forma lenta e ainda protegê-los da degradação precoce 

(KAH, HOFMANN, 2013; MATTOS et al., 2017).  

  Desse modo, as nanopartículas são utilizadas como sistemas carreadores de 

substâncias, como os biocidas, sendo empregadas com intuito de diminuir o impacto dos 

compostos ativos no meio ambiente e diminuir as concentrações utilizadas nos campos 

agrícolas. Entretanto, pouco se sabe sobre os reais benefícios e riscos (MATTOS et al., 2017) 

que o uso da nanotecnologia traz para o ambiente e para os organismos não-alvos (KAH et al., 

2013; KAH, HOFFMANN, 2013) podendo as nanopartículas ter sua difusão e transporte 

facilitado na atmosfera, água e solo, especialmente devido ao seu tamanho nanométrico, ou 

ainda entrarem e se acumularem nas células dos organismos. Ademais, escassas são as 

informações acerca toxicidade desses novos nanomateriais no ambiente e para a biota. 

  Assim sendo, o presente estudo propôs-se a avaliar o efeito do piretro e piretro 

associado a nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) sobre biomarcadores comportamentais, 

morfofisiológicos e genotóxicos em girinos de rãs-touro (Lithobates catesbeianus), com o 

intuito de testar a hipótese de que o piretro, quando utilizado isoladamente, terá efeitos 

deletérios e que quando associado a nanopartículas tais efeitos negativos serão minimizados ou 

desaparecerão. 
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2 OBJETIVOS 

 

  O objetivo geral foi avaliar a toxicidade após 48h de exposição do biocida piretro 

(PIR) associado ou não a nanopartículas lipídicas sólidas (NLS), sobre girinos de rãs-touro, 

Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), utilizando biomarcadores comportamentais, 

morfofisiológicos e de genotoxicidade, visando um melhor entendimento dos aspectos 

toxicológicos para o uso de nanopesticidas em agricultura, bem como, contribuir para 

estabelecimento de marcos regulatórios para o uso destes sistemas.  

 

2.1. Objetivos específicos 

 

- Determinar a CL50 (48h) para girinos de rã-touro no estágio 25 de Gosner (1960); 

- Avaliar a toxicidade do piretro (1/5 da CL50) ou piretro associado ao sistema carreador (NLS) 

sobre os girinos da espécie por meio de diversos biomarcadores como nível de atividade, massa 

ventricular relativa, frequência cardíaca in situ, genotoxicidade por meio do teste de 

micronúcleo e outras anormalidades nucleares, bem como efetuar a análise morfométrica do 

tecido ventricular por meio da determinação do diâmetro das miofibrilas, além de analisar a 

pigmentação cutânea e interna do coração dos indivíduos. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Biomarcadores 

  

  Os xenobióticos são capazes de alterar as atividades enzimáticas, assim como alterar a 

produção de substâncias endógenas pelo organismo que foi contaminado, além de aumentar a 

produção de espécies reativas de oxigênio, comprometendo a homeostasia e, assim, acarretando 

um quadro de estresse fisiológico (THOMAS, 1990; ARIAS, 2007). Diante disso, além das 

avaliações físicas e químicas dos recursos hídricos, atualmente vêm sendo realizados testes 

laboratoriais de toxicidade em animais modelo com intuito de avaliar os efeitos biológicos 

causados por xenobióticos nos organismos aquáticos, podendo, assim, determinar o efeito de 

uma dada substância química sobre estes organismos (RAND, PETROCELLI, 1985; BUSS, 

OLIVEIRA, BAPTISTA, 2008; Di GIULIO, NEWMAN, 2012). 

  Entre os ensaios laboratoriais mais utilizados na ecotoxicologia estão aqueles que 

utilizam biomarcadores, que demonstram as respostas biológicas ao estresse provocadas pelos 

xenobióticos nos organismos (DEN BESTEN, 1998, ARIAS, 2007, BERNARDI et al., 2008), 

os quais podem evidenciar alterações primárias (Figura 3) em diferentes níveis de organização, 

desde o celular, bioquímico ou fisiológico ou ainda em níveis secundários, como seus efeitos 

nas populações e comunidades ante a exposição a xenobióticos (MAGALHÃES, FILHO, 2008; 

Di GIULIO, NEWMAN, 2012). Dessa maneira, os biomarcadores são ferramentas essenciais 

para compreensão dos efeitos subletais causados pelos contaminantes e seus mecanismos de 

ação (COSTA et al., 2008), fornecendo sinais precoces de alerta quanto aos danos ecológicos 

iniciais (Di GIULIO, NEWMAN, 2012). Além disso, a utilização de vários biomarcadores é 

recomendada, já que a avaliação de uma determinada resposta biológica pode não indicar de 

forma ampla os danos que foram ocasionados nos organismos que foram expostos em um 

ambiente contaminado (ZORITA et al., 2008).  

 



23 

 

Figura 3: Níveis de organização biológica e resposta aos efeitos de contaminantes 

 

                 Fonte: Magalhães Filho, 2008. Adaptada pela autora.    

 

Os biomarcadores são importantes por permitirem, inclusive, a determinação dos 

impactos negativos de uma determinada concentração de poluentes antes mesmo de que seja 

observada mortalidade ou outros efeitos nocivos aos organismos que poderiam ocasionar um 

declínio populacional (CALORE et al., 2007; COSTA et al., 2008; ANDRADE-

WALDEMARIN et al., 2012; ABDALLA et al., 2013; MARTINS et al., 2013; DAL-MÉDICO 

et al, 2014). Estudos avaliando os efeitos da exposição subletal a xenobióticos em diferentes 

biomarcadores já foram realizados em mamíferos (CALORE et al., 2007), peixes (ANDRADE-

WALDEMARIN et al., 2012; MARTINS et al., 2013) e também em anfíbios (COSTA et al., 

2008; DAL-MÉDICO et al, 2014; SALLA et al., 2015; OLIVEIRA, 2016; JONES-COSTA et 

al., 2018).  

  Entre os biomarcadores existentes, aqueles indicativos de desempenho cardíaco estão 

entre os mais sensíveis (DAL-MÉDICO et al., 2014), assim como constatado por Thomas et al. 

(2008), que avaliando os efeitos da exposição ao triclorfon em juvenis de tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus), observaram que dentre os biomarcadores analisados (biomarcadores 

de estresse oxidativo, força de contração cardíaca in vitro e frequência cardíaca), aqueles 

indicativos da função cardíaca se mostraram os mais sensíveis.  

  Outros efeitos causados pelos contaminantes, e determinados por meio da utilização de 

biomarcadores fisiológicos cardíacos, foram demonstrados em diferentes estudos como de 

Costa et al. (2008), em que foi constatada a produção de espécies reativas do oxigênio em 
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girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus) expostos por 48 h ao herbicida Roundup 

Original® (glifosato), associado a um aumento do gasto energético devido a hiperatividade e 

taquicardia dos organismos expostos a uma concentração ambientalmente relevante do 

contaminante. Adicionalmente, um estudo publicado por Dal-Médico et al. (2014) após a 

exposição da mesma espécie por 2 e 16 dias ao cádmio (1 g.L-1) , indicou alterações como 

bradicardia devido a um relaxamento cardíaco incompleto e redução da força de contração, 

sendo que essas respostas ao contaminante se agravaram na exposição mais prolongada, 

acarretando em alterações no desenvolvimento dos girinos e nos processos homeostáticos que 

são responsáveis por respostas do organismo na presença dos xenobióticos.  

Especialmente após a exposição crônica a contaminantes, muitas vezes nota-se uma 

hipertrofia cardíaca como uma estratégia homeostática para aumentar o débito cardíaco por 

meio de aumento do volume sistólico (CALORE et al., 2007; RISSOLI, 2012). Dentre os 

biomarcadores de hipertrofia cardíaca estão a massa ventricular relativa e ainda, em nível 

subcelular, o diâmetro das miofibrilas que, segundo SALLA et al. (2015), é uma excelente 

técnica para avaliar alterações no tecido cardíaco de organismos que foram expostos a 

substâncias contaminantes. Essa hipertrofia cardíaca resultante de alterações do diâmetro das 

miofibrilas deve resultar em um aumento da força de contração in vivo e, assim, em um 

aumento do débito cardíaco (SALLA et al., 2015). Inversamente, caso ocorra uma bradicardia, 

haverá uma redução do débito cardíaco em consequência da redução na frequência de 

despolarização do tecido marca-passo, da mesma forma que uma atrofia cardíaca pode também 

reduzir o mesmo, mas por meio da redução no volume sistólico (ANELLI JR, 2010). 

  Segundo Costa et al. (2008), os organismos aquáticos quando são expostos aos 

diversos fatores de contaminação ambiental, podem ativar o mecanismo de fuga, assim como 

mecanismos fisiológicos que acabam por neutralizar os efeitos causados pelo fator estressante. 

Consequentemente, podem ocorrer alterações na performance cardíaca e no nível de atividade 

desses organismos, indicando que os biomarcadores fisiológico de performance cardíaca são 

ideais para essa avaliação. Adicionalmente, outro biomarcador em outro nível de organização, 

o comportamental, é a determinação do nível de atividade do animal, uma vez que alterações 

do mesmo podem ser resultantes de efeitos diretos ou indiretos dos contaminantes (SPARLING 

et al., 2010), especialmente em xenobióticos que causam efeitos neurotóxicos, que são capazes 

de alterar o comportamento dos organismos expostos (FORDHAM et al., 2001), bem como 

reduzir o desempenho cardíaco (COSTA et al., 2008).  

  Outra ferramenta muito importante para os testes ecotoxicológicos é a avaliação do 

potencial genotóxico do contaminante por meio do teste de micronúcleo e outras alterações 
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nucleares em células sanguíneas (FENECH, 2000; SILVA et al., 2003). Existe uma variedade 

de metodologias para avaliação do teste de genotoxicidade, sendo essa análise importante para 

avaliar o potencial carcinogênico ou mutagênico de uma substância (RIBEIRO et al., 2004). A 

despeito dos micronúcleos também se originarem espontaneamente em situações em que o 

organismo se encontra saudável, aumentos na sua ocorrência são indicativos de danos 

ocasionados por xenobióticos (HEDDLE et al., 1983), assim como a presença de outras 

anormalidades celulares como células binucleadas, anucleada ou com presença de bud, entre 

outras alterações, as quais já foram constatadas em contaminação por xenobióticos com efeitos  

genotóxicos, citototóxicos ou ainda, com ação mutagênica (LAJMANOVICH et al., 2014); 

porém, o mecanismo de formação dessas outras anormalidades é pouco conhecido, mais ainda 

assim, são utilizadas como indicativo de genotoxicidade como complemento a presença de 

micronúcleos (GOKALP et al., 2011).  

   Segundo Pantaleão et al. (2006), micronúcleos são fragmentos de cromossomo ou 

cromossomos inteiros que não completaram a migração anafásica durante a divisão celular, 

portanto, não incorporados ao núcleo da célula-filha durante este processo, podendo ainda, 

permanecer por toda a vida da célula, além de serem alterações observáveis em diferentes 

organismos-modelo (BOLOGNESI et al., 2006; PANTALEÃO, 2006). A técnica de análise do 

micronúcleo tem a vantagem de, além de ser bastante sensível e responder precocemente à 

exposição a xenobióticos, é relativamente simples, pouco invasiva e pouco dispendiosa, 

representando uma excelente relação custo-benefício (VIARENGO et al., 2007, BOLOGNESI 

et al., 2006; Di GIULIO, NEWMAN, 2012). 

  Por fim, outro biomarcador extremamente importante é o de pigmentação. Os 

melanóforos são células que contêm organelas denominadas melanossomos, as quais produzem 

pigmento melanina que são responsáveis por produzir a cor escura ou clara do tegumento dos 

organismos, em decorrência de dispersão ou agregação do pigmento (SUGIMOTO, 2002; 

SKOLD et al., 2016), responsável pela coloração de peixes, répteis, anfíbios, aves e mamíferos 

(KAUR e DUA, 2015).  

  A alteração da pigmentação ocorre como uma resposta adaptativa sob controle do 

sistema nervoso simpático ou endócrino, sendo mediada por receptores presentes na superfície 

dos cromatóforos (CHAPLEN et al., 2001). Essas alterações são essenciais para a 

sobrevivência dos organismos, possibilitando não somente a proteção contra predadores, como 

também aumentando as chances de alimentação (SUGIMOTO, 2002). Em ambiente 

contaminado por variadas substâncias ou sujeito a outros estressores ambientais, podem ser 

observados tanto aumentos como reduções da pigmentação corpórea de peixes e anfíbios 
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(CHAPLEN et al., 2001; DUKOVICIC et al., 2010; MASSAGAKI, FUJII, 1999; LOGAN et 

al., 2006). Essa análise da pigmentação tegumentar mostra-se um importante biomarcador de 

contaminação ambiental (PANDEY, 1985), assim como a pigmentação visceral, que uma vez 

presente em alguns órgãos e tecidos pode proteger as células contra a formação de radicais 

livres em decorrência de exposições a contaminantes (McGRAW, 2005; COLOMBO, 2011).  

  Considerando-se o anteriormente exposto, se faz importante a compreensão dos efeitos 

dos contaminantes nos organismos fazendo o uso de ensaios laboratoriais para que assim sejam 

propostas ferramentas para a preservação desses organismos (SILVA, 2002). A determinação 

de novos e diferentes biomarcadores sensíveis para xenobióticos é imprescindível para detectar 

precocemente o efeito de contaminantes podendo, assim, estabelecer estratégias de coservação 

antes que a mortalidade e o declínio das populações sejam observados (DEN BENSTEN, 1998; 

THOMAS, 1990). Tais fatores tornam, portanto, os biomarcadores ferramentas essenciais para 

identificação e compreensão dos efeitos dos contaminantes sobre organismos não-alvos 

(WINKALER et al., 2001), essenciais na avaliação de contaminações ambientais (Di GIULIO, 

NEWMAN, 2012). 

 

     3.2 Biocidas 

 

  Com a agricultura moderna, ocorreu o aumento do uso de biocidas, que são inseticidas 

provenientes de plantas e que vêm sendo utilizado no mundo todo para o combate de pragas e 

aumento da produtividade agrícola (MORAGAS, SCHNEIDER, 2003). Entre os biocidas mais 

utilizados, encontra-se o piretro, que tem seu princípio ativo obtido das flores do crisântemo 

(Chrysanthemus cinerariaefolium e Chrysanthemus cineum) (COX, 2002). 

  Esse biocida é composto por piretrina do tipo І e tipo ІІ (PAN, 2016) e, quando 

comparado a outros pesticidas, apresenta elevada eficiência em baixas concentrações, ação 

rápida, baixo poder residual no ambiente e supostamente baixa toxicidade para mamíferos 

(PIMPÃO, 2006), dentre eles o ser humano (MORAGAS, SCHNEIDER, 2003). Esses 

compostos são instáveis na presença de radiação ultravioleta (NPIC, 1998; PIMPÃO, 2006), e 

rápida degradação no ambiente (SVOBODOVÁ et al., 2003), com sua persistência no 

ambiente, em condições aeróbicas, de 8 dias e na água de 35 dias (PAN, 2016).  São lipofílicos, 

apresentando baixa solubilidade em água (< 10 ppm), e elevada solubilidade em solventes, nos 

quais apresentam coeficiente de partição octanol-água (Kow) de 5,90 para piretrina I e 4,90 

pKow para piretrina II a 25 ºC (USEPA, 2006). Além disso, possuem baixa biodisponibilidade 
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(ROBERTS, REIGART, 2013) e não sofrem biomagnificação (SCHLEIER, PETERSON, 

2011). 

  Em decorrência da instabilidade à luz, calor e oxigênio do composto natural 

(ROBERTS, REIGART, 2013), foram criadas formulações sintéticas (piretróides) a partir do 

composto natural, onde foram adicionados átomos de nitrogênio, halogênio e enxofre, tornando 

as moléculas mais estáveis à luz, prolongando seu efeito sobre organismos não-alvos, mas 

ainda mantendo relativamente baixa sua toxicidade aguda para mamíferos quando comparada 

àquela de outros compostos similares (CHEN, WANG, 1996; HEUDORF, ANGERER, 2001). 

Contudo, a toxicidade desse composto é dependente de sua estrutura química, que pode se 

tornar mais tóxica dependendo dos compostos a ela adicionados (SANTOS, AREAS, REYES, 

2007). 

  Os piretróides/piretrina são utilizados na agricultura em plantações de arroz, café, 

batata, entre outros cultivos (SANTOS, AREAS, REYES, 2007), bem como na pecuária, na 

medicina veterinária (REBELO, 2006), como também em domicílio, para a prevenção de uma 

ampla faixa de pragas (REBELO, 2006; USEPA, 2013). Contudo, com seu uso abusivo, não 

apenas em áreas agrícolas, como também nas áreas urbanas, devido a sua elevada eficácia na 

eliminação de insetos rurais e domésticos, os piretróides vêm contaminando água, solo e 

atmosfera e sua toxicidade sobre organismos não-alvos têm se elevado significativamente 

(SANTOS, AREAS, REYES, 2007), inclusive sobre artrópodes, como abelhas e outros 

artrópodes aquáticos como lagostas e camarões (OSTI et al., 2007), além de peixes e girinos de 

anfíbios (USEPA, 2006, OSTI et al., 2007), no qual estes últimos, são afetados principalmente 

por meio do escoamento destes compostos para os ambientes aquáticos (USEPA, 2013).  

  Os piretróides exercem efeitos sobre o sistema nervoso central dos vertebrados, 

especialmente em peixes e anfíbios, podendo também ser cardiotóxicos (SANTOS, AREAS, 

REYES, 2007). Entre os efeitos cardiotóxicos observados em vertebrados após a intoxicação 

por piretro estão variações eletrocardiográficas (alterações no intervalo QT) e arritmia cardíaca 

(LUDOMIRSKI et al., 1982), que ocorrem devido ao aumento da duração do potencial de ação 

(DEJONCKHEERE et al., 1982). Os efeitos cardiotóxicos e neurotóxicos também são devidos 

à sua ação direta sobre os canais de sódio, impedindo seu fechamento prolongando a entrada de 

Na+ nas células (SANTOS, AREAS, REYES, 2007), o que provoca alterações na cinética 

destes canais (DEJONCKHEERE et al., 1982), resultando em uma hiperexcitabilidade. Tais 

efeitos podem inclusive interromper a propagação do potencial de ação (BLOOMQUIST, 

1996). Ademais, quando utilizado em concentrações elevadas, o piretro gera efeitos 

neurotóxicos por inibir o complexo receptor do ácido γ-aminobutírico (GABA), o principal 
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neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central (SNC), onde age bloqueando os canais 

de cloreto que são mediados pelo GABA, causando a hiperexcitabilidade do SNC devido à 

ausência da inibição sináptica (MANNA et al., 2004; BLOOMQUIST, 2016). 

  Apesar da literatura acerca dos efeitos dos piretróides sobre anfíbios ser escassa, já foi 

demostrado que este composto é altamente tóxico para os anfíbios e para peixes (USEPA 

2006), que vêm se mostrando altamente sensíveis aos piretróides (SÁNCHEZ - BAYO, 2012), 

especialmente devido à ampla faixa de concentrações em que esses compostos se apresentam, 

as quais vêm se mostrando altamente tóxicas para esses organismos, nas concentrações entre o 

mesmo piretróide e entre as espécies de peixes e anfíbios (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Concentração de CL50 para diferentes piretróides em várias espécies de peixes e 

anfíbios. 

 

Composto CL50 Concentração Família Espécie Autor 

 96h 193 μg.L-1 Pimelodidae Rhamdia quelen Borges et 

al., 2007 

 96h 400 μg.L-1  Channa punctatus Kumar et 

al., 2009 

Cipermetrina 96h 139 μg.L-1 Cyprinidae Labeo rohita Das; 

Mukherje

e, 2003 

 96h 172 μg.L-1 Hylidae Hypsiboas 

pulchellus 

Agostini 

et al., 

2010 

      

Deltametrina 48h 

 

7,3 μg.L-1 (20%) Cichlidae Oreochromis 

niloticus 

Silva, 

2011 

 48h 

 

0,078 μg.L-1 Cyprinidae Danio rerio Osti, 

2005 

 48h 0,75 μg.L-1 

(50%) 
Channidae Channa punctatus Sayeed et 

al., 2003 

 

Permetrina 
96h 100 μg.L-1 

Ranidae Lithobates 

catesbeianus 

França et 

al., 2015 

 
22h 10 a 100 μg.L-1 

Ranidae 
Lithobates pipiens 

Pan - 

Database 

   

 

  Há relatos descrevendo também elevada sensibilidade de peixes aos piretróides, pois, 

devido à sua elevada lipofilicidade, sua absorção por meio das brânquias é aumentada 

(SANTOS, AREAS, REYES, 2007), causando sérios efeitos neurotóxicos nestes organismos 

(SVOBODOVÁ et al., 2003). Tal efeito ainda não foi avaliado em anfíbios, mas pode-se 

pressupor que estes sejam ainda mais susceptíveis à contaminação por esse composto, pois, 

além da sua absorção pelas brânquias, a mesma ainda acontece através da pele extremamente 

     Fonte: da autora. 
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delgada e permeável (RISSOLI et al.,2012). Vale ressaltar que, além da elevada absorção dos 

piretróides por peixes e anfíbios, os mesmos, por serem ectotérmicos, ainda apresentem baixa 

metabolização destes compostos, tornando-os mais tóxicos para estes indivíduos (OSTI, 2007), 

diferentemente do que ocorre com mamíferos, que apresentam rápida biotransformação, e 

assim, toxicidade comparativamente bem menor que outros organismos (SANTOS, AREAS, 

REYES, 2007). 

  Considerando-se o anteriormente exposto, urge que sejam avaliados os efeitos do 

piretro sobre organismos não-alvos potencialmente mais susceptíveis, como os anfíbios, pois 

seu uso indiscriminado vem contaminando o solo, o ar e a água, provocando diversos efeitos 

nocivos para o meio ambiente (GRISOLIA, 2005) como, por exemplo, acumulação nos 

sedimentos de ambientes aquáticos (USEPA, 2013) e bioacumulação nos organismos 

(GUNASEKARA, 2005). Com isso, o uso desse biocida requer monitoramento, para que assim 

possamos saber os reais efeitos deste composto e seus resíduos para os organismos e para o 

meio ambiente (BARRIONUEVO, LANÇAS, 2001).  

 

       3.3 Nanotecnologia na agricultura 

 

 

  Embora os agrotóxicos apresentem grande importância econômica para a agricultura, 

reduzindo a incidência de pragas e aumentando a produtividade, estas substâncias geram um 

grande impacto no meio ambiente (FRACETO, 2015). Com isso, visando à diminuição do 

impacto desses xenobióticos no ambiente por meio da utilização de inseticidas botânicos 

(BRACK, 2013), tem sido crescente a utilização da nanotecnologia, a qual nos últimos tempos, 

vem atraindo uma gama de aplicações, especialmente para o setor agrícola (DASGUPTA et al., 

2015; PARISI et al., 2015), como o desenvolvimento de nanomateriais como sistemas 

carreadores de agentes ativos (pesticidas, fertilizantes e nutrientes) (KIM et al., 2017). Os 

nanopesticidas (GRILLO et al., 2016) são formulações criadas para aumentar a estabilidade de 

compostos ativos, protegê-los da degradação, assim como para aumentar sua solubilidade e sua 

eficácia (KAH et al., 2013; MATTOS et al., 2017). Entre esses nanocarreadores, estão as 

nanopartículas (GRILLO et al., 2016), sistemas capazes ainda de diminuir o impacto causado 

pelos xenobióticos no meio ambiente, porém mantendo a produtividade nos campos agrícolas 

(ARMAS et al., 2007; NAIR et al., 2010; CHEN, YADA, 2011), bem como sua estabilidade e 

eficiência (CHENG et al., 2016; PRASAD et al., 2017). Essas nanopartículas podem ser 
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formuladas com diferentes matrizes, entre elas as poliméricas, lipídicas, ou ainda, proteínas 

biodegradáveis (KAH et al., 2013; GRILLO et al., 2016). 

  Entre as diversas nanopartículas existentes, estão as nanopartículas lipídicas sólidas, 

que vêm ganhando atenção no setor agrícola que permite que o composto encapsulado não 

degrade a ainda tenha sua liberação de forma modificada (CHEN; YADA, 2011; YOON, 2013) 

diminuindo, desta forma, o impacto no ambiente (GRILLO et al., 2014). Também devido às 

suas propriedades nanoméricas, esses nanomateriais são adequados para desenvolvimento de 

ferramentas a serem utilizadas para uma agricultura mais sustentável (FRACETO et al., 2016), 

sendo uma excelente ferramenta para o desenvolvimento de novas formulações (CHENG et al., 

2016; PRASAD et al., 2017). Entretanto, mesmo com o avanço do setor da nanotecnologia, 

ainda são necessários mais estudos acerca de possíveis efeitos adversos dos nanomateriais 

sobre o ecossistema e para saúde animal, já que o impacto que as nanopartículas possam vir a 

causar ainda é pouco conhecido (KIM et al., 2017). Desse modo, são necessários mais estudos 

avaliando a toxicidade desses novos nanomateriais (SHINDE et al., 2012).  

 

 

3.3.1 Nanopartículas lipídicas sólidas 

 

 

  As nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) (Figura 4) são sistemas carreadores que 

controlam a liberação de substâncias ativas em função do tempo, além de poderem direcionar 

de forma mais eficiente a liberação do princípio ativo aos organismos-alvos (FRACETO et al., 

2010; KARERU, ROTICH, MAINA, 2013) permitindo, assim, um aumento no desempenho e 

eficiência dos compostos bioativos (FRACETO, 2015). Sendo compostas por lipídeos sólidos 

em temperatura ambiente e corporal (CHEN et al., 2010), as NLS conferem menor mobilidade 

dos ativos a elas associados, permitindo a liberação lenta das substâncias no ambiente (CHEN, 

YADA, 2011; YOON, 2013). 
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Figura 4: Esquema demostrando a estrutura de uma nanopartícula lipídica sólida (NLS). 

 

        Fonte: Kakadia e Conway (2014).  

 

   As formulações de nanopartículas com compostos bioativos têm a capacidade de 

diminuir as contaminações do meio ambiente, especialmente por utilizarem menores 

quantidades do bioativo para atingir os organismos-alvos (MOUSAVI, REZAEI, 2011; RAI, 

INGLE, 2012; PERLATTI et al., 2013). Além disso, somente parte do bioativo estará 

disponível imediatamente, sendo a maior parte liberado lenta e gradativamente devido ao 

mecanismo de liberação das nanopartículas (MOUSAVI, REZAEI, 2011; RAI, INGLE, 2012; 

PERLATTI et al., 2013). Diante disso, o princípio ativo apresenta uma permanência maior no 

solo e nas plantas em menores concentrações, aumentando a eficiência, diminuindo a 

toxicidade para o meio ambiente e organismos não-alvos (MOUSAVI, REZAEI, 2011; RAI, 

INGLE, 2012; PERLATTI et al., 2013). Na agricultura, esses sistemas carreadores têm sido 

amplamente utilizados, não apenas devido à sua propriedade de otimizarem a liberação dos 

bioativos, mas também por tornarem necessárias menores concentrações dos compostos ativos 

nos campos agrícolas (CHEN, YADA, 2011; GRILLO et al., 2014). 

  Essas partículas compostas por lipídios sólidos apresentam tamanho nanométrico, 

variando de 150 a 300 nm (LIPPACHER et al., 2001; MAYNARD, 2011; YOON PARK, 

YOON, 2013), e devido à sua a matriz lipídica, estas nanopartículas podem ser metabolizadas 

pelos organismos (MULLER et al., 2000; SOUTO et al., 2011). Outras vantagens desse sistema 

de carreamento são sua elevada estabilidade física, química e biológica, sendo resistentes à 

biodegradação e prevenindo a degradação da substância que foi encapsulada (MULLER et al., 

2000; DAS et al., 2011), uma vez que na forma livre, o biocida pode ser modificado por 

alterações ambientais, como temperatura, umidade, luz e pH (BILIA et al., 2014). Tem sido 

ainda proposto que as nanopartículas lipídicas apresentam baixa toxicidade, são biocompatíveis 

e apresentam maior biodisponibilidade de ativos (DAS et al., 2011). Nesse sentido, devido à 

composição e solidez dos lipídios, as nanopartículas conferem menor mobilidade aos 
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compostos ativos a elas associados (MEHNERT, MADER, 2001), controlando a velocidade da 

liberação das substâncias encapsuladas (SILVA et al., 2011), reduzindo, desta forma, os 

potenciais efeitos tóxicos (GRILLO et al., 2014). 

  Contudo, se fazem ainda necessários estudos nanotoxicológicos para que possam ser 

avaliados os possíveis efeitos das nanopartículas em organismos não-alvos, uma vez que as 

mesmas podem ser reconhecidas como substâncias estranhas no organismo (KAHRU, 

DUBOUGUIER, 2010). Diante do anteriormente exposto e considerando-se os potenciais 

efeitos exercidos por piretróides em anfíbios, no presente estudo primeiramente foi determinada 

a concentração subletal do biocida piretro por meio do teste de CL50 para que então fossem 

avaliados seus efeitos sobre os biomarcadores supracitados em girinos de rãs-touro, Lithobates 

catesbeianus, bem como se um possível efeito nocivo deste xenobiótico poderia ser alterado 

pela sua associação a nanopartículas lipídicas sólidas. 

 

 

4  MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Preparo e caracterização das nanopartículas lipídicas sólidas 

 

  As nanopartículas lipídicas sólidas foram preparadas no laboratório de Nanotecnologia 

Ambiental da Unesp de Sorocaba em colaboração com a doutoranda Cristiane Ronchi de 

Oliveira. Basicamente, as nanopartículas lipídicas sólidas contendo piretro foram preparadas 

segundo método de emulsificação/ evaporação do solvente descrito por Vitorino et al. (2011).  

Inicialmente, para fase lipídica foram utilizados 250 mg de tripalmitato de glicerol e 

0,5 mL do princípio ativo piretro que foram dissolvidos em 5 mL de clorofórmio. Após isso, a 

fase lipídica foi inserida em uma solução aquosa previamente separada de 30 mL, contendo, 

1,25% (375 mg) de PVA (surfactante - álcool polivinílico), sendo que essa mistura foi levada 

ao sonicador (DES500) por 4 min a uma potência de 40 W. A fase lipídica foi então levada ao 

Ultraturrax por um período de 7 min a 14.000 rpm. Em seguida, o clorofórmio foi removido 

com um auxílio de um evaporador rotativo e a emulsão foi concentrada até atingir o volume de 

10 mL (VITORINO et al., 2011). Em seguida, foi realizada a caracterização das NLS e 

NLS+PIR (Tabela 2), de acordo com trabalhos prévios do grupo (OLIVEIRA et al., 2016; 

COLA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018). 
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Tabela 2:  Caracterização da NLS e NLS+PIR e as respectivas médias dos parâmetros 

medidos em função do tempo (0 – 120 dias). 
 

PARÂMETROS NLS  NLS+PIR 

Tamanho (nm) 324 258 

Polidispersão 0,19 0,11 

Potencial Zeta (mV) -11 -10 

pH 5,3 5,6 

Eficiência de encapsulação (%) ≥ 99 ≥ 99 

Fonte: Oliveira et al., 2018. 

 

4.2 Organismo teste  

  

  Originária da América do Norte, a rã-touro (Lithobates catesbeianus) (SHAW, 1802) 

foi introduzida acidentalmente em várias partes do mundo e suas características, como hábito 

alimentar generalista, alta capacidade reprodutiva e por apresentar um porte avantajado, com os 

adultos chegando a atingir aproximadamente 20 cm, tornaram a invasão e estabelecimento 

desta espécie exótica bem-sucedida em diversos locais, inclusive no Brasil (HECNAR, 

M’CLOSKEY, 1997).  

  Pertencente à ordem Anura, família Ranidae, essa espécie apresenta coloração branca 

no ventre e no dorso variável entre verde escuro e verde claro e dimorfismo sexual, com os 

machos apresentando tímpanos maiores (BURY, WHELAN, 1984). Com preferência por 

corpos d’água permanentes, a rã-touro foi introduzida no Brasil na década de 1930 para que 

fosse instalado o primeiro ranário do país para cultivo comercial da carne de rã, que foi 

escolhida por apresentar rápido crescimento e grande número de ovos em cada desova 

(VIZOTTO, 1984). Por causa do sucesso adaptativo de L. catesbeianus, a prática da ranicultura 

foi estimulada, facilitando a dispersão desta espécie em diversas regiões do país. No Brasil, 

exemplares podem ser encontrados principalmente na Mata Atlântica e Cerrado (CUNHA, 

DELARIVA, 2009). 

  Alimentando-se desde pequenos invertebrados, aves, mamíferos e inclusive outros 

anfíbios (CUNHA, DELARIVA, 2009), essa espécie também está incluída dentre as principais 

causas de declínio de anfíbios nativos, considerada uma ameaça à fauna endêmica (KATS, 

FERRER, 2003) por causa da competição e/ou predação (PEAR et al., 1998). Com sua fácil 

adaptação e reprodução, a rã-touro também é muito utilizada em estudos laboratoriais como 

modelo-experimental em universidades e empresas (CUNHA, DELARIVA, 2009). No presente 
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estudo foram utilizados girinos de rã-touro no estágio 25 de Gosner (1960) (Figura 5) (Ver 

Anexo A).  

Figura 5: Morfologia externa do girino de rã-touro (Lithobates catesbeianus) demonstrando 

coloração típica do corpo do animal.  

 

                         Fonte: da autora. 

   

 

4.3 Bioensaios toxicológicos com girinos de rã-touro 

 

  Uma vez no Laboratório de Fisiologia da Conservação (LaFisC) do Departamento de 

Biologia da UFSCar, foram realizados os ensaios ecotoxicológicos com os girinos de rã-touro e 

as análises dos biomarcadores, com exceção da preparação do material e confecção das lâminas 

das miofibrilas e da pigmentação cutânea que foram feitas no Laboratório de Anatomia da 

Unesp de São José do Rio Preto com auxílio da Doutora Lilian Franco-Belussi e do Dr. 

Classius de Oliveira. O Projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

da UFSCar antes do início dos experimentos (protocolo CEUA – Comitê de Ética no Uso de 

animais da Universidade Federal de São Carlos – nº 1472160516). Por ser uma espécie exótica, 

não houve necessidade de autorização do SiSBio para coleta dos animais utilizados no presente 

estudo. 

 

     4.3.1 Obtenção dos animais e manutenção em laboratório 

 

  Os girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus) no estágio 25 de Gosner (1960), ou 

seja, estágio pré-metamórfico com início da alimentação independente (~10 dias), foram 

adquiridos em um ranário comercial na cidade de Santa Bárbara D’Oeste (-22.781257; -

47.4073489) (Figura 6 e 7) e imediatamente transportados ao Laboratório de Fisiologia da 

Conservação (LaFisC) da UFSCar campus Sorocaba, onde os experimentos foram conduzidos. 

Os animais foram aclimatados por um período de cerca de cinco dias em aquários de 60 L com 

circulação contínua de água declorinada, aeração constante, temperatura ambiente (21 ± 2 °C) e 

1cm 
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fotoperíodo natural ( 12h claro: 12h escuro), sendo alimentados ad libitum com folhas de 

espinafre orgânica maceradas e cozidas, as quais foram suspensas 48h antes do início dos 

ensaios ecotoxicológicos. Na Tabela 2 estão representados os parâmetros físicos e químicos da 

água utilizada para o bioensaio, como também do ranário onde os animais foram coletados. 

 

Figura 6: Setor de desenvolvimento no 

ranário comercial. 

 

Fonte: da autora. 

 Figura 7: Setor de eclosão no ranário 

comercial. 

 

Fonte: da autora.                                                   

           

 

 

Tabela 3: Parâmetros físicos e químicos da água declorinada que os girinos foram 

aclimatados e do ranário onde foram coletados 

Parâmetros Temperatura 

ºC 

pH 
Dureza Total 

(mg.L-1CaCO3) 

CO2 

(mg.L-1 

CaCO3) 

Amônia 

(mg.L-1 

CaCO3) 

Água 

ranário 
21 6,6 50-150/ Branda 22 3,50 

Água 

aclimatação 
21 7,5 50-150/ Branda 1,48 0 

            Fonte: da autora.  
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.   Os parâmetros físicos e químicos da água foram monitorados diariamente durante as 

48 h de exposição e estão apresentados a seguir na Tabela 3. Os valores obtidos para os animais 

expostos aos diferentes compostos, tampouco a suas combinações, não diferiram daqueles 

encontrados para o seu respectivo controle e em relação às normativas da American Society for 

Testing and Materials (ASTM, 2000).  

 

Tabela 4: Tabela 3: Parâmetros físicos e químicos da água (Médias ± 1 E.P.M.) em 48h de 

girinos de L. catesbeianus para os grupos controle (CTR), piretro (PIR), nanopartícula lipídica 

sólida (NLS) e nanopartícula lipídica sólida associada ao piretro. 

 

Grupos 

 

Temperatura 

°C 

 

pH 

 

Dureza 

Total 
(mg.L-1 

CaCO3) 

 

CO2  

(mg.L-1 

CaCO3) 

 

Amônia 

(mg.L-1 

CaCO3) 

CTR 19,9 ± 0,1 7,5 ± 0 
50-150/ 

Branda 
4,7 ± 0,6 0,6 ± 0,2 

PIR 19,9 ± 0,1 7,5 ± 0,1 
50-150/ 

Branda 
3,4 ± 0,9 0,6 ± 0,2 

NLS 19,8 ± 0,1 7,6 ± 0 
50-150/ 

Branda 
2,8 ± 0,5 0,5 ± 0,1 

NLS+PIR 19,7 ± 0,1 7,5 ± 0 
50-150/                        

Branda 
3,4 ± 1,5 0,5 ± 0,2 

    Fonte: Da autora.  

 

 

4.3.2 Delineamento experimental para os ensaios ecotoxicológicos 

 

     4.3.2.1 Determinação da CL50 48h 

 

  Os testes foram realizados de acordo com a normativa da American Society for Testing 

and Materials (ASTM, 2000), com as seguintes modificações: os animais (n = 64) foram 

individualmente expostos em garrafas plásticas (de consumo humano), que foram previamente 

lavadas com água, seguindo a metodologia proposta por Nunes et al., (2008). Cada recipiente 

foi completado com 1 L de água declorinada (Figura 8), contendo um animal por recipiente, 

sendo que cada grupo era composto por oito animais. Solução estoque de piretro (PIR) foi 

previamente preparada (anteriormente ao ensaio) e todos os ensaios tiveram um grupo controle 
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(animais expostos a meio aquoso não contaminado) e também o grupo contendo o veículo 

acetona. 

 

Figura 8: Sistema para determinação da CL50, composto por garrafas plásticas com 

distribuição de ar para que os animais recebessem oxigênio.  

 

        Fonte: da autora.  

 

  Devido ao fato de que os piretróides apresentam amplas variações em suas 

concentrações subletais de acordo com a classe de piretróide utilizada e também de acordo com 

a espécie, tornou-se necessário determinar previamente a concentração a ser utilizada para os 

ensaios a partir da CL50 (concentração letal que leva a mortalidade de 50% da população) para 

o composto natural piretro, tomando-se como referência a concentração para piretróide 

permetrina de 100 μg.L-1  para mesma espécie (FRANÇA et al., 2015). A partir dessa 

concentração, portanto, foram selecionadas as concentrações de 130 μg.L-1, 170 μg.L-1, 190 

μg.L-1, 220 μg.L-1, 400 μg.L-1 e 580 μg.L-1  utilizadas no presente estudo. 

  Os girinos foram expostos por 48h em sistema estático, sendo que a alimentação foi 

suspensa dois dias antes do ensaio. Durante as 48h de exposição, a mortalidade dos indivíduos 

e o comportamento foram determinados diariamente. 

  Os dados foram analisados pelo Graphpad Prism 5, onde primeiramente foram 

transformados em Log. A CL50 para os girinos L. catesbeianus expostos ao biocida foi de 400 

μg.L-1 (Figura 9), ou seja, quatro vezes maior do que a concentração relatada para a mesma 

espécie por França et al., (2015). A mortalidade e o comportamento dos girinos para as 

diferentes concentrações de piretro podem ser observados na Tabela 4. 
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Figura 9: Concentrações indicando que a CL50 determinada para o princípio ativo piretro foi a 

de 400 μg.L-1 indicada em Log pelo asterisco (*). 

 

              Fonte: Graphpad Prism 5.0. 

 

Tabela 5: Concentrações utilizadas para a determinação da CL50 48h, assim como a 

mortalidade e comportamento em 48h dos indivíduos expostos ao princípio ativo piretro. 

Concentração  Mortalidade Comportamento 

Controle 0% Normal 

Controle+Acetona 0% Normal 

130 μg.L-1 0% Normal 

170 μg.L-1 12,5% Normal 

190 μg.L-1 12,5% Normal 

220 μg.L-1 0% Normal 

                 400 μg.L-1  50% Sobreviventes Letárgicos 

580 μg.L-1 100% Letárgicos (antes de morrer) 

Fonte: da autora.  

 

 4.3.2.2 Realização dos ensaios ecotoxicológicos a concentrações subletais (1/5 da CL50) 

 

 

  Após determinação da CL50, a concentração de piretro utilizada no presente estudo 

correspondeu a 1/5 da CL50 (80 μg.L-1) para a realização dos ensaios posteriores. Os girinos (n 

= 96) foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 24 por grupo, à densidade de 1 

girino por L de água declorinada), ensaiados por um período de 48h em triplicata (n = 8 por 

aquário): 1) grupo controle (CT); 2) grupo exposto ao biocida piretro (PIR); 3) grupo exposto 
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às nanopartículas (NLS); e, 4) grupo expostos a nanopartículas associadas ao biocida piretro 

(PIR+NLS). A água foi monitorada diariamente para garantir que os parâmetros físicos e 

químicos fossem mantidos dentro dos valores aceitáveis, como observado em grande parte das 

águas doces presentes no Brasil (pH; dureza total; dureza em carbonato; CO2 e amônia) e 

dentro das normativas da American Society for Testing and Materials (ASTM, 2000). 

.   Durante as 48h de exposição, o nível de atividade dos animais foi monitorado (duas 

vezes/dia) de acordo com a metodologia proposta por Franker e Smith (2004) para girinos de 

Lithobates pipiens. Os animais foram considerados ativos quando apresentavam constante 

movimento pelo aquário e a inatividade foi definida como o estado estacionário ou o de flutuar 

passivamente (sem movimento) (Figura 10). O número de indivíduos ativos foi apresentado 

como uma proporção em relação ao número total de animais (em %) para cada grupo 

experimental.  

 

Figura 10: Nível de atividade dos girinos de L. catesbeianus. A) Estado ativo; B) Estado de 

flutuar passivamente e C) Estado estacionários dos indivíduos no fundo do aquário. 

 

                         Fonte: Da autora.  

 

  Após a exposição, os girinos foram pesados e tiveram seu comprimento determinado 

(Tabela 5). Em seguida, foram eutanasiados seguindo as normas da American Veterinary 

Medical Association (AVMA, 2001), que consistiu na realização de uma fratura crânio-

cervical. Não foram utilizados anestésicos, pois os mesmos poderiam interferir na determinação 

da frequência cardíaca in situ. 

 

 

 

 

A 

B 

C 
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Tabela 6: Massa e comprimento corpóreos (Médias ± 1 E.P.M.) dos indivíduos de L. 

catesbeianus dos grupos controle (CT) e expostos ao piretro (PIR), nanopartículas lipídicas 

sólidas (NLS) e piretro associado às nanopartículas (NLS+PIR). 

Grupos Massa (g) Comprimento (cm) 

CT 3,1±0,1 7,1±0,1 

PIR 3,1±0,1 7,4±0,1 

NLS 3,0±0,1 7,3±0,2 

NLS+PIR 3,6±0,2 7,4±0,2 

Fonte: da autora.  

 

      4.3.3 Determinação da frequência cardíaca "in situ" 

 

  Para determinação da frequência cardíaca, após a eutanásia, foi realizada uma incisão 

na região ventral dos indivíduos (n = 10 por grupo) para que o pericárdio fosse exposto (Figura 

11) e pudesse ser feita a contagem visual dos batimentos cardíacos para a determinação da 

frequência cardíaca in situ (fH – bpm). A utilização de tal metodologia justifica-se por permitir 

que seja obtida a frequência cardíaca basal dos indivíduos sem a interferência de possíveis 

efeitos beta-adrenérgicos que pudessem vir a ocorrer devido à implantação transcutânea de 

eletrodos de ECG (WASSERSUG et al., 1981; BURGGREN et al., 1983; FEDER et al., 1983). 

  Para a análise estatística os dados primeiramente passaram pelo teste de normalidade 

Kolmogorov – Smirnov, e posteriormente foi utilizado o teste One-way ANOVA e pós-teste 

Tukey-Kramer para comparação múltipla entre os grupos por meio do programa Graphpad 

Instat 3. Um valor de P menor que 0,05 foi considerado significativo.  
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Figura 11: Visão da cavidade celomática após incisão na região ventral dos indivíduos para 

exposição do coração e contagem visual dos batimentos cardíacos. Coração (CR), Pericárdio 

(PR) e presença de melanócitos cardíacos (seta preta).  

 

 

 

                       4.3.4 Determinação da Massa Ventricular Relativa (MVR) 

 

 Após a eutanásia, foi determinada a massa corpórea (Wb - g) dos animais (n = 10 

por grupo) coletados ao acaso dos diferentes grupos. Em seguida, o coração foi 

cuidadosamente removido e o ventrículo dissecado (Figura 12) e pesado (Wv - g), para que 

assim a massa ventricular fosse expressa como uma porcentagem da massa corpórea (massa 

ventricular relativa, MVR - % de Wb).  Para a análise estatística os dados primeiramente 

passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov – Smirnov, e posteriormente foi utilizado 

o teste One-way ANOVA e pós-teste de Tukey- Kramer para comparação múltiplas entre os 

grupos expostos e controle por meio do programa Graphpad Instat 3. Foi também realizado o 

teste de Pearson para analisar se ocorreu correlação entre a MVR e a fH dos indivíduos CT e 

expostos. Para tanto, os dados foram transformados em Log para que a análise fosse realizada 

por meio do software R versão 3.2.0 (R Development Core Team), considerando-se um valor 

de significância de P de 0,05.  

Fonte: da autora.  

CR PR 
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Figura 12: Dissecção do ventrículo dos animais após eutanásia para pesagem e determinação 

da MVR. 

 

                                        Fonte: da autora  

 

       4.3.5 Teste de micronúcleo (MN) e de outras alterações nucleares 

 

 

  Foram utilizados seis indivíduos (n = 6 por grupo) coletados ao acaso de cada grupo 

após o período de exposição, os quais foram anestesiados localmente com lidocaína para a 

retirada de amostras de sangue, por meio de punção cardíaca. A análise de genotoxicidade foi 

realizada por meio do teste de micronúcleo e de outras alterações nucleares. 

  Foram contados 1.000 eritrócitos de cada indivíduo. Foram considerados micronúcleos 

os corpúsculos presentes no citoplasma de eritrócitos e que, em relação ao núcleo principal da 

célula, apresentavam diâmetro inferior, membrana nuclear, mesma coloração e refringência, 

além de não estarem ligados ao núcleo principal. As células foram analisadas em objetiva de 

100x, em óleo de imersão no microscópio de luz (óptico) de campo claro. Além da contagem 

dos micronúcleos, durante as análises também foi avaliada a presença de outras anormalidades 

nucleares, como presença de Bud, célula anucleada e binucleada, seguido o protocolo de 

Lajmanovich et al. (2014).  

  Para a análise estatística, os dados foram primeiramente transformados em Log e 

analisados por meio de ANOVA-One-Way e, em seguida, pelo teste a posteriori de Tukey de 

comparações múltiplas entre os grupos experimentais, sendo esse, realizados no programa R v. 

3.3.2 (R Core Team, 2017). Para o teste de correlação do micronúcleo e outras anormalidades 

com a pigmentação interna e com a externa foi utilizado o teste de Pearson após os dados terem 
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sido transformados em Log. As análises foram realizadas usando o software R versão 3.0.2 (R 

Development Core Team) e um valor de P < 0,05 foi considerado significativo. 

 

        4.3.5.1 Confecção das lâminas do Teste de Micronúcleo (MN) 

 

 

  As amostras de sangue retiradas foram transferidas para as extremidades das lâminas, 

sendo em seguida utilizada outra lâmina em 45°, posicionada em frente à gotícula, fazendo-se 

um movimento para que a gotícula deslizasse sobre a extensão da lâmina. Após esta etapa, as 

lâminas foram fixadas com metanol a 4 ºC durante 20 minutos e secas para posterior coloração. 

  Para coloração foi utilizado o corante Rosenfeld, que é composto por uma mistura de 

dois corantes, Giemsa e May-Grunwald, sendo que a concentração de Giemsa utilizada foi 

adaptada seguindo o protocolo de Franco-Belussi et al. (2016). As lâminas foram cobertas por 

15 gotas do corante May-Grunwald e deixadas a descansar por 3 a 4 minutos. Em seguida, foi 

adicionada a mesma quantidade de água destilada, deixando descansar por 1 minuto. Após isso, 

o resíduo das lâminas foi retirado e as mesmas foram cobertas com 15 gotas de Giemsa diluído 

em água corrente, deixando-se então descansar por 15 minutos. Após esse período, as lâminas 

foram lavadas em fio de água corrente e secas em temperatura ambiente de um dia para o outro 

para posterior análise.  

 

      4.3.6 Análise da pigmentação da pele (Body darkness) 

 

 

  As imagens de todos os indivíduos (n = 96) foram obtidas antes da eutanásia e foram 

tratadas sob condição de luz padronizada para que pudessem ser analisadas pelo Adobe 

Photoshop 6.0, seguindo o protocolo de Svensson et al. (2005), adaptado para anuros por 

Franco-Belussi et al. (2016). As imagens foram convertidas para CIE L *a e *b, onde L* 

corresponde ao parâmetro de reflectância. O canal L foi primeiramente normalizado definindo 

a imagem preta total (L* = 0) e a imagem branca total (L* = 255).  

  Um ponto de referência foi determinado para assegurar que a mesma área fosse 

analisada em todos os indivíduos. Com isso, foram analisados 2 cm2 de pele próxima à região 

dorso-caudal do girino (Figura 13) utilizando a ferramenta de retângulo. Os valores médios de 

reflectância da área pré-determinada foram medidos com base na ferramenta histograma, 
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enquanto que o escurecimento foi calculado como complemento da transparência. Os dados 

foram mostrados em porcentagem de escurecimento (preto = 100%), e então, foi realizado uma 

regressão Beta para analisar a interação entre cada um dos valores em proporção. Para cada 

animal foram utilizadas duas fotografias e então a média entre as duas foi determinada. As 

análises foram realizadas pelo programa R v. 3.3.2 (R Core Team, 2017) por ANOVA-One-

Way e, em seguida, pelo teste a posteriori de Tukey para comparação entre os grupos 

experimentais. 

 

Figura 13: Área de referência dorso-caudal pré-determinada para análise da pigmentação 

cutânea. Em vermelho nota-se a região analisada nos girinos de L. catesbeianus. 

 

                       Fonte: da autora 

 

       4.3.7 Processamento de amostra para análise do diâmetro das miofibrilas e 

pigmentação do coração 

 

  Foram utilizados seis indivíduos (n = 6 por grupo) os quais tiveram os corações 

removidos e fixados no fixador Karnovsky (tampão de fosfato 0,1 mol. L-1 em pH 7,2, tampão 

de fosfato de Sorensen 0,1 M, glutaraldeído em 2,5% e paraformaldeído em 5%) durante 24 h a 

4°C. Após esse período, as amostras foram lavadas para que fosse retirado o excesso de fixador 

para posteriormente serem desidratadas em uma série de álcool (50% até 100% para completar 

a desidratação) sendo, por fim, incluídas na historesina. 

  

       4.3.7.1 Confecção e análise das lâminas histológicas para determinação do diâmetro 

das miofibrilas e da pigmentação do coração 

 

  Após a inclusão das amostras em historesina, utilizando um micrótomo RM 2265 

(Leica, Suíça), foram obtidos cortes de 2μm das amostras, os quais foram corados com azul de 

toluidina e hematoxilina-eosina (H.E.) permitindo, desta forma, melhor visualização do tecido 

das amostras.   
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  Utilizando o software Image - Pro Plus 6.0, as micrografias das lâminas feitas por 

fotomicroscópio puderam ser analisadas. Para análise do diâmetro das miofibrilas, foram 

realizadas dez medidas em 20 fotos de cada indivíduo, (totalizando 480 fotos e 4.800 análises) 

sendo, por fim, determinada a média geral. O protocolo seguido para determinação do diâmetro 

das miofibrilas foi o de Salla et al. (2015).  

   Seguindo o protocolo de Franco-Belussi et al. (2009) para análise de pigmentação de 

órgãos internos, foi realizada uma análise em 20 fotos de cada indivíduo (totalizando 480 fotos 

e 480 análises) por indivíduo, nas quais foi analisada desde a ausência de cor até a intensa 

coloração escura utilizando o software Image-Pro Plus 6.0, sendo então determinada a média 

geral. Em seguida, a área das fotos da pigmentação foi medida utilizando o mesmo software, 

assim obtendo a proporção entre a área total e a área pigmentada de todos os indivíduos, sendo 

por fim, determinada a média geral.  

  Os dados do diâmetro das miofibrilas foram transformados em Log e analisados no 

programa R v. 3.3.2 (R Core Team, 2017) por ANOVA-One-Way e, em seguida, pelo teste a 

posteriori de Tukey para comparação entre os grupos experimentais. Já para a pigmentação do 

coração, após a proporção ser realizada, foi avaliado a porcentagem de pigmentação (variável 

de resposta contínua) por meio de um modelo de efeito linear (GLM; Zuur et al., 2009) com 

probabilidade máxima restrita, incluindo o tratamento com um fator fixo. Esse modelo foi 

utilizado uma vez que a distribuição dos dados foi beta. Por fim, todas as análises foram 

analisadas no programa R v. 3.3.2 (R Core Team, 2017). Para o teste de correlação entre MVR 

e o diâmetro das fibras cardíacas e da pigmentação interna com a externa foi utilizado o teste de 

Pearson após os dados terem sido transformados em Log. Um valor P menor que 0,05 foi 

considerado significativo. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

     

 

5.1 Nível de atividade, Massa Ventricular Relativa e Frequência Cardíaca "in situ" 

   

  Quando expostos a poluentes, muitas vezes torna-se necessário um aumento da 

performance cardíaca dos animais. Dentre esses ajustes, muitas vezes é observada uma 

hipertrofia cardíaca, mesmo após apenas curtos períodos de estresse fisiológico, mas 

especialmente em organismos expostos cronicamente a variados compostos (CALORE et al., 

2007). Contudo, no presente estudo, uma exposição de girinos de rãs-touros por 48h aos 

diferentes xenobióticos não provocou alteração (P > 0,05) da massa ventricular relativa (MVR - 

% da massa corpórea dos indivíduos) entre os grupos CT e expostos (NLS, PIR, NLS+PIR) 

(Figura 14). Isso provavelmente foi devido ao curto período de exposição dos animais aos 

diferentes compostos (48h). 

 

 

Figura 14: Valores da Massa Ventricular Relativa (MVR) dos grupos controle (CT; n = 10) e 

grupos expostos ao piretro (PIR; n = 10), às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS; n = 10) e à 

associação entre o piretro e às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS+PIR; n= 10) por 48h. 

Valores médios ± 1 E.P.M. Os valores dos grupos expostos não foram diferentes (P > 0,05) em 

relação ao grupo controle (CT). 

 

 

 

  De acordo com Whiters e Hillman (2001), o débito cardíaco corresponde ao produto 

do volume sistólico e da frequência cardíaca. Quando em exposições de organismos a 

xenobióticos pode ocorrer um aumento da frequência cardíaca para suprir o aumento da 
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demanda energética oriunda da exposição ao fator estressor, tanto por uma resposta de escape, 

quanto decorrente da necessidade de mais energia para promover a desintoxicação e eliminação 

do xenobiótico. 

  Diante disso, ajustes no débito cardíaco ocasionados em resposta a exposição são 

necessários, em decorrência de alterações na contratilidade cardíaca e/ou na frequência cardíaca 

(COSTA et al., 2008). Essas mudanças ocorrem por meio de uma estimulação adrenérgica por 

causa da ocupação de β-receptores cardíacos, os quais produzem um efeito cronotrópico 

positivo, aumentando não somente a inclinação do pré-potencial de despolarização do tecido 

marca-passo cardíaco, como também por meio da ação da fosforilação da troponina I via 

AMPc. Com isso há o desligamento do cálcio da troponina C, resultando em um relaxamento 

mais rápido e consequente aumento da frequência cardíaca (BERS, 1991). Porém, não pudemos 

observar no presente estudo tais ajustes da frequência cardíaca que pudessem repercutir no 

débito cardíaco, uma vez que a mesma se manteve inalterada entre os grupos (P > 0,05) (Figura 

15). Nesse sentido, e considerando-se que o piretro inibe a atividade da enzima 

acetilcolinesterase (AChE) (BÁLINT et al., 1995; KUMAR, 2008), poderia pressupor que a 

exposição dos girinos de rãs-touro ao piretro pudesse aumentar o tônus vagal, levando a uma 

bradicardia. Contudo, sabe-se que no estágio 25 de Gosner esses animais ainda carecem de 

inervação vagal (RIBEIRO, 2011). Essa hipótese, portanto, não deve ser levada em 

consideração. Nesse caso, a ausência de alterações na frequência cardíaca dos animais expostos 

quando em resposta ao piretro e às nanopartículas lipídicas sólidas, tanto isolada, quanto 

associada, deve ter ocorrido em consequência da baixa concentração utilizada, uma vez que já 

foi observado que a espécie apresenta alterações no cronotropismo cardíaco em resposta a 

outros xenobióticos, (DAL-MÉDICO et al., 2014; JONES-COSTA et al., 2018), mesmo após 

exposições rápidas (48h). 

  Os resultados obtidos a partir da utilização do piretro natural foram diferentes dos 

relatos para piretróides sintéticos. Não há estudos da ação do piretro natural sobre função 

cardíaca em anfíbios e outros vertebrados, tampouco com nanopartículas lipídicas sólidas. 

Entretanto, Çoskun et al. (2004) observaram uma redução na frequência cardíaca de adultos de 

Rana cameroni por meio de análise eletrocardiográfica, quando exposta ao piretróide 

cipermetrina. Adicionalmente, Maciel (2011) também observou uma redução da frequência 

cardíaca em ratos Wistars expostos ao piretróide deltametrina em diferentes doses de DL50 

(10% de 3,2 mg, 25% de 8 mg e 100% de 32 mg). Tais resultados também foram corroborados 

por Santos (2008) para mesma linhagem de ratos, porém sob ação de deltametrina (5,5 mg.kg-1, 

2,2 mg.kg-1e 1,1 mg.kg-1) e de permetrina (235,5 mg.kg-1, 94,2 mg.kg-1e 47,1 mg.kg-1). Em 
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contraste, uma elevação na frequência cardíaca após a exposição do peixe Danio rerio ao 

piretróide flumetrina (0,046 mg.L-1) foi observada por Carrison et al. (2013). Tais resultados 

demonstram que diferentes piretróides podem gerar diferentes efeitos sobre o cronotropismo 

cardíaco, o que também é espécie-dependente. Com isso, a ausência de alterações na frequência 

cardíaca dos girinos de rãs-touro no presente estudo não é surpreendente e pode também ter 

ocorrido com à utilização do piretro natural e não de outro piretróide, como também pode ter 

sido oriunda da baixa concentração de piretro e/ou do curto período de exposição. A ƒH 

tampouco apresentou correlação com a MVR (P > 0,05) nos grupos CT (P = 0,216; r = -0,429) 

e expostos PIR (P = 0,803; r = -0,90), NLS (P = 0,512; r = 0,235) e NLS+PIR (P = 0,600; r = 

0,189). 

 

Figura 15: Valores da frequência cardíaca (ƒH) dos girinos de rãs touro grupos controle (CT; n 

= 10) e grupos expostos ao piretro (PIR; n = 10), às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS; n = 

10) e à associação entre o piretro e às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS+PIR; n = 10) por 

48h. Valores médios ± 1 E.P.M. Os valores dos grupos expostos não foram diferentes (P > 

0,05) em relação ao grupo controle (CT). 

 

                   
   

  Em contraste, foi observada uma diminuição (P = 0,0350) do nível de atividade no 

grupo exposto ao piretro (12,5 ± 4,1%) em comparação ao grupo controle (38,5 ± 8,8%), o que 

já era esperado tendo-se em vista que já foi demonstrado que este composto é neurotóxico para 

outras espécies de vertebrados, sendo capaz de alterar o padrão de natação, bem como pode 

tornar os indivíduos expostos mais letárgicos, o que no ambiente os tornaria mais vulneráveis à 

predação (WERNER E MORAN, 2008). Adicionalmente, quando o piretro foi associado às 

nanopartículas lipídicas sólidas (NLS+PIR), o composto apresentou diminuição do seu 

potencial tóxico, mostrando uma interação antagonista entre os dois compostos, voltando a 
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valores similares àqueles observados para o controle. Entre os demais grupos em comparação 

ao piretro e ao controle não foram observadas diferenças (P > 0,05) (Figura 16).  

  Já foi demonstrado que os piretróides têm a capacidade de inibir a atividade da 

acetilcolinesterase (AChE), assim como mostrado por Bálint et al. (1995) para Cyprinus carpio 

expostos a 2 μg.L-1 de deltametrina e Kumar et al. (2008) para Channa punctatus expostos a 

7,92 μg.L-1 de λ-cialotrina. No presente estudo, para o composto piretro pode ter ocorrido 

inibição da atividade da AChE em resposta à exposição a 80 μg.L-1; portanto, o mesmo foi  

menos tóxico do os compostos sintéticos citados anteriormente. Essa inativação da enzima 

AChE faz com que ocorra acúmulo de acetilcolina na fenda sináptica, gerando um potencial 

pós-sináptico hiperexcitatório, causando primeiramente estimulação e mais tarde o bloqueio do 

sistema colinérgico (MARIGOLDAR, AHMED, DAVID, 2009), ocorrendo alteração do 

padrão de natação devido a contrações musculares sequenciais, assim como alteração no padrão 

alimentar e ainda prejudicando o comportamento de escape dos organismos da fonte do 

estímulo estressor (BÁLINT et al., 1995; KUMAR et al., 2008). Apesar de não haver relatos na 

literatura, a mesma analogia pode ser utilizada para a placa nervosa terminal, levando à 

hiperexcitabilidade da musculatura esquelética e a contrações involuntárias, o que prejudicaria 

a performance natatória, também ocasionando letargia. A alteração no padrão de natação já foi 

relatada para trutas arco-íris (Oncorhynchus mykiss) quando expostas ao piretróide 

cipermetrina, já que no início da exposição os animais apresentaram natação rápida e errática, 

seguida por perda de equilíbrio e, por fim, letargia (USEPA, 2005). 

   Outro efeito neurotóxico do piretro, com consequente alteração do nível de atividade 

dos girinos de L. catesbeianus, pode ter ocorrido em decorrência da interação com o complexo 

receptor GABA (ácido-γ-amiobutírico) (LUDOMIRSKY, 1982; BLOOMQUIST, 2007), 

bloqueando os canais de cloreto e assim ocasionando hiperexcitabilidade do sistema nervoso 

central. Diante disso, o composto piretro pode ter interagido com o complexo receptor GABA, 

levando primeiramente à hiperexcitabilidade do SNC e, consequentemente, ao bloqueio do 

sistema devido à hiperestimulação, ocasionando alterações musculares e do nível de atividade 

dos indivíduos.  
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Figura 16: Valores do nível de atividade dos grupos controle (CT; n = 10) e grupos expostos 

ao piretro (PIR; n = 10), às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS; n = 10) e a associação entre o 

piretro e as nanopartículas lipídicas sólidas (NLS+PIR; n = 10) após 48h Valores médios ± 1 

E.P.M. O asterisco (*) acima da barra de erro indica que o grupo piretro sofreu alteração 

significativa em relação ao grupo controle (P = 0,0350). 

 

      
 

  Por fim, o biomarcador comportamental por meio da análise do nível de atividade dos 

indivíduos de L. catesbeianus, se mostrou um excelente biomarcador para o composto piretro, o 

qual, quando se encontrou associado às nanopartículas lipídicas sólidas (NLS+PIR) não 

ocasionou  alterações do NA provavelmente decorrente da liberação lenta proporcionada pelas 

NLS, ou seja, o biocida não foi liberado em quantidade suficiente para provocar  alterações 

neste biomarcador, além de que uma possível interação entre os sítios reativos das NLS com os 

do piretro poder ter ocorrido. Tal fato é interessante, uma vez que isto pode ser uma alternativa 

para minimização de potencial de toxicidade do piretro. Estudo in vitro com células de 

fibroblastos dos autores Oliveira et al. (2015) mostrou que os herbicidas simazina e atrazina 

quando encapsulados com as NLS tiveram citotoxicidade reduzida em relação àquela 

observada para os compostos isolados, mostrando que as NLS podem ser um meio eficiente 

contra os efeitos desses compostos.  

 

        5.2 Diâmetro das miofibrilas  

 

  Segundo Salla et al. (2015), as miofibrilas ou fibras cardíacas, encontradas no interior 

dos cardiomiócitos, são excelentes para avaliar alterações como hipertrofia ou atrofia cardíacas 

em organismos que foram expostos a variadas substâncias no ambiente. A análise morfométrica 

(Figura 17) do presente estudo indicou que as miofibrilas dos animais expostos às NLS tiveram 

* 
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uma redução em seu diâmetro em relação aos valores observados para o grupo CT (P = 0,0104) 

quanto em relação ao grupo PIR (P = 0,0146) (Figura 18). Ainda mais interessante foi observar 

que, quando associadas ao piretro (NLS+PIR) em relação ao CT, o diâmetro das miofibrilas foi 

maior (P = 0,4814) do que o grupo utilizando as NLS isoladamente. Dessa forma, apesar de no 

nível de organização maior (coração) não ter sido observada uma hipertrofia ou atrofia 

cardíaca, no nível subcelular (miofibrilas) já foram observadas alterações que poderiam reduzir 

a força de contração cardíaca (volume sistólico) e, portanto, reduzir o débito cardíaco dos 

girinos expostos às nanopartículas isoladas. Isso sugere que, a longo prazo, a exposição às NLS 

pode levar a uma atrofia cardíaca que pode ser revertida pela sua associação ao PIR. Este efeito 

antagonista é muito surpreendente, pois mostra que, diferentemente de nossa hipótese inicial, as 

NLS exercem um impacto negativo sobre este biomarcador que pode ser minimizado pelo 

biocida piretro. O teste de correlação também indicou não haver correlação entre o diâmetro 

das fibras cardíacas e a MVR em todos os grupos experimentais: CT (P = 0,061; r = -0,860); 

PIR (P = 0,157; r = -0,735); NLS (P = 0,838; r = - 0,127) e NLS+PIR (P = 0,447; r = 0,449). 

Não obstante, essa ausência de correlação pode ainda ser explicada pelo fato de que os animais 

utilizados para a análise da MVR e da fibra cardíaca não terem sido os mesmos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 

 

Figura 17: Micrografias do ventrículo de L. catesbeianus indicando as miofibrilas em corte 

longitudinal (fm), corte transversal (fm*), núcleo (N) e seta indicando as estrias. Marcações das 

miofibrilas em: A) do grupo controle (D5, D6, D7 e D10); B) do grupo pire piretro (D1, D2, D3 

e D4); C) do grupo das nanopartículas (D1, D2, D3, D4) e D) do grupo das nanopartículas 

associadas ao Piretro (D1, D2, D3, D4, D5 e D6). Coloração: Hematoxilina-Eosina em aumento 

de 100X. 
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Figura 18: Boxplot da análise morfométrica do diâmetro das miofibrilas do tecido ventricular 

de L. catesbeianus indicando que ocorreu uma diminuição no diâmetro das miofibrilas nos 

grupos das nanopartículas (NLS) em relação ao controle (CT) (P = 0,0104) e ao (P = 0,0104) 

e ao (PIR) (P = 0,0146). O asterisco (*) indica o grupo das NLS que sofreu alteração em 

relação ao CT e o (+) indica a alteração das NLS em relação ao PIR. 

 

 
 

 

  Os mecanismos contráteis, ou seja, as interações actomiosínicas e sua regulação pelo 

cálcio são muito similares nos diferentes grupos de vertebrados (BERS, 2001). Contudo, a 

morfologia dos miócitos mostra-se bastante diferente em vertebrados basais (peixes, anfíbios e 

répteis) e derivados (aves e mamíferos). Em vertebrados basais, os cardiomiócitos apresentam 

tamanho relativamente menor, além de miofibrilas perifericamente arranjadas (BOSSEN, 

SOMMER, 1984; FARRELL, JONES, 1992; VORNANEN, 1997). Com estriações transversais 

devido à alternância de faixas claras e escuras em decorrência da presença da actina e miosina 

(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008), o músculo estriado é ativado por uma série de eventos que 

são coletivamente denominados acoplamento excitação-contração (acoplamento E-C) 

(SPERELAKIS, 1998). Essa interação actomiosínica e sua regulação pelo Ca2+ são 

responsáveis pela contração cardíaca (DRIEDZIC, GESSER, 1994). Entretanto, os anfíbios 

apresentam algumas diferenças fisiológicas em relação à origem do Ca2+-ativador, sendo a 

maior parte oriunda do meio extracelular nesses indivíduos e não do retículo sarcoplasmático 

(RS), como em mamíferos (TIBBITIS et al., 1991).  
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  Não há estudos sobre a análise do diâmetro das miofibrilas com piretro, tampouco com 

as nanopartículas lipídicas sólidas. Entretanto, já é sabido que o piretro, assim como seus 

compostos sintéticos piretróides, apresentam efeitos cardiotóxicos, com ação principalmente 

nos canais de sódio, que assim como os de cálcio, estão presentes no tecido cardíaco, além de 

prolongar o potencial de ação, causando hiperexcitabilidade do sistema cardíaco (SANTOS et 

al., 2007). Diante do fato de que a fH não foi alterada, futuros estudos serão necessários para 

avaliar o efeito desse xenobiótico sobre a contratilidade cardíaca in vitro a fim de verificar 

possíveis ações do mesmo sobre os mecanismos transportadores de Ca2+ nos miócitos.  

  Na literatura há relatos da ação do piretróide deltametrina sobre o tecido cardíaco de 

ratos, onde foi observada uma desorganização, desgaste e até a ruptura das miofibrilas 

cardíacas (YALIN et al., 2012), enquanto que em espécie de anfíbio Rana cameroni foi 

observada uma desorganização das miofibrilas após inalação do piretróide cipermetrina 

(ÇOSKUN et al., 2004). Já em trabalho do autor De la Cerda et al. (2002) foi descrito um 

aumento da duração do potencial de ação e alterações na dinâmica dos canais de sódio cardíaco 

em miócitos ventriculares de gatos (Felis catus) expostos à deltametrina, o que segundo os 

autores pode resultar em arritmias cardíacas em decorrência do prolongamento do intervalo Q-

T. Porém, inversamente ao relatado na literatura, no presente estudo o grupo que resultou na 

diminuição do diâmetro das miofibrilas foi o das NLS, as quais provocaram uma redução, não 

tendo sido observada alteração em tal biomarcador quando expostos ao PIR associado ou não a 

NLS. Essa alteração para o grupo das NLS isoladas pode ser explicada pelo fato das mesmas, 

quando isoladas, terem uma maior capacidade de interação com as células, o que pode não ter 

ocorrido tão facilmente quando se encontrou associada ao composto piretro. Ademais, quando 

isoladas, as NLS apresentam seus sítios ativos livres, podendo ocorrer interação com 

compostos celulares que podem ser os responsáveis pela alteração das miofibrilas ventriculares 

dos girinos de L. catesbeianus.  

  Segundo Barillet et al. (2010), atrofias musculares, alterações como quebra ou 

desorganização das miofibrilas, além de alterações na sarcolema e no retículo sarcoplasmático, 

vêm sendo descritas como resposta à exposição a contaminantes, como os pesticidas e os 

metais. Dessa forma, a análise morfométrica das miofibrilas ventriculares se mostrou precoce e 

sensível, indicando alterações sobre o tecido cardíaco que foi exposto às NLS. 
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      5.3 Genotoxicidade - teste de micronúcleo (MN) e outras alterações nucleares 

 

  Os organismos aquáticos estão em constante contato com variadas substâncias na 

natureza, entre elas estão as potencialmente genotóxicas, ou seja, capazes de causar alterações 

no DNA, as quais podem passar para as gerações seguintes (FREIRE et al., 2008). No presente 

estudo foi observado um aumento na ocorrência de micronúcleos nas hemácias dos girinos 

expostos tanto às NLS isoladamente quanto quando associadas ao piretro (NLS+PIR) (F = 

11,95; P = 0,0001 e P = 0,001 respectivamente), sendo que estas alterações foram maiores 

quando as NLS foram utilizadas isoladamente, indicando que as mesmas, quando isoladas, são 

potencialmente mais tóxicas do que quando associadas ao piretro. Em relação ao grupo CT e 

PIR não ocorreram alterações (P > 0,05). Entretanto, a comparação entre os tratamentos, com 

exceção do grupo CT, mostrou que houve diferenças significativas entre PIR e NLS (P = 

0,0332). 

Em relação às outras anormalidades nucleares, a ocorrência de células binucleadas foi 

maior nos grupos tratados com NLS com relação ao CT (F = 3,575; P = 0,0452), enquanto não 

foram observadas diferenças na ocorrência de células anucleadas (F = 0,427; P > 0,05) ou com 

presença de Bud (F = 2,319; P > 0,05) entre os grupos. As setas na figura a seguir (Figura 19) 

apontam os eritrócitos com micronúcleos e outras alterações nucleares em L. catesbeianus.  
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  Não há relatos na literatura acerca dos efeitos das NLS associadas ao piretro, 

tampouco do piretro isolado, sobre a genotoxicidade em quaisquer animais. Entretanto, um 

estudo desenvolvido por Cola et al. (2016) expondo a cebola (Allium cepa) a NLS isolada ou 

associada a fármacos como a ivemectina e o metopreno indicou um aumento de genotoxicidade 

em exposição a NLS isoladas em relação aos demais grupos, o que corrobora o efeito 

genotóxico das NLS observado no presente estudo, já que as NLS isoladas também se mostram 

mais tóxicas (Figura 20). Dessa forma, o ensaio de micronúcleo e outras alterações nucleares 

mostrou-se um biomarcador sensível e precoce, indicando efeitos nocivos das NLS mais 

marcantes do que os observados utilizando os outros biomarcadores avaliados no presente 

estudo. 

Figura 19: Alterações nucleares observadas nos eritrócitos de girinos de L. catesbeianus. A) 

presença de micronúcleo; B) alteração nuclear Bud; C) célula anucleada; D) célula 

binucleada. As alterações estão indicadas pela seta preta. Coloração Rosenfeld em aumento 

de 1000X. 
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  Segundo Doktorovova (2014), a genotoxicidade das NLS pode estar diretamente 

relacionada ao desencadeamento de estresse oxidativo ocasionado pela formação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), que são danosas para o material genético e que vem sendo o 

principal efeito de toxicidade de diversas nanopartículas (JAIN et al., 2016). O estresse 

oxidativo ocorre quando a produção de EROs ultrapassa a capacidade das enzimas 

antioxidantes de prevenir contra os danos ocasionados em decorrência a exposição a compostos 

químicos (Di GIULIO, NEWMAN, 2012). Isso ocorre principalmente devido a alguns fatores, 

como tamanho das nanopartículas, sua composição, presença de elétrons reativos, além de 

interações celulares (JAIN et al., 2016).  A indução do estresse oxidativo já foi relatada por 

Silva et al. (2012) em duas linhagens de fibroblastos expostos a NLS e para piretróides por 

Ansari et al. (2008), que estudaram eritrócitos de espécies de peixe Channa punctatus expostos 

à deltametrina, observando uma correlação positiva entre estresse oxidativo e genotoxicidade. 

Outros estudos também analisaram o estresse oxidativo em eritrócitos de espécie de peixe 

Channa punctatus expostos à cipermetrina (ANSARI et al., 2011), em eritrócitos de espécie do 

peixe Oreochromis niloticus expostos à deltametrina (KAN et al., 2012) e por meio de análise 

de enzimas antioxidantes presentes no plasma de ratos Wistar expostos à cipermetrina 

(HUSSIEN et al., 2013). 

  O estresse oxidativo pode ainda diminuir a viabilidade celular (Di GIULIO, 

NEWMAN, 2012). Essa diminuição da viabilidade das células já foi observada por Cola et al. 

(2016) quando as NLS se encontravam sem a presença de ativo. Entretanto, quando associadas 

a fármacos, a viabilidade não foi alterada. Diante disso, o mesmo pode ter ocorrido no presente 

estudo. Não obstante, mais estudos avaliando os mecanismos pelos quais as NLS provocam 

genotoxicidade ainda são necessários.   

  Apesar de ser em geral aceito que os piretróides apresentam uma baixa capacidade de 

bioacumulação, além de apresentarem baixo potencial tóxico (SANTOS, 2008), há alguns 

estudos, como o de Ansari et al. (2011), que comprovaram a genotoxicidade dos piretróides 

pelo aumento da ocorrência de micronúcleo para o peixe Channa punctatus. Isso também foi 

comprovado por Campana et al. (1998) para o peixe Cheirodon interruptus interrupus exposto 

à cipermetrina e por Muranli, Güner (2011) para o peixe Gambusia affinis exposto à λ-

cialotrina. Já em mamíferos, Chauhan et al. (2007) observaram que o piretróide deltametrina 

promove um aumento na incidência de micronúcleos em células sanguíneas de medula óssea de 

camundongos (Mus musculus) a despeito de não a ter observado em células germinativas nesta 

espécie. 
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  De acordo com Santos (2008), em relação aos piretróides, o potencial genotóxico e/ou 

mutagênico de cada composto depende da sua estrutura química e molecular, assim como da 

duração da exposição e velocidade de degradação do composto potencialmente tóxico. Isso 

pode ter sido um fator determinante para ausência de efeitos genotóxicos em resposta à 

exposição do composto natural piretro no presente estudo. Ademais, quando isolado, esse 

composto tende a ficar mais instável e volátil, podendo sofrer rápido processo de degradação, o 

que não acarretaria em alterações genotóxicas. Já quando se encontra associado às NLS, o 

composto piretro pode ter sua volatilidade e degradação diminuída pela ação das NLS, o que 

explicaria o aumento de micronúcleo para o grupo das NLS+PIR. Por outro lado, as NLS 

quando isoladas podem apresentar maior estabilidade e devido ao seu menor tamanho apresenta 

facilidade em atravessar membranas, podendo chegar mais facilmente à corrente sanguínea, 

causando alterações como o estresse oxidativo e, portanto, pode causar alterações nos 

eritrócitos dos girinos de L. catesbeianus.  

 

    

Figura 20: Boxplot indicando aumento de micronúcleo em eritrócitos de girinos L. 

catesbeianus nos grupos expostos a nanopartículas isoladas (NLS) (P = 0,0001) e associadas ao 

piretro (NLS+PIR) (P = 0,001) em relação ao grupo controle (CT). Foi também observada 

diferença entre o grupo piretro (PIR) em relação ao grupo das nanopartículas isoladas (NLS) (P 

= 0,0332). O asterisco (*) indica os grupos das NLS, NLS+PIR que sofreram alterações em 

relação ao CT e o (+) indica a alteração entre PIR e NLS. 
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  Para as outras alterações nucleares, como presença de células anucleadas, binucleadas 

e Bud, não há relatos sobre a ação das NLS, tampouco para o princípio ativo piretro. Para 

células binucleadas, já foi observado um aumento em sua ocorrência em girinos de 

Odontophrynus americanus expostos ao piretróide cipermetrina (CABAGNA, 2006), como 

também para a espécie de peixe Channa punctatus exposta à deltametrina (ANSARI et al., 

2009), diferente do observado no presente estudo, tendo-se em vista que aqui apenas foram 

observados aumento do número de células binucleadas no grupo exposto às NLS isoladas 

(Figuras 21) e não para o grupo do princípio ativo piretro. No estudo de Cola (2016) com 

Allium cepa expostas a NLS associadas ou não a fármacos, foi observado um aumento do 

índice mitótico para as NLS, indicando um estímulo à divisão celular. Isso pode explicar o 

aumento de células binucleadas no presente estudo. Assim como discutido para presença de 

MN, a ausência de aumento do número de células binucleadas para o grupo PIR pode ter 

ocorrido em decorrência da meia vida do composto natural, não vindo a apresentar alterações 

nos eritrócitos dos girinos de L.catesbeianus. 

Outra hipótese para alteração de MN e de células BN pelas NLS poderia vir a ser 

explicada pela presença de seus componentes, como o surfactante, que é um tensoativo 

presente tanto nas NLS isoladas quanto associadas, e que pode estar resultando nestes efeitos 

genotóxicos. Quando as NLS se encontram associadas (NLS+PIR), o surfactante pode ter sua 

ação alterada pelo biocida piretro, explicando dessa forma as alterações ocorridas 

especialmente pelas NLS isoladas. Desse modo, o surfactante seria responsável pelos efeitos 

tóxicos, e não a estrutura lipídica das nanopartículas. 
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Figura 21: Boxplot indicando aumento de eritrócitos binucleados de girinos L. catesbeianus 

dos diferentes grupos experimentais indicando alteração no grupo das nanopartículas (NLS) em 

relação ao controle (CT) (P = 0,0452). O asterisco (*) indica uma diferença nas nanopartículas 

isoladas (NLS) em relação ao grupo controle (CT).   

 

  Segundo os autores Holland et al. (2008), a presença de células binucleadas pode 

representar uma resposta de citotoxicidade, já que é indicativa de alterações no processo de 

citocinese, ou ainda ser secundária a efeitos genotóxicos. Entretanto, não são ainda definidos os 

efeitos subsequentes do aparecimento desse tipo celular e o que poderia vir a causar nos 

indivíduos (HOLLAND et al., 2008). Em contraste, não há relatos sobre presença de células 

anucleadas (Figura 22) as quais já foram analisadas em decorrência de fatores de estresse, 

patologias e danos metabólicos (FIJAN, 2002), tampouco quanto à presença das alterações 

nucleares Bud (Figura 23) em exposição com piretro ou outros piretróides e as NLS. Entretanto, 

em exposições mais longas, essas anormalidades poderiam aparecer nos grupos expostos.  
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Figura 22: Boxplot indicando que não houve variação de eritrócitos anucleados de girinos L. 

catesbeianus nos grupos controle (CT) e expostos (PIR, NLS e NLS+PIR) (P >0,05).  

 
 

 

Figura 23: Boxplot indicando que não houve variação de eritrócitos com presença de Bud em 

girinos L. catesbeianus entre os grupos controle (CT) e expostos (PIR, NLS e NLS+PIR) (P > 

0,05). 

 

 

 Todas as anormalidades também foram analisadas em conjunto (Figura 24), pois esta 

análise conjunta pode nos mostrar os efeitos genotóxicos de forma generalizada dos 
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tratamentos em relação ao CT. Houve aumento das anormalidades nucleares em todos os 

tratamentos em relação ao CT (F = 13,180; P < 0,001), apesar de não ter sido observada 

diferença entre os grupos expostos (P > 0,05). Isso pode ter ocorrido especialmente nos 

grupos das NLS devido ao provável efeito de internalização das nanopartículas nas células do 

que em comparação ao PIR.   

 

Figura 24: Boxplot da somatória das alterações nucleares observadas para os eritrócitos de 

girinos L. catesbeianus expostos aos grupos PIR, NLS e NLS+PIR. O asterisco (*) indica que 

ocorreu aumento de todas as alterações nucleares em relação ao controle (CT) (P < 0,001). 

 
 

 

  Por fim, de acordo com os resultados apresentados nesse estudo para a genotoxicidade, 

a exposição durante 48h indicou que os grupos da NLS e NLS+PIR exercem, de fato, um efeito 

sobre os organismos expostos, especialmente no grupo exposto às NLS isoladas. Essas 

alterações podem causar danos no material genético, assim como instabilidade genética, o que 

em longo-prazo pode vir a ocasionar um declínio populacional, assim como surgimento de 

doenças crônicas nestes indivíduos. Ademais, essas anormalidades nos eritrócitos podem 

dificultar o transporte de oxigênio, levando-se em conta que já foi relatado a diminuição da 

concentração de hemoglobina em sangue periférico de ratos albinos após exposição à piretróide 

cipermetrina pelos autores Pande et al. (2014), sendo assim, fácil correlacionar essas alterações 

com a diminuição do NA dos indivíduos do grupo PIR em relação ao CT.  
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 5.4 Pigmentação cutânea (Body darkness)  
 

  Segundo Chaplen et al. (2002), os organismos aquáticos estão susceptíveis a variados 

contaminantes, os quais são responsáveis por alterar a coloração do tegumento dos indivíduos, 

sendo que esta mudança ocorre em decorrência de uma resposta de adaptação comportamental 

sob controle do sistema nervoso simpático ou endócrino (estimulação adrenérgica), mediada 

ainda, por receptores adrenérgicos presentes na superfície dos cromatóforos, que apresentam 

pigmentos capazes de alterar a pigmentação corporal. No presente estudo foi observado um 

aumento da pigmentação (P < 0,001) em todos os grupos expostos (PIR, NLS e NLS+PIR) em 

relação ao CT (Figura 25). Entretanto, não houve diferença da pigmentação entre os grupos 

expostos (P > 0,05). Esse biomarcador não apresentou correlação com os biomarcadores de 

genotoxicidade, para o teste de micronúcleo nos grupos PIR (P = 0,782; r = 0,146), NLS (P = 

0,829; r = -0,114), NLS+PIR (P = 0,632; r = -0,250) e CT (P = 0,328; r = 0,485), para células 

binucleadas nos grupos PIR (P = 0,808; r = -0,128), NLS (P = 0,245; r = -0,562), NLS+PIR, 

CT (P = 0,544; r = 0,314), para células com presença de Bud nos grupos PIR (P = 0,640; r = -

0,244), NLS (P = 0,331; r = 0,483), NLS+PIR (P = 0,984; r = 0,010), CT (P = 0,348; r = 

0,468), tampouco para as células anucleadas nos grupos PIR (P = 0,121; r = 0,700), NLS (P = 

0,291; r = -0,518); NLS+PIR (P = 0,531; r = 0323) e CT (P = 0, 348; r = 0,468). 

 

Figura 25: Pigmentação cutânea dos grupos expostos ao piretro (PIR), a nanopartículas 

lipídicas sólidas (NLS) e a nanopartículas associadas ao piretro (NLS+PIR) em relação ao 

controle (CT). Os asteriscos acima das barras denotam diferença significativa (P < 0,001) dos 

tratamentos em relação ao controle. Todos os grupos expostos apresentaram maior pigmentação 

cutânea que o controle. 
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  Os cromatóforos são células presentes na epiderme e derme que contêm grânulos de 

pigmento. Essas células podem ser classificadas quanto ao seu conteúdo pigmentar. Entre os 

existentes estão os melanóforos, que são células que contém pigmento melanina que fica 

armazenado em grânulos denominados melanossomos, onde a própria célula é responsável pela 

sua produção (DUKOVICIC et al., 2010). Esse pigmento presente nas organelas é o 

responsável por alterar a coloração dos organismos por meio da resposta de agregação ou 

dispersão (DUKOVICIC et al., 2010), tornando os organismos mais ou menos escuros 

(MASSAGAKI, FUJII, 1999; LOGAN et al., 2006), o qual é um processo denominado de 

mudança fisiológica da cor (FUJII, 2000; SUGIMOTO, 2002).  

  Segundo Kaur, Dua (2015), a mudança de pigmentação tegumentar dos indivíduos 

aquáticos em seu habitat natural é extremamente importante para sua sobrevivência, pois 

possibilita a proteção contra predadores, aumentando as chances de alimentação e a 

sobrevivência dos organismos, já que a alteração da coloração pode dificultar o reconhecimento 

dos indivíduos pelos predadores, além de protegê-los por meio da regulação do calor contra 

raios UV e de substâncias ou de seus metabólitos conferindo-lhes, por fim, maior proteção 

(SUGIMOTO, 2005). Entretanto, essas células sofrem alterações em resposta a estímulos 

internos e/ou externos, ocorrendo, desta forma, alteração de coloração nos indivíduos que 

podem vir a não ser benéficas (SUGIMOTO, 2005).  

  Dentre os estímulos externos, vale destacar a exposição às substâncias tóxicas 

(CÉSARINI, 1996; SUGIMOTO, 2005). Isso foi confirmado por Kapil et al. (2008) que 

constataram a ação dispersiva dos cromatóforos logo nas primeiras horas de exposição à 

cipermetrina no peixe Channa punctatus, o que também foi analisado no presente estudo, onde 

tanto o piretro quanto as NLS isoladas ou associadas agiram como estressores sobre os girinos 

de rãs-touro, promovendo um aumento da pigmentação em todos os animais expostos em 

relação ao grupo controle. Essa alteração da pigmentação nos grupos tratados, tanto isolados 

quanto associados, pode ter ocorrido especialmente pelo fato da pele de anfíbios ser altamente 

permeável facilitando, deste modo, a entrada de contaminantes. Lembrando que, em 

mamíferos, a absorção de piretróides pela pele é menor do que por outras vias, como a inalação 

e/ou pela via gastrointestinal (SANTOS, AREAS, REYES, 2007). Já em relação às NLS, elas 

apresentam capacidade de absorção pela pele ou muco (MULLER et al., 2002) e, assim como 

para o piretro, seu transporte pode também ter facilitado por membranas e tecidos, o que 

explicaria a alteração da pigmentação, especialmente quando associada ao piretro NLS+PIR, no 

qual se mostrou mais tóxica. 
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  Outros autores como Montanha et al. (2014) e Sathya (2014) observaram uma 

diminuição total ou parcial da pigmentação cutânea em espécies de peixes Rhamdia quelen e 

Danio rerio expostos ao piretróide cipermetrina. A diferença entre os resultados obtidos em tais 

estudos com relação ao nosso pode ser atribuída a diferentes mecanismos fisiológicos entre as 

espécies estudadas, além da duração do experimento, classe de piretróide e/ou concentração do 

mesmo que podem ter influenciado nas diferentes respostas.  

  A regulação dos melanóforos em peixes, assim como a mudança da pigmentação dos 

organismos, ocorre por meio da estimulação adrenérgica (BURTON, 2002), especialmente pela 

estimulação dos β-adrenoreceptores pela noradrenalina, que provoca a dispersão dos 

melanossomos, que correspondem às organelas pigmentares (MYASHITA, FUJII, 1975; 

BURTON, 2002). Quando ativados, receptores β-adrenérgicos estimulam a produção de AMPc, 

responsável pela regulação das proteínas motoras do citoesqueleto que movem os 

melanossomos no interior dos melanóforos, fazendo com que ocorra a dispersão e consequente 

escurecimento cutâneo (SKOLD et al., 2016). Com isso, o estresse oriundo da exposição dos 

animais aos compostos utilizados no presente estudo pode ter gerado uma resposta adrenérgica 

com liberação nervosa ou humoral de catecolaminas, estimulando os β-adrenoreceptores. 

Instigante, portanto, foi o fato de não ter sido observada uma taquicardia nos animais expostos 

a todos os compostos em relação ao controle, uma vez que pela alteração da pigmentação ficou 

demonstrado que houve a liberação de catecolaminas. Mais estudos terão que ser realizados 

para procurar desvendar esse contrassenso. Não obstante, a menor responsividade ou até a 

irresponsividade de alguns biomarcadores em relação a outros já anteriormente citados deve ser 

considerada. Nesse sentido, uma hipótese plausível seria que a concentração limiar de 

catecolaminas necessária para ocasionar o aumento da pigmentação da pele seja muito menor 

que aquela necessária para provocar uma taquicardia. Entretanto, futuros estudos utilizando 

agonistas e antagonistas β-adrenérgicos são necessários para corroborar esta hipótese. 

  Essas mudanças na pigmentação cutânea dos indivíduos podem ainda ser denominadas 

morfológicas, quando estas alterações ocorrem de forma gradativa e permanecem por mais 

tempo, ou ainda pode ocorrer de forma fisiológica, quando este processo ocorre imediatamente 

em resposta ao estímulo devido à migração dos pigmentos presentes no interior dos 

cromatóforos (BAGNARA, HADLEY 1973; SUGIMOTO, 2002). O processo de alteração da 

pigmentação pode ainda necessitar de maior demanda energética, já que ocorre processo de 

migração das organelas, além de síntese ou recrutamento de pigmentos (POLO-CAVIA, 

GOMEZ-MESTRE, 2016). Dessa forma, mesmo que essa alteração seja vantajosa para os 

animais, a energia necessária para a desintoxicação, eliminação e reparo dos danos ocasionados 
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pela exposição aos compostos pode estar sendo desviada para o processo de pigmentação, 

podendo prejudicá-los na resposta de fuga do ambiente estressante, no crescimento e 

metamorfose dos indivíduos e ainda os tornando-os ainda mais susceptíveis à predação. Tal 

assertiva é especialmente válida para os animais expostos ao piretro, uma vez que os mesmos 

se mostraram também mais letárgicos. Portanto, a avaliação da alteração da pigmentação 

cutânea também se mostrou um biomarcador altamente sensível. Por se tratar de uma 

metodologia relativamente simples e pouco custosa, mostra-se uma excelente ferramenta para 

indicar alterações ambientais ocasionadas por contaminação de substâncias tóxicas. 

    

     5.5 Pigmentação Interna do Coração  

 

 

  Em animais ectotérmicos como peixes e anfíbios (Gallone et al., 2002), as células 

pigmentadas não estão presentes apenas na derme e epiderme, mas também em órgãos e tecidos 

internos, constituindo, desta forma, o sistema pigmentar extra cutâneo destes indivíduos. Esse 

sistema pigmentar pode estar presente em órgãos como o fígado, as gônadas, baço, porções do 

intestino, nos vasos sanguíneos, como também no coração (PRELOVSEK, BULOG, 2003; 

SANTOS, OLIVEIRA, 2007). Portanto, da mesma forma que a pigmentação cutânea, a 

pigmentação visceral também pode ser alterada em decorrência de mudanças fisiológicas e/ou 

ambientais (AGIUS, AGBEDE, 1984), como exposições a substâncias contaminantes 

(GALLONE et al., 2002), as quais podem causar alterações na fisiologia e/ou morfologia dos 

melanócitos (OLIVEIRA et al., 2017). Tais alterações foram observadas no presente estudo, já 

que a pigmentação do coração dos indivíduos do grupo PIR diminuiu (P = 0,0338) em relação 

ao CT (Figura 27). A pigmentação do coração dos grupos CT e expostos pode ser observada na 

Figura 26.  

  Para o teste de correlação entre os biomarcadores de pigmentação do coração e de 

genotoxicidade houve uma correlação inversa para as NLS+PIR em relação aos micronúcleos 

(P = 0,012; r = -0,908) e para células anucleadas (P = 0,004; r = 0,943), onde pode ser 

observada uma diminuição na pigmentação enquanto ocorreu aumento de presença de 

micronúcleo e de células anucleadas para esse grupo. Não houve correlação para os grupos PIR 

(P = 0,770; r = 0,153), NLS (P = 0,140; r = 0,675) e CT (P = 0,521; r = -0,330) em relação aos 

micronúcleos, assim como também, os grupos PIR (P = 0,813; r = -0,124), NLS (P = 0,603; r = 

-0,271) e CT (P = 0,851; r = 0,099) não apresentaram correlação com as células anucleadas. 

Para a presença de Bud, não houve correlação com a pigmentação para todos os grupos 
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expostos PIR (P = 0,703; r = 0,200), NLS (P = 0,738; r = 0,769), NLS+PIR (P = 0,456; r = -

0,380) e para o CT (P = 0,456; r = -0,380), tampouco para as células binucleadas em todos os 

grupos PIR (P = 0,528; r = 0,326), NLS (P = 0,353; r = -0,464), NLS+PIR (P = 0,740; r = -

0,175) e CT (P = 0,334; r = -0,480).  

 

Figura 26: Análise da pigmentação do coração de L. catesbeianus coradas com H.E, indicando 

na seta (preta) a presença de pigmento melanina. A) grupo controle (CT); B) grupo piretro 

(PIR); C) grupo das nanopartículas lipídicas sólidas (NLS) e D) grupo das nanopartículas 

associadas ao piretro (NLS+PIR). Coloração: hematoxilina – eosina em aumento de 100X. 
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Figura 27: Proporção da pigmentação interna do coração nos diferentes grupos 

experimentais. O grupo PIR apresentou diminuição da pigmentação em relação ao grupo CT 

(P = 0,0338). O asterisco (*) denota uma diferença significativa do PIR com relação ao 

controle (CT). 

 
  

  Os melanócitos viscerais, células responsáveis pela pigmentação interna, são 

originados da crista neural ectotérmica (COLOMBO et al., 2011) e, segundo Gallone et al. 

(2002) sua função ainda não está definida. Entretanto, existem diversas hipóteses acerca da 

função desempenhada pela pigmentação (melanina) nos diferentes órgãos internos nos quais 

está presente, dentre elas a desintoxicação de substâncias contaminantes, as quais ocorrem em 

células melanomacrofágicas que apresentam ação fagocitária e que estão presentes no fígado e 

no baço (FENOGLIO et al., 2005), a participação no sistema imune (SKOLD et al., 2016) e a 

função protetora de células contra a formação de radicais livres e/ou sua neutralização 

(McGRAW, 2005), onde a melanina atua como antioxidante, protegendo contra danos nas 

moléculas de DNA (FRANCO-BELUSSI, SKOLD, OLIVEIRA, 2016). Diante disso, um 

aumento da pigmentação visceral poderia potencialmente reduzir os efeitos genotóxicos dos 

xenobióticos. Embora a função da pigmentação ainda não esteja definida, sabe-se que 

contaminantes ambientais podem alterá-la (GALLONE et al., 2002). Contudo, há outras 

variáveis ambientais que podem alterar a pigmentação interna em anfíbios anuros, como 

mudanças da temperatura e fotoperíodo, principalmente devido à capacidade do pigmento 

melanina em absorver radiação e transformá-la em calor (CESARINI, 1996; MORIYA et al., 

1996), e é por meio da absorção da radiação e sua transformação em calor que a melanina 

também atua como protetora contra os danos causados no DNA em decorrência da exposição 

ao UV (ROULIN, 2014), a qual é também responsável por alterar a pigmentação da pele e de 

órgãos em anuros adultos (FRANCO-BELUSSI, SKOLD, OLIVEIRA, 2016). Em estudo de 
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Moresco (2009) avaliando a pigmentação visceral de espécies de anfíbios como Physalaemus 

cuvieri, Dendropsophus nanus e Rhinnela schineideri submetidos à variação de temperatura e 

fotoperíodo, foi descrito um padrão de pigmentação nos diferentes órgãos das espécies 

utilizadas indicando, portanto, que a mesma pode variar de acordo com a taxonomia. Assim 

sendo, o sistema pigmentar pode variar em tipo de pigmento, quantidade e ocorrência, 

dependendo da espécie (PRELOVSEK, BULOG, 2003; SANTOS, OLIVEIRA, 2007).  

  Na literatura não há relatos sobre a ação do piretro e das NLS sobre a pigmentação 

interna do coração, mas há relatos da ação dos piretróides sobre o baço, onde foi observado um 

aumento e agregação de melanomacrófagos após exposição à deltametrina no peixe 

Hypophthalmicthys molitrix (KARIM, AHMAD, ALI, 2016). Contudo, isso não foi 

corroborado no presente estudo, já que houve uma diminuição da pigmentação do grupo PIR, o 

qual quando associado às NLS não apresentou alterações da pigmentação em relação ao grupo 

CT.   

  A regulação da produção de melanina ocorre por meio da ação do hormônio MSH 

(hormônio estimulante do melanócito), um peptídeo liberado pela adenohipófise (CASTRUCCI 

et al., 1984; HADLEY et al., 1985). Baseando-se nos efeitos centrais já descritos para o PIR, 

pode-se sugerir que este biocida provoque uma redução ou inibição da produção e/ou secreção 

de MSH, fazendo com que ocorra a diminuição da produção de melanina no órgão coração 

quando se encontra isolado. Em contrapartida, quando associado às NLS, essa redução ou 

inibição do hormônio pode não ter ocorrido, podendo indicar que as NLS minimizaram os 

efeitos do biocida. Será interessante testar esta hipótese em futuros estudos. 

  Para o teste de correlação entre os biomarcadores e pigmentação cutânea não houve 

correlação com a pigmentação cardíaca dos organismos para os grupos PIR (P = 0,398; r = -

0,426), NLS (P = 0,899; r = -0,066), NLS+PIR (P = 0,917; r = 0,055) e CT (P = 0,944; r = -

0,0369). Entretanto, a proposição de que a pigmentação cutânea protege os tecidos internos dos 

danos ocasionados pelo piretro foi corroborada pela redução da pigmentação visceral dos 

animais expostos ao piretro, que foram inversamente proporcionais. Da mesma forma, pode-se 

propor que, devido aos demais grupos (NLS e NLS+PIR) terem também apresentado um 

aumento da pigmentação cutânea, não foi necessário um aumento da pigmentação visceral 

cardíaca nestes grupos a fim fornecer uma proteção adicional contra os efeitos nocivos de tais 

compostos. Contudo, interessante é o fato de que nesse caso, as NLS quando associadas ao 

PIR, revertem a redução da pigmentação cardíaca observada para o PIR isoladamente. Não se 

sabe em qual extensão o aumento aqui observado na pigmentação cutânea dos indivíduos 

expostos aos xenobióticos estudados pode tornar os girinos mais susceptíveis a predadores 
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naturais no seu ambiente natural, mas há que se supor que uma alteração na pigmentação 

corpórea deve ter algum impacto na capacidade de camuflagem destes animais. De qualquer 

forma, o presente estudo mostrou que tanto a análise da pigmentação cutânea quanto da 

visceral são excelentes ferramentas para análise dos efeitos de contaminantes ambientais em 

anfíbios anuros. 

  A Tabela 6 apresenta um resumo sistemático dos principais efeitos do PIR e das NLS, 

tanto isolados quanto associados, sobre os diferentes marcadores aqui utilizados. Pela análise 

da Tabela 6 fica evidente que, enquanto alguns biomarcadores foram irresponsivos ao 

xenobióticos e sua combinação (e.g., massa ventricular relativa, frequência cardíaca in situ, 

ocorrência de Buds ou de células anucleadas), outros (e.g. nível de atividade e pigmentação 

cardíaca) foram somente responsivos ao piretro ou somente às nanopartículas (diâmetro das 

miofibrilas e ocorrência de eritrócitos binucleados). Para os micronúcleos, o efeito genotóxico 

promovido pela nanopartículas isoladas ainda foi observado quando o mesmo foi associado ao 

piretro e, por fim, todos os grupos experimentais apresentaram um aumento da pigmentação 

corpórea, isolados ou associadamente. Tais resultados ressaltam a relevância de se utilizar uma 

ampla variedade de biomarcadores em diferentes níveis de organização. Ademais, fica claro 

que ambos os xenobióticos podem exercer efeitos deletérios em anfíbios por diferentes 

mecanismos mesmo após uma exposição rápida a uma concentração subletal dos mesmos. 
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Tabela 7: Resumo sistemático dos resultados observados para os diferentes biomarcadores 

para os grupos expostos, comparando-os com seus respectivos controles, MVR: massa 

ventricular relativa; ƒH: frequência cardíaca; NA: nível de atividade; MF: miofibrila ventricular; 

PB: pigmentação cutânea; PH: pigmentação cardíaca.  

 

Biomarcadores PIR NLS NLS+PIR 

Morfofisiológicos 

MVR - - - 

ƒH - - - 

NA  - - 

MF -  - 

PB    

PH  - - 

Genotoxicidade 

MN -   

BN -  - 

AN - - - 

Bud - - - 
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6 CONCLUSÕES  

 

 Os resultados obtidos após exposição dos girinos L. catesbeianus por 48h a uma 

concentração subletal do composto piretro e de nanopartículas, isolados ou associados, 

demostraram que a sensibilidade dos diferentes biomarcadores aos compostos foi variável, o 

que poderia levar a conclusões errôneas acerca da ocorrência ou não de um impacto negativo 

dos diferentes compostos ou de um efeito minimizador das NLS sobre a toxicidade do PIR.  

Os biomarcadores de MVR e ƒH não foram responsivos nesse estudo, o que pode ter ocorrido 

em consequência da baixa concentração utilizada (80 μg.L-1) e/ou do curto período de 

exposição (48h). Já o biocida piretro apresentou diminuição do nível de atividade e da 

pigmentação do coração, tendo seus efeitos tóxicos diminuídos quando associados as NLS. 

Em contrapartida, as NLS se mostraram mais tóxicas quando isoladas para os biomarcadores 

de genotoxicidade, aumentando micronúcleos e células binucleadas, assim como também, 

para o biomarcador de diâmetro de miofibrila, no qual apresentou redução. Entretanto, quando 

as NLS estiveram associadas ao piretro (NLS+PIR), tiveram seus efeitos tóxicos diminuídos 

para esses biomarcadores. Já o biomarcador de pigmentação tegumentar foi o mais sensível 

nesse estudo, no qual todos os grupos expostos tiveram aumento da pigmentação, mostrando 

que os grupos expostos podem ter gerado uma resposta de estresse sobre os receptores β-

adrenérgicos, além de que é o biomarcador com maior relevância ecológica, já que para essa 

análise não é necessário a eutanásia dos indivíduos. Por fim, as NLS utilizadas nesse estudo 

precisam ser melhor avaliadas para se saber o que de fato ocasiona os efeitos tóxicos nos 

organismos, para que assim, possam ser utilizadas como carreadores de substâncias, no qual o 

objetivo é diminuir os efeitos tóxicos de biocidas no ambiente e para os organismos não-

alvos. Além de que, essas alterações ocasionadas pelos xenobióticos utilizados no presente 

estudo, podem a longo prazo ocasionar declínio da espécie, podendo prejudicá-los não 

somente no mecanismo de fuga dos indivíduos aos xenobióticos, o que os tronam mais 

susceptíveis aos predadores, como também alterar o processo de crescimento e metamorfose 

desses organismos. 
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ANEXO – A 

 Figura: Estágios de desenvolvimento de Lithobates catesbeianus. Em destaque vermelho o 

estágio 25 de Gosner (1960) utilizado no presente trabalho.  

 
       Fonte: Gosner 1960.  


