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RESUMO

GARCIA, T. D. Analise de funcéo cardiaca de girinos de ra-touro, Lithobates catesbeianus,
expostos & piretrina, associada ou ndo a nanoparticulas. 2018. 97 f. Exame de Defesa de
Mestrado (Pds-graduacdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade
Federal de S&o Carlos, campus Sorocaba, 2018.

O crescente uso de agrotdxicos vem acarretando diversos disturbios ambientais. Mais
biodegradaveis e considerados menos tdxicos para organismos ndo-alvo estdo os inseticidas
botanicos, como o piretro (PIR). Sua liberacdo pode ainda ser modificada por meio de
sistemas carreadores, as nanoparticulas. A fim de avaliar se um possivel impacto negativo
ocasionado pelo PIR poderia ou ndo ser minimizado pelo uso de nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS), a toxicidade do PIR associado ou ndo as NLS para girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus) foi analisada por meio da determinacdo da frequéncia cardiaca in
situ (fu - bpm), do nivel de atividade (NA - % do total de animais), da massa ventricular
relativa (MVR - % da massa corpérea), do didametro das miofibrilas cardiacas (um), além da
genotoxicidade por meio do teste de micronicleo e de outras anormalidades nucleares e da
avaliacdo de alteracfes da pigmentacdo cuténea e interna do coracdo. Para tanto, a CLso 48h
para o0 PIR foi determinada e entdo utilizada uma concentracao subletal correspondente a 1/5
da ClLso de 400 pg.Lt (80 pug.Lt). As NLS isoladas tinham tamanho médio de 324 nm e de
258 nm quando associadas (NLS+PIR), com um indice de polidispersdo de 0,19 e de 0,11 e
potencial zeta de -11 mV e -10 mV (para as NLS e NLS+PIR, respectivamente). Nao
ocorreram altera¢des na f1ou na MVR (P > 0,05), indicando que estes biomarcadores ndo sdo
sensiveis & concentracdo subletal utilizada, tampouco ao curto periodo de exposi¢do (48h).
Contudo, o diametro das miofibrilas do grupo NLS foi menor (P = 0,0104) em relacdo ao
grupo controle (CT), tendo também havido diferenca entre PIR e NLS (P = 0,0146). Contudo,
a despeito dessas alteragfes subcelulares nos cardiomiocitos (diametro das miofibrilas), elas
ndo resultaram em atrofia cardiaca (reducdo da MVR). O NA do grupo PIR (12,5 * 4,1%) foi
inferior (P = 0,0350) aquele observado para o CT (38,5 + 8,8%), 0 que corrobora os efeitos
neurotdxicos do PIR reportados para outras espécies. A reversao da letargia quando o PIR foi
associado as NLS indica um efeito protetivo das NLS para este biomarcador. Houve um
aumento no numero de eritrdcitos micronucleados para os grupos NLS (P = 0,0001) e
NLS+PIR (P = 0,001) em relacdo ao CT, havendo também diferenca entre PIR e NLS (P =
0,0332) e um aumento da ocorréncia de eritrocitos binucleados (P = 0,0452) para o grupo
NLS em relacdo ao CT. As NLS quando isoladas apresentaram efeitos genotdxicos; porém,
quando associadas ao PIR (NLS+PIR) os efeitos tdxicos foram menos drasticos. Todos 0s
grupos aumentaram a pigmentacdo cutanea dos girinos em relacdo ao CT, que se mostrou um
biomarcador de maior relevancia ecoldgica, pois dispensa a eutanasia. Essa resposta parece
exercer efeito protetivo sobre os 6rgédos internos, uma vez que a pigmentacao do coragdo nao
aumentou nos grupos NLS ou NLS+PIR; inclusive reduzindo-se no grupo PIR em relacdo ao
CT (P = 0,0338). Os resultados obtidos indicam que enquanto alguns biomarcadores séo
irresponsivos ao PIR ou as NLS, outros sdo impactados negativamente PIR isolado que,
guando associado as NLS tem o efeito deletério diminuido ou revertido, o inverso também
sendo verdadeiro., 0 que ressalta a necessidade de utilizar uma ampla gama de biomarcadores
em diferentes niveis de organizacdo (desde o subcelular até o individuo) para que se tenha
uma visdo mais acurada do efeito de xenobioticos sobre organismos nédo-alvo e do possivel
papel desempenhado por nanoparticulas.

Palavras-chave: Biocida. Piretroides. Nanotecnologia. Anfibios. 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 (Pds-graduacdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental) — Universidade
Federal de S&o 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
(fn - 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 png.L? (80 pg.L't) 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 fu 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 INTRODUCAO

Os anfibios tém seus representantes encontrados em praticamente todos os ambientes
terrestres e de agua doce, somente tendo como excecdo as regides mais quentes e frias, além
das ilhas oceéanicas mais distantes (FROST et al., 2007). A diversidade de anfibios encontra-se
atualmente em 7.809 espécies (AMPHIBIA WEB - https://amphibiaweb.org/, 20/02/2018),
porém, vem ocorrendo um drastico declinio destes animais no mundo todo (FROST et al.,
2007). Dentre as principais causas apontadas como causadoras desse declinio estao, isoladas ou
em associacao, a destruicdo de habitat, aumento da incidéncia da radiacdo UV-B, alteragdes
climéticas, infeccbes parasitarias, introducdo de espécies competidoras e 0 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 0s
contaminantes aquaticos entre os causadores desse declinio (COLLINS, 2010; BLAUSTEN et
al., 2011).

No que tange mais especificamente aos efeitos nocivos dos xenobidticos, os anfibios
sdo particularmente vulneraveis quando comparados aos demais vertebrados, por terem um
ciclo de vida duplo (aquatico/terrestre) na maioria das espécies, com a reproducdo e
metamorfose geralmente dependente do ambiente aquéatico, além de algumas caracteristicas
fisicas, como a pele extremamente permeavel para permitir a respiracdo cutanea (TOLEDO,
2009). Alem disso, por serem ectotérmicos, seu metabolismo é proporcionalmente mais baixo
que o das aves e mamiferos, tornando as taxas de depuracdo e eliminacdo de xenobidticos
muito mais lenta, resultando em maior bioacumula¢do dos mesmos nos tecidos (GARDNER,
OBERDOSTER, 2005).

Sendo capazes de bioacumular no organismo, se biomagnificar ao longo da cadeia
tréfica e de se acumular no ambiente, os xenobidticos podem causar ainda efeitos toxicos a
curto e/ou em longo prazo nos organismos, além de degradacdo ambiental (PEREIRA, 2004),
onde no ambiente aquéatico ocasionam a queda de qualidade de agua e consequente reducéo da
biodiversidade aquatica em decorréncia de alteracbes no ambiente fisico-quimico e nas
comunidades biologicas (GOULART, CALLISTO, 2003).

Dentre os xenobidticos que tém sido apontados como causadores do declinio de

anfibios estdo os agroquimicos (BRIDGES, SEMLITSCH, 2000) como os pesticidas, 0s quais
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estdo sendo correlacionados com a diminuigdo das espécies de anfibios especialmente devido a
proximidade das plantacGes agricolas (DAVIDSON, SHAFER, JENNINGS, 2002).

Os pesticidas sdo substancias 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 comecaram a ser utilizados na agricultura no Brasil de modo mais intensivo a
partir da década de 1960, onde nessa época ndo se tinha conhecimento sobre os efeitos
toxicoldgicos ocasionados por esses agroquimicos nos animais e para a populacdo (OPAS,
1997).

Dentro da classe dos pesticidas, encontram-se ainda os inseticidas, que vém sendo
utilizados na agricultura para o combate de insetos, e sdo formulados a partir de compostos
organicos sintéticos (KARERU, ROCH, MANA, 2013), estando entre os mais utilizados 0s
organofosforados, carbamatos, organoclorados, neonicotendides e os piretroides (OPAS, 1997;
ITHO, 2002; TOMIZAWA, CASIDA, 2004; MENDES, 2005). Esses xenobi6ticos contribuem
grandemente para o controle de pragas na producdo agricola, porém, devido ao seu uso
indiscriminado, vém sendo também letais para organismos nao-alvos (AKTAR et al., 2009),
tendo seus residuos levados aos recursos hidricos (KOUL, WALIA, DHALIWAL, 2008), onde
tém seu tempo de permanéncia dependente do modo de aplicagdo, mobilidade e persisténcia na
agua e no solo (QUEIROZ, MOURA E SILVA, TRIVINHO-STRIXINO, 2008).

Nesse contexto, vale ressaltar que a agricultura é responsavel pelo maior consumo de
agua do mundo (QUEIROZ, MOURA E SILVA, TRIVINHO-STRIXINO, 2008) e, devido a
ampla utilizacdo de xenobi6ticos como pesticidas, estes poluentes podem contaminar 0s
sistemas hidricos de maneira direta, que ocorre no momento da aplicacdo (BARBOSA,
CARRER, RAMIRO, 2010; OLIVEIRA, MARTINEZ, 2011) ou ainda indireta, por meio do
escoamento superficial, lixiviacdo do solo ou carreamento de residuos pelas chuvas e ventos,
contaminando as aguas superficiais e/ou subterraneas (Figura 1), podendo, inclusive, atingir
locais anteriormente ndo 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 contaminacdo dos ambientes aquaticos apds aplicacdo de
agroguimicos.
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Fonte: Vieira et al., 2003. Adaptado pela autora.

Devido a contaminacdo dos recursos hidricos, 0s organismos aquaticos estdo sempre
em contato com substancias toxicas (QUEIROZ, MOURA E SILVA, TRIVINHO-STRIXINO,
2008), que podem estar presentes ndo somente na dgua como no sedimento e no alimento,
entrando em contato com esses organismos principalmente por meio de exposi¢do dérmica e
tecidos respiratdrios, além da exposic¢do oral (COSTA et al., 2008). Essas substancias podem
interagir no ambiente, resultando em combinacdes que podem aumentar ou diminuir sua
toxicidade sobre os organismos, podendo resultar em diferentes efeitos: a) aditivo, quando duas
substancias sdo administradas simultaneamente, representando a soma do efeito de cada
substancia isoladamente; b) sinérgico, quando o efeito combinado entre duas substancias
quimicas tem seus efeitos maiores do que quando se encontram isoladas; e, ¢) antagonismo,
quando a administracdo de duas substancias simultaneamente interfere uma na outra devido a
ligagbes quimicas que inativam ou reduzem os efeitos de uma das substancias (EATON,
GILBERT, 2012). Esses contaminantes acabam ainda por alterar os parametros fisicos e
quimicos da agua, assim como a dindmica natural das comunidades biologicas presentes nesses
ecossistemas (GOULART, CALLISTO, 2003), além de provocarem multiplos impactos em

diferentes niveis de organizacdo dos organismos ndo-alvos, desde o molecular e celular, até o
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biogquimico, fisioldgico, morfoldgico e, finalmente, no organismo como um todo (GRISOLIA,
2005).

Visando minimizar o impacto desses contaminantes no ambiente, atualmente vém
sendo utilizados inseticidas botanicos, que correspondem a substancias naturais que tem seu
extrato retirado de plantas, com objetivo de reduzir a toxicidade nos organismos néo-alvos e
também por serem mais espécie-especificos, de forma a atingir prioritariamente organismos-
alvos, ou seja, as pragas agricolas (ISMAN, 2008; SENTIL-NATHAN, 2013), devido a rapida
biodegradacdo e menor permanéncia no ambiente. Com isso, 0s biocidas sé@o considerados mais
seguros que os compostos sintéticos (SENTIL-NATHAN, 2013). Dentre os biocidas existentes
esta o piretro (Figura 2) composto retirado da flor do crisantemo (Chrysanthemum
cinerariaefolium) (COX, 2002) e que assim como outros biocidas tem acdo sobre uma
variedade de pragas, e ndo é considerado toxico para alguns vertebrados que foram incluidos no
teste de registro desses compostos (REGNAULT-ROGER, 2013). Entretanto, o piretro vem
sendo utilizado para a producdo de uma variedade de formulacGes, originando 0s compostos
sintéticos denominados piretroides, os quais sdo utilizados também em areas urbanas. Diante
disso, surgiu a preocupa¢do com o processo de escoamento superficial, o qual pode levar esses
compostos até os ambientes aquéaticos (USEPA, 2013), sendo, portanto, imprescindivel analisar
os efeitos desses compostos sobre 0s organismos aquaticos, como os anfibios.

Figura 2: Estrutura quimica do composto natural piretro.
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Fonte: Santos et al. (2007).

Outra ferramenta que mais recentemente vem sendo empregada com o intuito de
minimizar o impacto negativo de xenobidticos é a nanotecnologia, area de estudo que busca
desenvolver tecnologias que operam na menor escala possivel, na ordem de nanémetros
(RAJABI, 2015), tendo aplicacbes ndo apenas na area agricola, mas também em diversos
outros setores, como na area alimentar e farmacéutica (FEDERIC, SHAW, HANDY, 2007;
WANG, DU, ZHENG, 2008). Por meio dela, ttm sido criadas formulagbes com compostos
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ativos de interesse agricola (PERLATTI et al., 2013) com o intuito de aumentar a solubilidade
dos compostos ativos, libera-los de forma lenta e ainda protegé-los da degradacdo precoce
(KAH, HOFMANN, 2013; MATTOS et al., 2017).

Desse modo, as nanoparticulas sao utilizadas como sistemas carreadores de
substancias, como os biocidas, sendo empregadas com intuito de diminuir o impacto dos
compostos ativos no meio ambiente e diminuir as concentragbes utilizadas nos campos
agricolas. Entretanto, pouco se sabe sobre os reais beneficios e riscos (MATTOS et al., 2017)
que 0 uso da nanotecnologia traz para 0 ambiente e para os organismos nao-alvos (KAH et al.,
2013; KAH, HOFFMANN, 2013) podendo as nanoparticulas ter sua difusdo e transporte
facilitado na atmosfera, agua e solo, especialmente devido ao seu tamanho nanométrico, ou
ainda entrarem e se acumularem nas células dos organismos. Ademais, escassas Sdo as
informacdes acerca toxicidade desses novos nanomateriais no ambiente e para a biota.

Assim sendo, o presente estudo propls-se a avaliar o efeito do piretro e piretro
associado a nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) sobre biomarcadores comportamentais,
morfofisioldgicos e genotoxicos em girinos de ras-touro (Lithobates catesbeianus), com o
intuito de testar a hipdtese de que o piretro, quando utilizado isoladamente, terd efeitos
deletérios e que quando associado a nanoparticulas tais efeitos negativos serdo minimizados ou

desapareceréo.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar a toxicidade apos 48h de exposicdo do biocida piretro
(PIR) associado ou ndo a nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS), sobre girinos de rés-touro,
Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802), utilizando biomarcadores comportamentais,
morfofisiolégicos e de genotoxicidade, visando um melhor entendimento dos aspectos
toxicoldgicos para o uso de nanopesticidas em agricultura, bem como, contribuir para

estabelecimento de marcos regulatorios para o uso destes sistemas.

2.1. Objetivos especificos

- Determinar a CLso (48h) para girinos de ré-touro no estagio 25 de Gosner (1960);

- Avaliar a toxicidade do piretro (1/5 da CLso) ou piretro associado ao sistema carreador (NLS)
sobre os girinos da espécie por meio de diversos biomarcadores como nivel de atividade, massa
ventricular relativa, frequéncia cardiaca in situ, genotoxicidade por meio do teste de
micronucleo e outras anormalidades nucleares, bem como efetuar a analise morfométrica do
tecido ventricular por meio da determinacdo do didmetro das miofibrilas, além de analisar a

pigmentacédo cutanea e interna do corac¢do dos individuos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomarcadores

Os xenobio6ticos sdo capazes de alterar as atividades enzimaticas, assim como alterar a
producdo de substancias enddgenas pelo organismo que foi contaminado, além de aumentar a
producdo de espeécies reativas de oxigénio, comprometendo a homeostasia e, assim, acarretando
um quadro de estresse fisiologico (THOMAS, 1990; ARIAS, 2007). Diante disso, além das
avaliacOes fisicas e quimicas dos recursos hidricos, atualmente vém sendo realizados testes
laboratoriais de toxicidade em animais modelo com intuito de avaliar os efeitos biol6gicos
causados por xenobidticos nos organismos aquaticos, podendo, assim, determinar o efeito de
uma dada substancia quimica sobre estes organismos (RAND, PETROCELLI, 1985; BUSS,
OLIVEIRA, BAPTISTA, 2008; Di GIULIO, NEWMAN, 2012).

Entre os ensaios laboratoriais mais utilizados na ecotoxicologia estdo aqueles que
utilizam biomarcadores, que demonstram as respostas bioldgicas ao estresse provocadas pelos
xenobidticos nos organismos (DEN BESTEN, 1998, ARIAS, 2007, BERNARDI et al., 2008),
0s quais podem evidenciar altera¢fes primarias (Figura 3) em diferentes niveis de organizacéo,
desde o celular, bioquimico ou fisiol6gico ou ainda em niveis secundarios, como seus efeitos
nas populacdes e comunidades ante a exposicdo a xenobiéticos (MAGALHAES, FILHO, 2008;
Di GIULIO, NEWMAN, 2012). Dessa maneira, 0s biomarcadores sdo ferramentas essenciais
para compreensdo dos efeitos subletais causados pelos contaminantes e seus mecanismos de
acdo (COSTA et al., 2008), fornecendo sinais precoces de alerta quanto aos danos ecoldgicos
iniciais (Di GIULIO, NEWMAN, 2012). Além disso, a utilizacdo de varios biomarcadores ¢é
recomendada, ja que a avaliacdo de uma determinada resposta biologica pode nédo indicar de
forma ampla os danos que foram ocasionados nos organismos que foram expostos em um
ambiente contaminado (ZORITA et al., 2008).
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Figura 3: Niveis de organizacao bioldgica e resposta aos efeitos de contaminantes
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Fonte: Magalhaes Filho, 2008. Adaptada pela autora.

Os biomarcadores sdo importantes por permitirem, inclusive, a determinacdo dos
impactos negativos de uma determinada concentracdo de poluentes antes mesmo de que seja
observada mortalidade ou outros efeitos nocivos aos organismos que poderiam ocasionar um
declinio populacional (CALORE et al., 2007; COSTA et al., 2008; ANDRADE-
WALDEMARIN et al., 2012; ABDALLA et al., 2013; MARTINS et al., 2013; DAL-MEDICO
et al, 2014). Estudos avaliando os efeitos da exposicdo subletal a xenobioticos em diferentes
biomarcadores j& foram realizados em mamiferos (CALORE et al., 2007), peixes (ANDRADE-
WALDEMARIN et al., 2012; MARTINS et al., 2013) e também em anfibios (COSTA et al.,
2008; DAL-MEDICO et al, 2014; SALLA et al., 2015; OLIVEIRA, 2016; JONES-COSTA et
al., 2018).

Entre os biomarcadores existentes, aqueles indicativos de desempenho cardiaco estdo
entre os mais sensiveis (DAL-MEDICO et al., 2014), assim como constatado por Thomas et al.
(2008), que avaliando os efeitos da exposi¢do ao triclorfon em juvenis de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), observaram que dentre os biomarcadores analisados (biomarcadores
de estresse oxidativo, forca de contracdo cardiaca in vitro e frequéncia cardiaca), aqueles
indicativos da fungdo cardiaca se mostraram 0S mais sensiveis.

Outros efeitos causados pelos contaminantes, e determinados por meio da utilizacdo de
biomarcadores fisioldgicos cardiacos, foram demonstrados em diferentes estudos como de

Costa et al. (2008), em que foi constatada a producdo de espécies reativas do oxigénio em
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girinos de ré-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 concentracdo ambientalmente relevante do
contaminante. Adicionalmente, um estudo publicado por Dal-Médico et al. (2014) apds a
exposicdo da mesma espécie por 2 e 16 dias ao cadmio (1 pg.L™) , indicou alteragbes como
bradicardia devido a um relaxamento cardiaco incompleto e reducdo da forca de contracéo,
sendo que essas respostas ao contaminante se agravaram na exposicdo mais prolongada,
acarretando em alteracfes no desenvolvimento dos girinos e nos processos homeostaticos que
S80 responsaveis por respostas do organismo na presenca dos xenobidticos.

Especialmente apds a exposicdo crénica a contaminantes, muitas vezes nota-se uma
hipertrofia cardiaca como uma estratégia homeostatica para aumentar o débito cardiaco por
meio de aumento do volume sistdlico (CALORE et al., 2007; RISSOLI, 2012). Dentre os
biomarcadores de hipertrofia cardiaca estdo a massa ventricular relativa e ainda, em nivel
subcelular, o diametro das miofibrilas que, segundo SALLA et al. (2015), é uma excelente
técnica para avaliar alteragbes no tecido cardiaco de organismos que foram expostos a
substancias contaminantes. Essa hipertrofia cardiaca resultante de alteragdes do diametro das
miofibrilas deve resultar em um aumento da forca de contracdo in vivo e, assim, em um
aumento do débito cardiaco (SALLA et al., 2015). Inversamente, caso ocorra uma bradicardia,
haverd uma reducdo do débito cardiaco em consequéncia da reducdo na frequéncia de
despolarizacdo do tecido marca-passo, da mesma forma que uma atrofia cardiaca pode também
reduzir o mesmo, mas por meio da reducdo no volume sistélico (ANELLI JR, 2010).

Segundo Costa et al. (2008), os organismos aquaticos quando Sd0 expostos aos
diversos fatores de contaminacdo ambiental, podem ativar o mecanismo de fuga, assim como
mecanismos fisioldgicos que acabam por neutralizar os efeitos causados pelo fator estressante.
Consequentemente, podem ocorrer alteracdes na performance cardiaca e no nivel de atividade
desses organismos, indicando que os biomarcadores fisiologico de performance cardiaca séo
ideais para essa avaliacdo. Adicionalmente, outro biomarcador em outro nivel de organizagéo,
0 comportamental, € a determinacdo do nivel de atividade do animal, uma vez que alteragdes
do mesmo podem ser resultantes de efeitos diretos ou indiretos dos contaminantes (SPARLING
et al., 2010), especialmente em xenobidticos que causam efeitos neurotdxicos, que sdo capazes
de alterar o comportamento dos organismos expostos (FORDHAM et al., 2001), bem como
reduzir o desempenho cardiaco (COSTA et al., 2008).

Outra ferramenta muito importante para os testes ecotoxicoldgicos é a avaliagdo do

potencial genotoxico do contaminante por meio do teste de microndcleo e outras alteraces
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nucleares em células sanguineas (FENECH, 2000; SILVA et al., 2003). Existe uma variedade
de metodologias para avaliagdo do teste de genotoxicidade, sendo essa anélise importante para
avaliar o potencial carcinogénico ou mutagénico de uma substancia (RIBEIRO et al., 2004). A
despeito dos micronlcleos também se originarem espontaneamente em situaces em que 0
organismo se encontra saudavel, aumentos na sua ocorréncia sdo indicativos de danos
ocasionados por xenobioticos (HEDDLE et al., 1983), assim como a presenca de outras
anormalidades celulares como células binucleadas, anucleada ou com presenca de bud, entre
outras alteracGes, as quais ja foram constatadas em contaminacao por xenobidticos com efeitos
genotdxicos, citototdxicos ou ainda, com acdo mutagénica (LAJMANOVICH et al., 2014);
porém, o mecanismo de formacdo dessas outras anormalidades é pouco conhecido, mais ainda
assim, sdo utilizadas como indicativo de genotoxicidade como complemento a presenca de
micronucleos (GOKALP et al., 2011).

Segundo Pantaledo et al. (2006), microntcleos sdo fragmentos de cromossomo ou
cromossomos inteiros que ndo completaram a migracdo anafésica durante a divisdo celular,
portanto, ndo incorporados ao nucleo da célula-filha durante este processo, podendo ainda,
permanecer por toda a vida da célula, além de serem alteracGes observaveis em diferentes
organismos-modelo (BOLOGNESI et al., 2006; PANTALEAO, 2006). A técnica de anélise do
micronlcleo tem a vantagem de, além de ser bastante sensivel e responder precocemente a
exposicdo a xenobidticos, € relativamente simples, pouco invasiva e pouco dispendiosa,
representando uma excelente relacdo custo-beneficio (VIARENGO et al., 2007, BOLOGNESI
et al., 2006; Di GIULIO, NEWMAN, 2012).

Por fim, outro biomarcador extremamente importante é o de pigmentacdo. Os
melanoforos sdo células que contém organelas denominadas melanossomos, as quais produzem
pigmento melanina que sdo responsaveis por produzir a cor escura ou clara do tegumento dos
organismos, em decorréncia de dispersdo ou agregacdo do pigmento (SUGIMOTO, 2002;
SKOLD et al., 2016), responsavel pela coloracdo de peixes, répteis, anfibios, aves e mamiferos
(KAUR e DUA, 2015).

A alteragdo da pigmentacdo ocorre como uma resposta adaptativa sob controle do
sistema nervoso simpatico ou enddcrino, sendo mediada por receptores presentes na superficie
dos cromatéforos (CHAPLEN et al., 2001). Essas alteracbes sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos organismos, possibilitando ndo somente a protecdo contra predadores, como
também aumentando as chances de alimentacdo (SUGIMOTO, 2002). Em ambiente
contaminado por variadas substancias ou sujeito a outros estressores ambientais, podem ser

observados tanto aumentos como redugdes da pigmentacdo corpdrea de peixes e anfibios
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(CHAPLEN et al., 2001; DUKOVICIC et al., 2010; MASSAGAKI, FUJII, 1999; LOGAN et
al., 2006). Essa andlise da pigmentacdo tegumentar mostra-se um importante biomarcador de
contaminagdo ambiental (PANDEY, 1985), assim como a pigmentacdo visceral, que uma vez
presente em alguns 6rgdos e tecidos pode proteger as células contra a formacdo de radicais
livres em decorréncia de exposic¢Oes a contaminantes (McGRAW, 2005; COLOMBO, 2011).

Considerando-se 0 anteriormente exposto, se faz importante a compreensao dos efeitos
dos contaminantes nos organismos fazendo o uso de ensaios laboratoriais para que assim sejam
propostas ferramentas para a preservacao desses organismos (SILVA, 2002). A determinagédo
de novos e diferentes biomarcadores sensiveis para xenobioticos € imprescindivel para detectar
precocemente o efeito de contaminantes podendo, assim, estabelecer estratégias de coservacao
antes que a mortalidade e o declinio das popula¢des sejam observados (DEN BENSTEN, 1998;
THOMAS, 1990). Tais fatores tornam, portanto, os biomarcadores ferramentas essenciais para
identificacdo e compreensdo dos efeitos dos contaminantes sobre organismos né&o-alvos
(WINKALER et al., 2001), essenciais na avaliacdo de contaminagdes ambientais (Di GIULIO,
NEWMAN, 2012).

3.2 Biocidas

Com a agricultura moderna, ocorreu 0 aumento do uso de biocidas, que sdo inseticidas
provenientes de plantas e que vém sendo utilizado no mundo todo para o combate de pragas e
aumento da produtividade agricola (MORAGAS, SCHNEIDER, 2003). Entre os biocidas mais
utilizados, encontra-se o piretro, que tem seu principio ativo obtido das flores do crisantemo
(Chrysanthemus cinerariaefolium e Chrysanthemus cineum) (COX, 2002).

Esse biocida é composto por piretrina do tipo I e tipo II (PAN, 2016) e, quando
comparado a outros pesticidas, apresenta elevada eficiéncia em baixas concentracdes, acdo
rapida, baixo poder residual no ambiente e supostamente baixa toxicidade para mamiferos
(PIMPAO, 2006), dentre eles o ser humano (MORAGAS, SCHNEIDER, 2003). Esses
compostos sdo instaveis na presenca de radiacdo ultravioleta (NPIC, 1998; PIMPAO, 2006), e
répida degradacio no ambiente (SVOBODOVA et al., 2003), com sua persisténcia no
ambiente, em condigdes aerobicas, de 8 dias e na &gua de 35 dias (PAN, 2016). Séo lipofilicos,
apresentando baixa solubilidade em agua (< 10 ppm), e elevada solubilidade em solventes, nos
quais apresentam coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) de 5,90 para piretrina | e 4,90

pKow para piretrina 1l a 25 °C (USEPA, 2006). Além disso, possuem baixa biodisponibilidade
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(ROBERTS, REIGART, 2013) e ndo sofrem biomagnificacdo (SCHLEIER, PETERSON,
2011).

Em decorréncia da instabilidade a luz, calor e oxigénio do composto natural
(ROBERTS, REIGART, 2013), foram criadas formulacdes sintéticas (piretroides) a partir do
composto natural, onde foram adicionados atomos de nitrogénio, halogénio e enxofre, tornando
as moléculas mais estaveis a luz, prolongando seu efeito sobre organismos ndo-alvos, mas
ainda mantendo relativamente baixa sua toxicidade aguda para mamiferos quando comparada
aquela de outros compostos similares (CHEN, WANG, 1996; HEUDORF, ANGERER, 2001).
Contudo, a toxicidade desse composto é dependente de sua estrutura quimica, que pode se
tornar mais toxica dependendo dos compostos a ela adicionados (SANTOS, AREAS, REYES,
2007).

Os piretréides/piretrina sdo utilizados na agricultura em plantacdes de arroz, cafe,
batata, entre outros cultivos (SANTOS, AREAS, REYES, 2007), bem como na pecuéria, na
medicina veterinaria (REBELO, 2006), como também em domicilio, para a prevencdo de uma
ampla faixa de pragas (REBELO, 2006; USEPA, 2013). Contudo, com seu uso abusivo, ndo
apenas em areas agricolas, como também nas areas urbanas, devido a sua elevada eficacia na
eliminacdo de insetos rurais e domésticos, os piretroides vém contaminando agua, solo e
atmosfera e sua toxicidade sobre organismos ndo-alvos tém se elevado significativamente
(SANTOS, AREAS, REYES, 2007), inclusive sobre artrépodes, como abelhas e outros
artropodes aquaticos como lagostas e camarfes (OST]I et al., 2007), além de peixes e girinos de
anfibios (USEPA, 2006, OSTI et al., 2007), no qual estes ultimos, sdo afetados principalmente
por meio do escoamento destes compostos para 0s ambientes aquaticos (USEPA, 2013).

Os piretroides exercem efeitos sobre o sistema nervoso central dos vertebrados,
especialmente em peixes e anfibios, podendo também ser cardiotdxicos (SANTOS, AREAS,
REYES, 2007). Entre os efeitos cardiotoxicos observados em vertebrados ap6s a intoxicacao
por piretro estdo variacGes eletrocardiogréaficas (alteragdes no intervalo QT) e arritmia cardiaca
(LUDOMIRSKI et al., 1982), que ocorrem devido ao aumento da duracédo do potencial de agédo
(DEJONCKHEERE et al., 1982). Os efeitos cardiotdxicos e neurotdxicos também sdo devidos
a sua acdo direta sobre os canais de sodio, impedindo seu fechamento prolongando a entrada de
Na* nas células (SANTOS, AREAS, REYES, 2007), o que provoca alteragdes na cinética
destes canais (DEJONCKHEERE et al., 1982), resultando em uma hiperexcitabilidade. Tais
efeitos podem inclusive interromper a propagacdo do potencial de acdo (BLOOMQUIST,
1996). Ademais, quando utilizado em concentragcbes elevadas, o piretro gera efeitos

neurotoxicos por inibir o complexo receptor do acido y-aminobutirico (GABA), o principal
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neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC), onde age blogueando os canais
de cloreto que sdo mediados pelo GABA, causando a hiperexcitabilidade do SNC devido a
auséncia da inibicdo sinaptica (MANNA et al., 2004; BLOOMQUIST, 2016).

Apesar da literatura acerca dos efeitos dos piretréides sobre anfibios ser escassa, ja foi
demostrado que este composto é altamente toxico para os anfibios e para peixes (USEPA
2006), que vém se mostrando altamente sensiveis aos piretroides (SANCHEZ - BAYO, 2012),
especialmente devido a ampla faixa de concentracfes em que esses compostos se apresentam,
as quais vém se mostrando altamente toxicas para esses organismos, nas concentracfes entre o

mesmo piretrdide e entre as espécies de peixes e anfibios (Tabela 1).

Tabela 1: Concentracdo de CL50 para diferentes piretréides em varias espécies de peixes e
anfibios.

Composto CLso Concentracao Familia Espécie Autor
96h 193 pg.Lt Pimelodidae =~ Rhamdia quelen  Borges et
al., 2007
96h 400 pg.L*t Channa punctatus  Kumar et
al., 2009
Cipermetrina  96h 139 ug.L* Cyprinidae Labeo rohita Das;
Mukherje
e, 2003
96h 172 ug.L* Hylidae Hypsiboas Agostini
pulchellus etal.,
2010
Deltametrina 48h 7,3 pg.L1(20%) Cichlidae Oreochromis Silva,
niloticus 2011
48h 0,078 pg.L* Cyprinidae Danio rerio Osti,
2005
48h 0,75 pg.L? Channidae  Channa punctatus Sayeed et
(50%) al., 2003
Permetrina 4 Ranidae Lithobates Franca et
96h 100 pg L catesbeianus al., 2015
Ranidae Pan -

22h 102100 pug.L? Lithobates pipiens

Database

Fonte: da autora.

Ha relatos descrevendo também elevada sensibilidade de peixes aos piretroides, pois,
devido a sua elevada lipofilicidade, sua absorcdo por meio das branquias é aumentada
(SANTOS, AREAS, REYES, 2007), causando sérios efeitos neurotdxicos nestes organismos
(SVOBODOVA et al., 2003). Tal efeito ainda ndo foi avaliado em anfibios, mas pode-se
pressupor que estes sejam ainda mais susceptiveis a contaminagdo por esse composto, pois,

além da sua absorcao pelas branquias, a mesma ainda acontece atraves da pele extremamente
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delgada e permeavel (RISSOLI et al.,2012). Vale ressaltar que, além da elevada absorcao dos
piretroides por peixes e anfibios, 0s mesmos, por serem ectotérmicos, ainda apresentem baixa
metabolizacdo destes compostos, tornando-o0s mais toxicos para estes individuos (OSTI, 2007),
diferentemente do que ocorre com mamiferos, que apresentam rapida biotransformacéo, 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 ndo-alvos potencialmente mais susceptiveis, como os anfibios, pois
seu uso indiscriminado vem contaminando o solo, o0 ar e a agua, provocando diversos efeitos
nocivos para 0 meio ambiente (GRISOLIA, 2005) como, por exemplo, acumulagdo nos
sedimentos de ambientes aquéaticos (USEPA, 2013) e bioacumulacdo nos organismos
(GUNASEKARA, 2005). Com isso, 0 uso desse biocida requer monitoramento, para que assim
possamos saber os reais efeitos deste composto e seus residuos para 0s organismos e para 0
meio ambiente (BARRIONUEVO, LANCAS, 2001).

3.3 Nanotecnologia na agricultura

Embora os agrotoxicos apresentem grande importancia econémica para a agricultura,
reduzindo a incidéncia de pragas e aumentando a produtividade, estas substancias geram um
grande impacto no meio ambiente (FRACETO, 2015). Com isso, visando a diminuicdo do
impacto desses xenobidticos no ambiente por meio da utilizacdo de inseticidas botanicos
(BRACK, 2013), tem sido crescente a utilizacdo da nanotecnologia, a qual nos ultimos tempos,
vem atraindo uma gama de aplicac@es, especialmente para o setor agricola (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) sdo formulacdes criadas para aumentar a estabilidade de
compostos ativos, protegé-los da degradacao, assim como para aumentar sua solubilidade e sua
eficacia (KAH et al., 2013; MATTOS et al., 2017). Entre esses nanocarreadores, estdo as
nanoparticulas (GRILLO et al., 2016), sistemas capazes ainda de diminuir o impacto causado
pelos xenobiodticos no meio ambiente, porém mantendo a produtividade nos campos agricolas
(ARMAS et al., 2007; NAIR et al., 2010; CHEN, YADA, 2011), bem como sua estabilidade e
eficiéncia (CHENG et al., 2016; PRASAD et al., 2017). Essas nanoparticulas podem ser
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formuladas com diferentes matrizes, entre elas as poliméricas, lipidicas, ou ainda, proteinas
biodegradaveis (KAH et al., 2013; GRILLO et al., 2016).

Entre as diversas nanoparticulas existentes, estdo as nanoparticulas lipidicas sélidas,
que vém ganhando atencdo no setor agricola que permite que o composto encapsulado nédo
degrade a ainda tenha sua liberagdo de forma modificada (CHEN; YADA, 2011; YOON, 2013)
diminuindo, desta forma, o impacto no ambiente (GRILLO et al., 2014). Também devido as
suas propriedades nanomeéricas, esses nanomateriais sdo adequados para desenvolvimento de
ferramentas a serem utilizadas para uma agricultura mais sustentavel (FRACETO et al., 2016),
sendo uma excelente ferramenta para o desenvolvimento de novas formulagdes (CHENG et al.,
2016; PRASAD et al., 2017). Entretanto, mesmo com o avan¢o do setor da nanotecnologia,
ainda sdo necessarios mais estudos acerca de possiveis efeitos adversos dos nanomateriais
sobre o ecossistema e para salde animal, ja que o impacto que as nanoparticulas possam vir a
causar ainda é pouco conhecido (KIM et al., 2017). Desse modo, sdo necessarios mais estudos
avaliando a toxicidade desses novos nanomateriais (SHINDE et al., 2012).

3.3.1 Nanoparticulas lipidicas sélidas

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) (Figura 4) sdo sistemas carreadores que
controlam a liberagdo de substancias ativas em funcdo do tempo, além de poderem direcionar
de forma mais eficiente a liberacdo do principio ativo aos organismos-alvos (FRACETO et al.,
2010; KARERU, ROTICH, MAINA, 2013) permitindo, assim, um aumento no desempenho e
eficiéncia dos compostos bioativos (FRACETO, 2015). Sendo compostas por lipideos so6lidos
em temperatura ambiente e corporal (CHEN et al., 2010), as NLS conferem menor mobilidade
dos ativos a elas associados, permitindo a liberacdo lenta das substancias no ambiente (CHEN,
YADA, 2011; YOON, 2013).
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Figura 4: Esquema demostrando a estrutura de uma nanoparticula lipidica sélida (NLS).

Fonte: Kakadia e Conway (2014).

As formulagdes de nanoparticulas com compostos bioativos tém a capacidade de
diminuir as contaminacfes do meio ambiente, especialmente por utilizarem menores
quantidades do bioativo para atingir os organismos-alvos (MOUSAVI, REZAEI, 2011; RAl,
INGLE, 2012; PERLATTI et al., 2013). Além disso, somente parte do bioativo estara
disponivel imediatamente, sendo a maior parte liberado lenta e gradativamente devido ao
mecanismo de liberacdo das nanoparticulas (MOUSAVI, REZAEI, 2011; RAI, INGLE, 2012;
PERLATTI et al., 2013). Diante disso, o principio ativo apresenta uma permanéncia maior no
solo e nas plantas em menores concentragfes, aumentando a eficiéncia, diminuindo a
toxicidade para 0 meio ambiente e organismos ndo-alvos (MOUSAVI, REZAEI, 2011; RAI,
INGLE, 2012; PERLATTI et al., 2013). Na agricultura, esses sistemas carreadores tém sido
amplamente utilizados, ndo apenas devido a sua propriedade de otimizarem a liberacdo dos
bioativos, mas também por tornarem necessarias menores concentracfes dos compostos ativos
nos campos agricolas (CHEN, YADA, 2011; GRILLO et al., 2014).

Essas particulas compostas por lipidios sélidos apresentam tamanho nanométrico,
variando de 150 a 300 nm (LIPPACHER et al., 2001; MAYNARD, 2011; YOON PARK,
YOON, 2013), e devido a sua a matriz lipidica, estas nanoparticulas podem ser metabolizadas
pelos organismos (MULLER et al., 2000; SOUTO et al., 2011). Outras vantagens desse sistema
de carreamento sdo sua elevada estabilidade fisica, quimica e bioldgica, sendo resistentes a
biodegradacdo e prevenindo a degradacdo da substancia que foi encapsulada (MULLER et al.,
2000; DAS et al., 2011), uma vez que na forma livre, o biocida pode ser modificado por
alteracbes ambientais, como temperatura, umidade, luz e pH (BILIA et al., 2014). Tem sido
ainda proposto gque as nanoparticulas lipidicas apresentam baixa toxicidade, sdo biocompativeis
e apresentam maior biodisponibilidade de ativos (DAS et al., 2011). Nesse sentido, devido a

composi¢cdo e solidez dos lipidios, as nanoparticulas conferem menor mobilidade aos



32

compostos ativos a elas associados (MEHNERT, MADER, 2001), controlando a velocidade da
liberacdo das substancias encapsuladas (SILVA et al., 2011), reduzindo, desta forma, os
potenciais efeitos toxicos (GRILLO et al., 2014).

Contudo, se fazem ainda necessarios estudos nanotoxicoldgicos para que possam ser
avaliados os possiveis efeitos das nanoparticulas em organismos ndo-alvos, uma vez que as
mesmas podem ser reconhecidas como substancias estranhas no organismo (KAHRU,
DUBOUGUIER, 2010). Diante do anteriormente exposto e considerando-se 0s potenciais
efeitos exercidos por piretroides em anfibios, no presente estudo primeiramente foi determinada
a concentracdo subletal do biocida piretro por meio do teste de CLso para que entdo fossem
avaliados seus efeitos sobre os biomarcadores supracitados em girinos de ras-touro, Lithobates
catesbeianus, bem como se um possivel efeito nocivo deste xenobiotico poderia ser alterado

pela sua associacdo a nanoparticulas lipidicas solidas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo e caracterizacao das nanoparticulas lipidicas sélidas

As nanoparticulas lipidicas solidas foram preparadas no laboratdrio de Nanotecnologia
Ambiental da Unesp de Sorocaba em colaboracdo com a doutoranda Cristiane Ronchi de
Oliveira. Basicamente, as nanoparticulas lipidicas sélidas contendo piretro foram preparadas
segundo método de emulsificacdo/ evaporacdo do solvente descrito por Vitorino et al. (2011).

Inicialmente, para fase lipidica foram utilizados 250 mg de tripalmitato de glicerol e
0,5 mL do principio ativo piretro que foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio. Apoés isso, a
fase lipidica foi inserida em uma solucdo aquosa previamente separada de 30 mL, contendo,
1,25% (375 mg) de PVA (surfactante - alcool polivinilico), sendo que essa mistura foi levada
ao sonicador (DES500) por 4 min a uma poténcia de 40 W. A fase lipidica foi entdo levada ao
Ultraturrax por um periodo de 7 min a 14.000 rpm. Em seguida, o cloroférmio foi removido
com um auxilio de um evaporador rotativo e a emulsdo foi concentrada até atingir o volume de
10 mL (VITORINO et al., 2011). Em seguida, foi realizada a caracterizacdo das NLS e
NLS+PIR (Tabela 2), de acordo com trabalhos prévios do grupo (OLIVEIRA et al., 2016;
COLA etal., 2016; OLIVEIRA et al., 2018).
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Tabela 2: Caracterizacdo da NLS e NLS+PIR e as respectivas médias dos parametros
medidos em funcao do tempo (0 — 120 dias).

PARAMETROS NLS NLS+PIR
Tamanho (nm) 324 258
Polidispersao 0,19 0,11
Potencial Zeta (mV) -11 -10
pH 5,3 5,6
Eficiéncia de encapsulacéo (%) >99 >99

Fonte: Oliveira et al., 2018.

4.2 Organismo teste

Originaria da América do Norte, a ra-touro (Lithobates catesbeianus) (SHAW, 1802)
foi introduzida acidentalmente em varias partes do mundo e suas caracteristicas, como habito
alimentar generalista, alta capacidade reprodutiva e por apresentar um porte avantajado, com 0s
adultos chegando a atingir aproximadamente 20 cm, tornaram a invasdo e estabelecimento
desta espécie exotica bem-sucedida em diversos locais, inclusive no Brasil (HECNAR,
M’CLOSKEY, 1997).

Pertencente a ordem Anura, familia Ranidae, essa espécie apresenta coloragdo branca
no ventre e no dorso varidvel entre verde escuro e verde claro e dimorfismo sexual, com 0s
machos apresentando timpanos maiores (BURY, WHELAN, 1984). Com preferéncia por
corpos d’agua permanentes, a rd-touro foi introduzida no Brasil na década de 1930 para que
fosse instalado o primeiro ranario do pais para cultivo comercial da carne de rd, que foi
escolhida por apresentar rapido crescimento e grande numero de ovos em cada desova
(VIZOTTO, 1984). Por causa do sucesso adaptativo de L. catesbeianus, a pratica da ranicultura
foi estimulada, facilitando a dispersdo desta espécie em diversas regides do pais. No Brasil,
exemplares podem ser encontrados principalmente na Mata Atlantica e Cerrado (CUNHA,
DELARIVA, 2009).

Alimentando-se desde pequenos invertebrados, aves, mamiferos e inclusive outros
anfibios (CUNHA, DELARIVA, 2009), essa espécie também esta incluida dentre as principais
causas de declinio de anfibios nativos, considerada uma ameaca a fauna endémica (KATS,
FERRER, 2003) por causa da competicdo e/ou predacdo (PEAR et al., 1998). Com sua facil
adaptacdo e reproducdo, a rd-touro tambeém 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 rd-touro no estagio 25 de Gosner (1960) (Figura 5) (Ver
Anexo A).

Figura 5: Morfologia externa do girino de ra-touro (Lithobates catesbeianus) demonstrando
coloracdo tipica do corpo do animal.

Fonte: da autora.

4.3 Bioensaios toxicoldgicos com girinos de ra-touro

Uma vez no Laboratério de Fisiologia da Conservacao (LaFisC) do Departamento de
Biologia da UFSCar, foram realizados 0s ensaios ecotoxicoldgicos com os girinos de ra-touro e
as analises dos biomarcadores, com excec¢do da preparacdo do material e confeccdo das laminas
das miofibrilas e da pigmentacdo cutdnea que foram feitas no Laboratério de Anatomia da
Unesp de S&@o José do Rio Preto com auxilio da Doutora Lilian Franco-Belussi e do Dr.
Classius de Oliveira. O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢do Animal
da UFSCar antes do inicio dos experimentos (protocolo CEUA — Comité de Etica no Uso de
animais da Universidade Federal de Sdo Carlos — n°® 1472160516). Por ser uma espécie exdtica,
ndo houve necessidade de autorizacdo do SiSBio para coleta dos animais utilizados no presente

estudo.

4.3.1 Obtencdo dos animais e manutencao em laboratorio

Os girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no estagio 25 de Gosner (1960), ou
seja, estagio pré-metamorfico com inicio da alimentagdo independente (~10 dias), foram
adquiridos em um ranario comercial na cidade de Santa Béarbara D’Oeste (-22.781257; -
47.4073489) (Figura 6 e 7) e imediatamente transportados ao Laboratério de Fisiologia da
Conservacao (LaFisC) da UFSCar campus Sorocaba, onde 0s experimentos foram conduzidos.
Os animais foram aclimatados por um periodo de cerca de cinco dias em aquarios de 60 L com

circulagdo continua de agua declorinada, aeracéo constante, temperatura ambiente (21 +2 °C) e
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fotoperiodo natural (= 12h claro: 12h escuro), sendo alimentados ad libitum com folhas de
espinafre organica maceradas e cozidas, as quais foram suspensas 48h antes do inicio dos
ensaios ecotoxicolégicos. Na Tabela 2 estdo representados os parametros fisicos e quimicos da

agua utilizada para o bioensaio, como também do ranario onde os animais foram coletados.

Figura 6: Setor de desenvolvimento no Figura 7: Setor de eclosdo no ranario
ranario comercial. comercial.

Fonte: da autora. Fonte: da autora.

Tabela 3: Pardmetros fisicos e quimicos da agua declorinada que os girinos foram
aclimatados e do ranario onde foram coletados

CO2 Amobnia
Dureza Total
Parametros Temperatura pH (mg.L? (mg.L*
(mg.L1CaCOa)
°oC CaCOs) CaCOs)
Agua
o 21 6,6 50-150/ Branda 22 3,50
ranario
Agua
_ B 21 7,5 50-150/ Branda 1,48 0
aclimatacéo

Fonte: da autora.
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Os parametros fisicos e quimicos da agua foram monitorados diariamente durante as
48 h de exposicéo e estdo apresentados a seguir na Tabela 3. Os valores obtidos para 0s animais
expostos aos diferentes compostos, tampouco a suas combinacgdes, ndo diferiram daqueles
encontrados para o seu respectivo controle e em relacdo as normativas da American Society for
Testing and Materials (ASTM, 2000).

Tabela 4: Tabela 3: Parametros fisicos e quimicos da agua (Médias = 1 E.P.M.) em 48h de
girinos de L. catesbeianus para os grupos controle (CTR), piretro (PIR), nanoparticula lipidica
solida (NLS) e nanoparticula lipidica sélida associada ao piretro.

Dureza .

Grupos  Temperatura pH Total CO2 Amonia

C (mgLt  (mgL? (mg.L*

CaCOs) CaCO;) CaCOy)

CTR 109401 75+0 2010 o406 06202
Branda

PIR 109£01 75401 2010 5,100  06+02
Branda

NLS 108401 76+0 20100 o605 05:01
Branda

NLS+PIR  19,7+0,1 75+0 50-150/ 34+15 0,5+0,2
Branda

Fonte: Da autora.

4.3.2 Delineamento experimental para os ensaios ecotoxicolgicos

4.3.2.1 Determinacédo da CLso 48h

Os testes foram realizados de acordo com a normativa da American Society for Testing
and Materials (ASTM, 2000), com as seguintes modificagfes: os animais (n = 64) foram
individualmente expostos em garrafas plasticas (de consumo humano), que foram previamente
lavadas com &gua, seguindo a metodologia proposta por Nunes et al., (2008). Cada recipiente
foi completado com 1 L de agua declorinada (Figura 8), contendo um animal por recipiente,
sendo que cada grupo era composto por oito animais. Solugdo estoque de piretro (PIR) foi

previamente preparada (anteriormente ao ensaio) e todos 0s ensaios tiveram um grupo controle
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(animais expostos a meio aquoso ndo contaminado) e também o grupo contendo o veiculo

acetona.

Figura 8: Sistema para determinacdo da CLso, composto por garrafas plasticas com
distribuicdo de ar para que os animais recebessem oxigénio.

Fonte: da autora.

Devido ao fato de que os piretroides apresentam amplas variacbes em suas
concentragdes subletais de acordo com a classe de piretrdide utilizada e também de acordo com
a espécie, tornou-se necessario determinar previamente a concentracdo a ser utilizada para os
ensaios a partir da CLso (concentragéo letal que leva a mortalidade de 50% da populagéo) para
0 composto natural piretro, tomando-se como referéncia a concentracdo para piretréide
permetrina de 100 pg.L' para mesma espécie (FRANCA et al., 2015). A partir dessa
concentragdo, portanto, foram selecionadas as concentragdes de 130 pg.L%, 170 pg.L?t, 190
ng. Lt 220 ug.L?, 400 pg. L™t e 580 ug.L* utilizadas no presente estudo.

Os girinos foram expostos por 48h em sistema estatico, sendo que a alimentacdo foi
suspensa dois dias antes do ensaio. Durante as 48h de exposi¢do, a mortalidade dos individuos
e 0 comportamento foram determinados diariamente.

Os dados foram analisados pelo Graphpad Prism 5, onde primeiramente foram
transformados em Log. A CLso para os girinos L. catesbeianus expostos ao biocida foi de 400
ng.Lt (Figura 9), ou seja, quatro vezes maior do que a concentracdo relatada para a mesma
espécie por Franca et al., (2015). A mortalidade e o comportamento dos girinos para as

diferentes concentragdes de piretro podem ser observados na Tabela 4.
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Figura 9: Concentracdes indicando que a CLso determinada para o principio ativo piretro foi a
de 400 pg.L ! indicada em Log pelo asterisco (*).
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Fonte: Graphpad Prism 5.0.

Tabela 5: Concentracdes utilizadas para a determinacdo da CLso 48h, assim como a
mortalidade e comportamento em 48h dos individuos expostos ao principio ativo piretro.

Concentracao Mortalidade Comportamento
Controle 0% Normal
Controle+Acetona 0% Normal
130 pg. Lt 0% Normal
170 pg.Lt 12,5% Normal
190 pg.Lt 12,5% Normal
220 pg.L?t 0% Normal
400 pg. Lt 50% Sobreviventes Letargicos
580 pg.L* 100% Letargicos (antes de morrer)

Fonte: da autora.

4.3.2.2 Realizacéo dos ensaios ecotoxicolégicos a concentracgdes subletais (1/5 da CLso)

Apos determinacdo da CLsg, a concentracdo de piretro utilizada no presente estudo
correspondeu a 1/5 da CLso (80 pg.L™t) para a realizacdo dos ensaios posteriores. Os girinos (n
= 96) foram divididos em quatro grupos experimentais (n = 24 por grupo, a densidade de 1
girino por L de agua declorinada), ensaiados por um periodo de 48h em triplicata (n = 8 por
aquario): 1) grupo controle (CT); 2) grupo exposto ao biocida piretro (PIR); 3) grupo exposto
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as nanoparticulas (NLS); e, 4) grupo expostos a nanoparticulas associadas ao biocida piretro
(PIR+NLS). A &gua foi monitorada diariamente para garantir que os parametros fisicos e
quimicos fossem mantidos dentro dos valores aceitaveis, como observado em grande parte das
aguas doces presentes no Brasil (pH; dureza total; dureza em carbonato; CO, e aménia) e
dentro das normativas da American Society for Testing and Materials (ASTM, 2000).

Durante as 48h de exposigdo, o nivel 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 aquério e a inatividade foi definida como o estado estacionario ou o de flutuar
passivamente (sem movimento) (Figura 10). O nimero de individuos ativos foi apresentado
como uma proporcdo em relacdo ao numero total de animais (em %) para cada grupo

experimental.

Figura 10: Nivel de atividade dos girinos de L. catesbeianus. A) Estado ativo; B) Estado de
flutuar passivamente e C) Estado estacionarios dos individuos no fundo do aquario.
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Fonte: Da autora.

Apds a exposicao, 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 realizacdo de uma fratura cranio-
cervical. Nao foram utilizados anestésicos, pois 0s mesmos poderiam interferir na determinacédo

da frequéncia cardiaca in situ.
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Tabela 6: Massa e comprimento corpéreos (Médias + 1 E.P.M.) dos individuos de L.
catesbeianus dos grupos controle (CT) e expostos ao piretro (PIR), nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) e piretro associado as nanoparticulas (NLS+PIR).

Grupos Massa () Comprimento (cm)
CT 3,1+0,1 7,1+0,1
PIR 3,1+0,1 7,410,1
NLS 3,010,1 7,310,2
NLS+PIR 3,610,2 7,410,2

Fonte: da autora.

4.3.3 Determinacao da frequéncia cardiaca ""in situ™

Para determinacdo da frequéncia cardiaca, ap6s a eutanésia, foi realizada uma incisdo
na regido ventral dos individuos (n = 10 por grupo) para que o pericardio fosse exposto (Figura
11) e pudesse ser feita a contagem visual dos batimentos cardiacos para a determinacdo da
frequéncia cardiaca in situ (fu — bpm). A utilizacdo de tal metodologia justifica-se por permitir
que seja obtida a frequéncia cardiaca basal dos individuos sem a interferéncia de possiveis
efeitos beta-adrenérgicos que pudessem vir a ocorrer devido a implantagcdo transcutanea de
eletrodos de ECG (WASSERSUG et al., 1981; BURGGREN et al., 1983; FEDER et al., 1983).

Para a analise estatistica os dados primeiramente passaram pelo teste de normalidade
Kolmogorov — Smirnov, e posteriormente foi utilizado o teste One-way ANOVA e poés-teste
Tukey-Kramer para comparagdo multipla 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: Visdo da cavidade celomética ap6s incisdo na regido ventral dos individuos para
exposicdo do coracdo e contagem visual dos batimentos cardiacos. Coracdo (CR), Pericardio
(PR) e presenca de melandcitos cardiacos (seta preta).

Fonte: da autora.

4.3.4 Determinagéo da Massa Ventricular Relativa (MVR)

Apos a eutandsia, foi determinada a massa corporea (Wb - g) dos animais (n = 10
por grupo) coletados ao acaso dos diferentes grupos. Em seguida, o coragdo foi
cuidadosamente removido e o ventriculo dissecado (Figura 12) e pesado (Wv - g), para que
assim a massa ventricular fosse expressa como uma porcentagem da massa corpdrea (massa
ventricular relativa, MVR - % de Wb). Para a analise estatistica os dados primeiramente
passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov — Smirnov, e posteriormente foi utilizado
0 teste One-way ANOVA e pos-teste de Tukey- Kramer para comparagao maltiplas entre os
grupos expostos e controle por meio do programa Graphpad Instat 3. Foi também realizado o
teste de Pearson para analisar se ocorreu correlacdo entre a MVR e a fy dos individuos CT e
expostos. Para tanto, os dados foram transformados em Log para que a andlise fosse realizada
por meio do software R versdo 3.2.0 (R Development Core Team), considerando-se um valor

de significancia de P de 0,05.
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Figura 12: Disseccdo do ventriculo dos animais apds eutanésia para pesagem e determinagéo
da MVR.

Fonte: da autora

4.3.5 Teste de micronucleo (MN) e de outras alteracfes nucleares

Foram utilizados seis individuos (n = 6 por grupo) coletados ao acaso de cada grupo
apos o periodo de exposicdo, os quais foram anestesiados localmente com lidocaina para a
retirada de amostras de sangue, por meio de pungdo cardiaca. A analise de genotoxicidade foi
realizada por meio do teste de micronucleo e de outras alteracdes nucleares.

Foram contados 1.000 eritrécitos de cada individuo. Foram considerados micronucleos
o0s corpusculos presentes no citoplasma de eritrocitos e que, em relagdo ao nucleo principal da
celula, apresentavam didmetro inferior, membrana nuclear, mesma coloragdo e refringéncia,
além de ndo estarem ligados ao nucleo principal. As células foram analisadas em objetiva de
100x, em 6leo de imersdo no microscopio de luz (6ptico) de campo claro. Além da contagem
dos micronucleos, durante as analises também foi avaliada a presenca de outras anormalidades
nucleares, como presen¢a de Bud, célula anucleada e binucleada, seguido o protocolo de
Lajmanovich et al. (2014).

Para a analise estatistica, 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
comparagOes multiplas entre os grupos experimentais, sendo esse, realizados no programa R v.
3.3.2 (R Core Team, 2017). Para o teste de correlacdo do micronicleo e outras anormalidades

com a pigmentacdo interna e com a externa foi utilizado o teste de Pearson apds os dados terem
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sido transformados em Log. As andlises foram realizadas usando o software R verséo 3.0.2 (R
Development Core Team) e um valor de P < 0,05 foi considerado significativo.

4.3.5.1 Confeccéo das laminas do Teste de Micronucleo (MN)

As amostras de sangue retiradas foram transferidas para as extremidades das laminas,
sendo em seguida utilizada outra lamina em 45°, posicionada em frente a goticula, fazendo-se
um movimento para que a goticula deslizasse sobre a extensdo da lamina. Apos esta etapa, as
laminas foram fixadas com metanol a 4 °C durante 20 minutos e secas para posterior coloragéo.

Para coloracdo foi utilizado o corante Rosenfeld, que é composto por uma mistura de
dois corantes, Giemsa e May-Grunwald, sendo que a concentracdo de Giemsa utilizada foi
adaptada seguindo o protocolo de Franco-Belussi et al. (2016). As laminas 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 agua destilada, deixando descansar por 1 minuto. Apds isso,
o residuo das laminas foi retirado e as mesmas foram cobertas com 15 gotas de Giemsa diluido
em &gua corrente, deixando-se entdo descansar por 15 minutos. Apds esse periodo, as laminas
foram lavadas em fio de &gua corrente e secas em temperatura ambiente de um dia para o outro

para posterior analise.

4.3.6 Analise da pigmentacédo da pele (Body darkness)

As imagens de todos os individuos (n = 96) foram obtidas antes da eutanasia e foram
tratadas sob condicdo 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 parametro de reflectancia. O canal L foi primeiramente normalizado definindo
a imagem preta total (L* = 0) e a imagem branca total (L* = 255).

Um ponto de referéncia foi determinado para assegurar que a mesma area fosse
analisada em todos os individuos. Com isso, foram analisados 2 cm? de pele proxima a regido
dorso-caudal do girino (Figura 13) utilizando a ferramenta de retangulo. Os valores médios de

reflectancia da area pré-determinada foram medidos com base na ferramenta histograma,
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enquanto que o escurecimento foi calculado como complemento da transparéncia. Os dados
foram mostrados em porcentagem de escurecimento (preto = 100%), e ent&o, foi realizado uma
regressdo Beta para analisar a interacdo entre cada um dos valores em proporcao. Para cada
animal foram utilizadas duas fotografias e entdo a média entre as duas foi determinada. As
analises 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 comparacdo entre 0S grupos

experimentais.

Figura 13: Area de referéncia dorso-caudal pré-determinada para analise da pigmentagio
cutanea. Em vermelho nota-se a regido analisada nos girinos de L. catesbeianus.

Fonte: da autora

4.3.7 Processamento de amostra para analise do diametro das miofibrilas e
pigmentacdo do coracao

Foram utilizados seis individuos (n = 6 por grupo) os quais tiveram 0s coragdes
removidos e fixados no fixador Karnovsky (tamp&o de fosfato 0,1 mol. L™ em pH 7,2, tampao
de fosfato de Sorensen 0,1 M, glutaraldeido em 2,5% e paraformaldeido em 5%) durante 24 h a
4°C. Apos esse periodo, as amostras foram lavadas para que fosse retirado o excesso de fixador
para posteriormente serem desidratadas em uma série de alcool (50% até 100% para completar
a desidratacao) sendo, por fim, incluidas na historesina.

4.3.7.1 Confeccdo e andlise das laminas histologicas para determinacéo do diametro
das miofibrilas e da pigmentacéo do coracéo

Apbs a inclusdo das amostras em historesina, utilizando um micrétomo RM 2265
(Leica, Suica), foram obtidos cortes de 2pum das amostras, 0s quais foram corados com azul de
toluidina e hematoxilina-eosina (H.E.) permitindo, desta forma, melhor visualizagdo do tecido

das amostras.
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Utilizando o software Image - Pro Plus 6.0, as micrografias das laminas feitas por
fotomicroscopio puderam ser analisadas. Para analise do didmetro das miofibrilas, foram
realizadas dez medidas em 20 fotos de cada individuo, (totalizando 480 fotos e 4.800 analises)
sendo, por fim, determinada a média geral. O protocolo seguido para determinagdo do diametro
das miofibrilas foi o de Salla et al. (2015).

Seguindo o protocolo de Franco-Belussi et al. (2009) para anélise de pigmentacdo de
orgaos internos, foi realizada uma analise em 20 fotos de cada individuo (totalizando 480 fotos
e 480 andlises) por individuo, nas quais foi analisada desde a auséncia de cor até a intensa
coloracdo escura utilizando o software Image-Pro Plus 6.0, sendo entdo determinada a média
geral. Em seguida, a area das fotos da pigmentacdo foi medida utilizando o mesmo software,
assim obtendo a proporcao entre a area total e a rea pigmentada de todos os individuos, sendo
por fim, determinada a média geral.

Os dados do didametro 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 comparacao entre 0s grupos experimentais. Ja para a pigmentacédo do
coracdo, apos a proporcdo ser realizada, foi avaliado a porcentagem de pigmentacdo (variavel
de resposta continua) por meio de um modelo de efeito linear (GLM; Zuur et al., 2009) com
probabilidade maxima restrita, incluindo o tratamento com um fator fixo. Esse modelo foi
utilizado uma vez que a distribuicdo dos dados foi beta. Por fim, todas as analises foram
analisadas no programa R v. 3.3.2 (R Core Team, 2017). Para o teste de correlacdo entre MVR
e o diametro das fibras cardiacas e da pigmentacdo interna com a externa foi utilizado o teste de
Pearson ap6s os dados terem sido transformados em Log. Um valor P menor que 0,05 foi

considerado significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Nivel de atividade, Massa Ventricular Relativa e Frequéncia Cardiaca ""in situ™

Quando expostos a poluentes, muitas vezes torna-se necessario um aumento da
performance cardiaca dos animais. Dentre esses ajustes, muitas vezes € observada uma
hipertrofia cardiaca, mesmo apds apenas curtos periodos de estresse fisiologico, mas
especialmente em organismos expostos cronicamente a variados compostos (CALORE et al.,
2007). Contudo, no presente estudo, uma exposicdo de girinos de rds-touros por 48h aos
diferentes xenobidticos ndo provocou alteracdo (P > 0,05) da massa ventricular relativa (MVR -
% da massa corpdrea dos individuos) entre os grupos CT e expostos (NLS, PIR, NLS+PIR)
(Figura 14). Isso provavelmente foi devido ao curto periodo de exposicdo 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), as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS; n = 10) e a
associacao entre o piretro e as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS+PIR; n= 10) por 48h.
Valores médios + 1 E.P.M. Os valores dos grupos expostos nao foram diferentes (P > 0,05) em
relacdo ao grupo controle (CT).
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De acordo com Whiters e Hillman (2001), o débito cardiaco corresponde ao produto
do volume sistélico e da frequéncia cardiaca. Quando em exposi¢cdes de organismos a

xenobi6ticos pode ocorrer um aumento da frequéncia cardiaca para suprir o aumento da
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demanda energética oriunda da exposicdo ao fator estressor, tanto por uma resposta de escape,
quanto decorrente da necessidade de mais energia para promover a desintoxicacao e eliminagédo
do xenobidtico.

Diante disso, ajustes no débito cardiaco ocasionados em resposta a exposicdo sao
necessarios, em decorréncia de alteracBes na contratilidade cardiaca e/ou na frequéncia cardiaca
(COSTA et al., 2008). Essas mudancas ocorrem por meio de uma estimulagdo adrenérgica por
causa da ocupagdo de PB-receptores cardiacos, os quais produzem um efeito cronotrépico
positivo, aumentando ndo somente a inclinacdo do pré-potencial de despolarizacdo do tecido
marca-passo cardiaco, como também por meio da acdo da fosforilacdo da troponina | via
AMPc. Com isso h& o desligamento do célcio da troponina C, resultando em um relaxamento
mais rapido e consequente aumento da frequéncia cardiaca (BERS, 1991). Porém, ndo pudemos
observar no presente estudo tais ajustes da frequéncia cardiaca que pudessem repercutir no
débito cardiaco, uma vez que a mesma se manteve inalterada entre os grupos (P > 0,05) (Figura
15). Nesse sentido, e considerando-se que o0 piretro inibe a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (BALINT et al., 1995; KUMAR, 2008), poderia pressupor que a
exposicdo dos girinos de ras-touro ao piretro pudesse aumentar o ténus vagal, levando a uma
bradicardia. Contudo, sabe-se que no estagio 25 de Gosner esses animais ainda carecem de
inervacdo vagal (RIBEIRO, 2011). Essa hipétese, portanto, ndo deve ser levada em
consideracdo. Nesse caso, a auséncia de alteracdes na frequéncia cardiaca dos animais expostos
quando em resposta ao piretro e as nanoparticulas lipidicas soélidas, tanto isolada, quanto
associada, deve ter ocorrido em consequéncia da baixa concentracdo utilizada, uma vez que ja
foi observado que a espécie apresenta alteragcBes no cronotropismo cardiaco em resposta a
outros xenobidticos, (DAL-MEDICO et al., 2014; JONES-COSTA et al., 2018), mesmo apos
exposi¢oes rapidas (48h).

Os resultados obtidos a partir da utilizacdo do piretro natural foram diferentes dos
relatos para piretrdides sintéticos. Ndo ha estudos da acdo do piretro natural sobre funcédo
cardiaca em anfibios e outros vertebrados, tampouco com nanoparticulas lipidicas sélidas.
Entretanto, Coskun et al. (2004) observaram uma reducgéo na frequéncia cardiaca de adultos de
Rana cameroni por meio de analise eletrocardiografica, quando exposta ao piretroide
cipermetrina. Adicionalmente, Maciel (2011) também observou uma reducdo da frequéncia
cardiaca em ratos Wistars expostos ao piretroide deltametrina em diferentes doses de DLso
(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 acéo de deltametrina (5,5 mg.kg™,

2,2 mg.kg'e 1,1 mg.kg?) e de permetrina (235,5 mg.kg?, 94,2 mg.kg?'e 47,1 mg.kg?). Em
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contraste, uma elevacdo na frequéncia cardiaca apds a exposicdo do peixe Danio rerio ao
piretrdide flumetrina (0,046 mg.L™) foi observada por Carrison et al. (2013). Tais resultados
demonstram que diferentes piretroides podem gerar diferentes efeitos sobre o cronotropismo
cardiaco, o que também é espécie-dependente. Com isso, a auséncia de alteracdes na frequéncia
cardiaca dos girinos de ras-touro no presente estudo nao é surpreendente e pode também ter
ocorrido com a utilizagdo do piretro natural e ndo de outro piretréide, como também pode ter
sido oriunda da baixa concentracdo de piretro e/ou do curto periodo de exposicdo. A fn
tampouco apresentou correlagdo 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 frequéncia cardiaca (f+) dos girinos de ras touro grupos controle (CT; n
= 10) e grupos expostos ao piretro (PIR; n = 10), as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS; n =
10) e a associacdo entre o piretro e as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS+PIR; n = 10) por
48h. Valores médios + 1 E.P.M. Os valores dos grupos expostos ndo foram diferentes (P >
0,05) em relacdo ao grupo controle (CT).
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Em contraste, foi observada uma diminuicdo (P = 0,0350) do nivel de atividade no
grupo exposto ao piretro (12,5 + 4,1%) em comparagao ao grupo controle (38,5 = 8,8%), o que
ja era esperado tendo-se em vista que ja foi demonstrado que este composto € neurotoxico para
outras espécies de vertebrados, sendo capaz de alterar o padrdo de natacdo, bem como pode
tornar os individuos expostos mais letargicos, o que no ambiente os tornaria mais vulneraveis a
predacdo (WERNER E MORAN, 2008). Adicionalmente, quando o piretro foi associado as
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS+PIR), o composto apresentou diminuicdo do seu

potencial toxico, mostrando uma interacdo antagonista entre os dois compostos, voltando a
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valores similares aqueles observados para o controle. Entre os demais grupos em comparagdo
ao piretro e ao controle ndo foram observadas diferencas (P > 0,05) (Figura 16).

Ja foi demonstrado que os piretrdides tém a capacidade de inibir a atividade da
acetilcolinesterase (AChE), assim como mostrado por Balint et al. (1995) para Cyprinus carpio
expostos a 2 ug.L? de deltametrina e Kumar et al. (2008) para Channa punctatus expostos a
7,92 pg. L't de A-cialotrina. No presente estudo, para o composto piretro pode ter ocorrido
inibicdo da atividade da AChE em resposta a exposicdo a 80 pg.L?; portanto, o mesmo foi
menos toxico do os compostos sintéticos citados anteriormente. Essa inativacdo da enzima
AChE faz com que ocorra acimulo de acetilcolina na fenda sinaptica, gerando um potencial
pos-sinaptico hiperexcitatorio, causando primeiramente estimulacdo e mais tarde o bloqueio do
sistema colinérgico (MARIGOLDAR, AHMED, DAVID, 2009), ocorrendo alteracdo do
padrdo de natacdo devido a contracbes musculares sequenciais, assim como alteracdo no padrédo
alimentar e ainda prejudicando o comportamento de escape dos organismos da fonte do
estimulo estressor (BALINT et al., 1995; KUMAR et al., 2008). Apesar de ndo haver relatos na
literatura, a mesma analogia pode ser utilizada para a placa nervosa terminal, levando a
hiperexcitabilidade da musculatura esquelética e a contracGes involuntarias, o que prejudicaria
a performance natatoria, também ocasionando letargia. A alteragdo no padréo de natacéo ja foi
relatada para trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) quando expostas ao piretréide
cipermetrina, ja que no inicio da exposicdo os animais apresentaram natacao rapida e errética,
seguida por perda de equilibrio e, por fim, letargia (USEPA, 2005).

Outro efeito neurotoxico do piretro, com consequente alteracdo do nivel de atividade
dos girinos de L. cateshbeianus, pode ter ocorrido em decorréncia da interagdo com o complexo
receptor GABA (&cido-y-amiobutirico) (LUDOMIRSKY, 1982; BLOOMQUIST, 2007),
bloqueando os canais de cloreto e assim ocasionando hiperexcitabilidade do sistema nervoso
central. Diante disso, 0 composto piretro pode ter interagido com o complexo receptor GABA,
levando primeiramente a hiperexcitabilidade do SNC e, consequentemente, ao bloqueio do
sistema devido a hiperestimulagdo, ocasionando alteragdes musculares e do nivel de atividade

dos individuos.
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Figura 16: Valores do nivel de atividade dos grupos controle (CT; n = 10) e grupos expostos
ao piretro (PIR; n = 10), as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS; n = 10) e a associa¢édo entre o
piretro e as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS+PIR; n = 10) ap6s 48h Valores médios + 1
E.P.M. O asterisco (*) acima da barra de erro indica que o grupo piretro sofreu alteracao
significativa em relagéo ao grupo controle (P = 0,0350).
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Por fim, o biomarcador comportamental por meio da andlise do nivel de atividade dos
individuos de L. catesbeianus, se mostrou um excelente biomarcador para 0 composto piretro, 0
qual, quando se encontrou associado as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS+PIR) ndo
ocasionou alteracdes do NA provavelmente decorrente da liberacdo lenta proporcionada pelas
NLS, ou seja, o biocida ndo foi liberado em quantidade suficiente para provocar alteracGes
neste biomarcador, além de que uma possivel interacdo entre os sitios reativos das NLS com os
do piretro poder ter ocorrido. Tal fato € interessante, uma vez que isto pode ser uma alternativa
para minimizacdo 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 relacdo aquela
observada para 0s compostos isolados, mostrando que as NLS podem ser um meio eficiente

contra os efeitos desses compostos.

5.2 Diametro das miofibrilas

Segundo Salla et al. (2015), as miofibrilas ou fibras cardiacas, encontradas no interior
dos cardiomidcitos, sdo excelentes para avaliar alteracbes como hipertrofia ou atrofia cardiacas
em organismos que foram expostos a variadas substancias no ambiente. A analise morfométrica

(Figura 17) do presente estudo indicou que as miofibrilas dos animais expostos as NLS tiveram
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uma reducdo em seu diametro em relagéo aos valores observados para o grupo CT (P = 0,0104)
quanto em relacdo ao grupo PIR (P = 0,0146) (Figura 18). Ainda mais interessante foi observar
que, quando associadas ao piretro (NLS+PIR) em relacdo ao CT, o diametro das miofibrilas foi
maior (P = 0,4814) do que o grupo utilizando as NLS isoladamente. Dessa forma, apesar de no
nivel de organizacdo maior (coracdo) ndo ter sido observada uma hipertrofia ou atrofia
cardiaca, no nivel subcelular (miofibrilas) ja foram observadas alteracfes que poderiam reduzir
a forca de contracdo cardiaca (volume sistdlico) e, portanto, reduzir o débito cardiaco dos
girinos expostos as nanoparticulas isoladas. 1sso sugere que, a longo prazo, a exposi¢do as NLS
pode levar a uma atrofia cardiaca que pode ser revertida pela sua associagdo ao PIR. Este efeito
antagonista € muito surpreendente, pois mostra que, diferentemente de nossa hipotese inicial, as
NLS exercem um impacto negativo sobre este biomarcador que pode ser minimizado pelo
biocida piretro. O teste de correlacdo também indicou ndo haver correlacdo entre o diametro
das fibras cardiacas 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).
N&o obstante, essa auséncia de correlacdo pode ainda ser explicada pelo fato de que os animais

utilizados para a anélise da MVR e da fibra cardiaca ndo terem sido 0s mesmos.
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Figura 17: Micrografias do ventriculo de L. catesbeianus indicando as miofibrilas em corte
longitudinal (fm), corte transversal (fm*), ndcleo (N) e seta indicando as estrias. Marcacdes 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 nanoparticulas (D1, D2, D3, D4) e D) do grupo das nanoparticulas
associadas ao Piretro (D1, D2, D3, D4, D5 e D6). Coloracdo: Hematoxilina-Eosina em aumento
de 100X.
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Figura 18: Boxplot da analise morfométrica do didmetro das miofibrilas do tecido ventricular
de L. catesbeianus indicando que ocorreu uma diminuicdo no didmetro das miofibrilas nos
grupos das nanoparticulas (NLS) em relagdo 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 alteracdo em
relacdo ao CT e o (+) indica a alteracdo das NLS em relagéo ao PIR.
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Os mecanismos contrateis, ou seja, as interacdes actomiosinicas e sua regulacéo pelo
calcio sdo muito similares nos diferentes grupos de vertebrados (BERS, 2001). Contudo, a
morfologia dos midcitos mostra-se bastante diferente em vertebrados basais (peixes, anfibios e
répteis) e derivados (aves e mamiferos). Em vertebrados basais, os cardiomidcitos apresentam
tamanho relativamente menor, além de miofibrilas perifericamente arranjadas (BOSSEN,
SOMMER, 1984; FARRELL, JONES, 1992; VORNANEN, 1997). Com estriacdes transversais
devido a alternancia de faixas claras e escuras em decorréncia da presenca da actina e miosina
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008), o musculo estriado é ativado por uma série de eventos que
sdo coletivamente denominados acoplamento excitagdo-contragdo (acoplamento E-C)
(SPERELAKIS, 1998). Essa interacdo actomiosinica e sua regulagdo pelo Ca?* sdo
responsaveis pela contracdo cardiaca (DRIEDZIC, GESSER, 1994). Entretanto, os anfibios
apresentam algumas diferencas fisiologicas em relagio a origem do Ca?*-ativador, sendo a
maior parte oriunda do meio extracelular nesses individuos e ndo do reticulo sarcoplasmético
(RS), como em mamiferos (TIBBITIS et al., 1991).
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N&o ha estudos sobre a analise do didmetro das miofibrilas com piretro, tampouco com
as nanoparticulas lipidicas sélidas. Entretanto, j& é sabido que o piretro, assim como seus
compostos sintéticos piretrdides, apresentam efeitos cardiotoxicos, com acdo principalmente
nos canais de sédio, que assim como os de calcio, estdo presentes no tecido cardiaco, além de
prolongar o potencial de acdo, causando hiperexcitabilidade do sistema cardiaco (SANTOS et
al., 2007). Diante do fato de que a fy ndo foi alterada, futuros estudos serdo necessarios para
avaliar o efeito desse xenobidtico sobre a contratilidade cardiaca in vitro a fim de verificar
possiveis agdes do mesmo sobre 0s mecanismos transportadores de Ca* nos miocitos.

Na literatura h& relatos da acdo do piretroide deltametrina sobre o tecido cardiaco de
ratos, onde foi observada uma desorganizacdo, desgaste e até a ruptura das miofibrilas
cardiacas (YALIN et al., 2012), enquanto que em espécie de anfibio Rana cameroni foi
observada uma desorganizacdo das miofibrilas apds inalacdo do piretroide cipermetrina
(COSKUN et al., 2004). J& em trabalho do autor De la Cerda et al. (2002) foi descrito um
aumento da duracdo do potencial de acdo e alteracfes na dindmica dos canais de sodio cardiaco
em midcitos ventriculares de gatos (Felis catus) expostos a deltametrina, o que segundo 0s
autores pode resultar em arritmias cardiacas em decorréncia do prolongamento do intervalo Q-
T. Porém, inversamente ao relatado na literatura, no presente estudo o grupo que resultou na
diminuicdo do didmetro das miofibrilas foi o das NLS, as quais provocaram uma reducdo, néo
tendo sido observada alteracdo em tal biomarcador quando expostos ao PIR associado ou ndo a
NLS. Essa alteracdo para o grupo das NLS isoladas pode ser explicada pelo fato das mesmas,
quando isoladas, terem uma maior capacidade de interacdo com as células, o que pode nao ter
ocorrido tdo facilmente quando se encontrou associada ao composto piretro. Ademais, quando
isoladas, as NLS apresentam seus sitios ativos livres, podendo ocorrer interacdo com
compostos celulares que podem ser 0s responsaveis pela alteracdo das miofibrilas ventriculares
dos girinos de L. catesbeianus.

Segundo Barillet et al. (2010), atrofias musculares, alteracbes como quebra ou
desorganizacao das miofibrilas, além de alteracfes na sarcolema e no reticulo sarcoplasmatico,
vém sendo descritas como resposta a exposi¢cdo a contaminantes, como 0s pesticidas e 0s
metais. Dessa forma, a analise morfométrica das miofibrilas ventriculares se mostrou precoce e

sensivel, indicando alteracGes sobre o tecido cardiaco que foi exposto as NLS.
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5.3 Genotoxicidade - teste de micronucleo (MN) e outras alteraces nucleares

Os organismos aquaticos estdo em constante contato com variadas substancias na
natureza, entre elas estdo as potencialmente genotoxicas, ou seja, capazes de causar alteracdes
no DNA, as quais podem passar para as geracdes seguintes (FREIRE et al., 2008). No presente
estudo foi observado um aumento na ocorréncia de micronudcleos nas hemacias dos girinos
expostos tanto as NLS isoladamente quanto quando associadas ao piretro (NLS+PIR) (F =
11,95; P = 0,0001 e P = 0,001 respectivamente), sendo que estas alteracGes foram maiores
quando as NLS foram utilizadas isoladamente, indicando que as mesmas, quando isoladas, séo
potencialmente mais tdxicas do que quando associadas ao piretro. Em relacdo ao grupo CT e
PIR ndo ocorreram alteracdes (P > 0,05). Entretanto, a comparagéo entre os tratamentos, com
excecdo do grupo CT, mostrou que houve diferencas significativas entre PIR e NLS (P =
0,0332).

Em relacdo as outras anormalidades nucleares, a ocorréncia de células binucleadas foi
maior nos grupos tratados com NLS com relagdo ao CT (F = 3,575; P = 0,0452), enquanto ndo
foram observadas diferencas na ocorréncia de células anucleadas (F = 0,427; P > 0,05) ou com
presenca de Bud (F = 2,319; P > 0,05) entre os grupos. As setas na figura a seguir (Figura 19)

apontam os eritrocitos com micronucleos e outras alteracdes nucleares em L. catesbeianus.
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Figura 19: Alterac6es nucleares observadas nos eritrocitos de girinos de L. catesbeianus. A)
presenca de micronlcleo; B) alteracdo nuclear Bud; C) célula anucleada; D) célula
binucleada. As alteracfes estdo indicadas pela seta preta. Coloracdo Rosenfeld em aumento
de 1000X.

N&o ha 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 farmacos como a ivemectina e o metopreno indicou um aumento de genotoxicidade
em exposicdo a NLS isoladas em relacdo aos demais grupos, o que corrobora o efeito
genotdxico das NLS observado no presente estudo, j& que as NLS isoladas também se mostram
mais toxicas (Figura 20). Dessa forma, o ensaio de micronucleo e outras alteracfes nucleares
mostrou-se um biomarcador sensivel e precoce, indicando efeitos nocivos das NLS mais
marcantes do que os observados utilizando os outros biomarcadores avaliados no presente
estudo.



57

Segundo Doktorovova (2014), a genotoxicidade das NLS pode estar diretamente
relacionada ao desencadeamento de estresse oxidativo ocasionado pela formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sdo danosas para 0 material genético e que vem sendo o
principal efeito de toxicidade de diversas nanoparticulas (JAIN et al., 2016). O estresse
oxidativo ocorre quando a producdo de EROs ultrapassa a capacidade das enzimas
antioxidantes de prevenir contra 0s danos ocasionados em decorréncia a exposi¢do a compostos
quimicos (Di GIULIO, NEWMAN, 2012). Isso ocorre principalmente devido a alguns fatores,
como tamanho das nanoparticulas, sua composicdo, presenca de elétrons reativos, além de
interacGes celulares (JAIN et al., 2016). A indugdo do estresse oxidativo ja foi relatada por
Silva et al. (2012) em duas linhagens de fibroblastos expostos a NLS e para piretroides por
Ansari et al. (2008), que estudaram eritrocitos de espécies de peixe Channa punctatus expostos
a deltametrina, observando uma correlacdo positiva entre estresse oxidativo e genotoxicidade.
Outros estudos tambeém analisaram o estresse oxidativo em eritrocitos de espécie de peixe
Channa punctatus expostos a cipermetrina (ANSARI et al., 2011), em eritrdcitos de espécie do
peixe Oreochromis niloticus expostos a deltametrina (KAN et al., 2012) e por meio de analise
de enzimas antioxidantes presentes no plasma de ratos Wistar expostos a cipermetrina
(HUSSIEN et al., 2013).

O estresse oxidativo pode ainda diminuir a viabilidade celular (Di GIULIO,
NEWMAN, 2012). Essa diminuicdo da viabilidade das células ja foi observada por Cola et al.
(2016) quando as NLS se encontravam sem a presenca de ativo. Entretanto, quando associadas
a farmacos, a viabilidade néo foi alterada. Diante disso, 0 mesmo pode ter ocorrido no presente
estudo. N&o obstante, mais estudos avaliando os mecanismos pelos quais as NLS provocam
genotoxicidade ainda s&o necessarios.

Apesar de ser em geral aceito que os piretrdides apresentam uma baixa capacidade de
bioacumulacdo, além de apresentarem baixo potencial toxico (SANTOS, 2008), ha alguns
estudos, como o de Ansari et al. (2011), que comprovaram a genotoxicidade dos piretrdides
pelo aumento da ocorréncia de micronucleo para o peixe Channa punctatus. Isso também foi
comprovado por Campana et al. (1998) para o peixe Cheirodon interruptus interrupus exposto
a cipermetrina e por Muranli, Guner (2011) para o peixe Gambusia affinis exposto a A-
cialotrina. J& em mamiferos, Chauhan et al. (2007) observaram que o piretroide deltametrina
promove um aumento na incidéncia de micronucleos em células sanguineas de medula 6ssea de
camundongos (Mus musculus) a despeito de ndo a ter observado em células germinativas nesta

espécie.
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De acordo com Santos (2008), em relagdo aos piretrdides, o potencial genotdxico e/ou
mutagénico de cada composto depende da sua estrutura quimica e molecular, assim como da
duracdo da exposicdo e velocidade de degradacdo do composto potencialmente toxico. Isso
pode ter sido um fator determinante para auséncia de efeitos genotdxicos em resposta a
exposicdo do composto natural piretro no presente estudo. Ademais, quando isolado, esse
composto tende a ficar mais instavel e volatil, podendo sofrer rapido processo de degradacéo, o
que ndo acarretaria em alteracbes genotoxicas. JA quando se encontra associado as NLS, o
composto piretro pode ter sua volatilidade e degradacdo diminuida pela acdo das NLS, o que
explicaria 0 aumento de micronucleo 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 a corrente sanguinea,
causando alteracbes como o estresse oxidativo e, portanto, pode causar alteracdes nos

eritrécitos dos girinos de L. catesbeianus.

Figura 20: Boxplot indicando aumento de micronlicleo em eritrocitos de girinos L.
catesbeianus nos grupos expostos a nanoparticulas isoladas (NLS) (P = 0,0001) e associadas ao
piretro (NLS+PIR) (P = 0,001) em relagdo ao grupo controle (CT). Foi também observada
diferenca entre o grupo piretro (PIR) em relacdo ao grupo das nanoparticulas isoladas (NLS) (P
= 0,0332). O asterisco (*) indica os grupos das NLS, NLS+PIR que sofreram alteracdes em
relacdo ao CT e o (+) indica a alteracédo entre PIR e NLS.
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Para as outras alteracdes nucleares, como presenca de células anucleadas, binucleadas
e Bud, ndo ha relatos sobre a acdo das NLS, tampouco para o principio ativo piretro. Para
células binucleadas, ja foi observado um aumento em sua ocorréncia em girinos de
Odontophrynus americanus expostos ao piretroide cipermetrina (CABAGNA, 2006), como
também para a espécie de peixe Channa punctatus exposta a deltametrina (ANSARI et al.,
2009), diferente do observado no presente estudo, tendo-se em vista que aqui apenas foram
observados aumento do numero de células binucleadas no grupo exposto as NLS isoladas
(Figuras 21) e ndo para o0 grupo do principio ativo piretro. No estudo de Cola (2016) com
Allium cepa expostas a NLS associadas ou ndo a farmacos, foi observado um aumento do
indice mitdtico para as NLS, indicando um estimulo a divisdo celular. Isso pode explicar o
aumento de células binucleadas no presente estudo. Assim como discutido para presenca de
MN, a auséncia de aumento do numero de células binucleadas para o grupo PIR pode ter
ocorrido em decorréncia da meia vida do composto natural, ndo vindo a apresentar alteragdes
nos eritrocitos dos girinos de L.catesbeianus.

Outra hipotese para alteracdo de MN e de células BN pelas NLS poderia vir a ser
explicada pela presenca de seus componentes, como o surfactante, que é um tensoativo
presente tanto nas NLS isoladas quanto associadas, e que pode estar resultando nestes efeitos
genotdxicos. Quando as NLS se encontram associadas (NLS+PIR), o surfactante pode ter sua
acdo alterada pelo biocida piretro, explicando dessa forma as alteragcbes ocorridas
especialmente pelas NLS isoladas. Desse modo, o surfactante seria responsavel pelos efeitos

toxicos, e ndo a estrutura lipidica das nanoparticulas.
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Figura 21: Boxplot indicando aumento de eritrdcitos binucleados de girinos L. catesbeianus
dos diferentes grupos experimentais indicando alteracdo no grupo das nanoparticulas (NLS) em
relacdo ao controle (CT) (P = 0,0452). O asterisco (*) indica uma diferenca nas nanoparticulas
isoladas (NLS) em relagédo ao grupo controle (CT).
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Segundo os autores Holland et al. (2008), a presenca de células binucleadas pode
representar uma resposta de citotoxicidade, ja que € indicativa de alteracbes no processo de
citocinese, ou ainda ser secundaria a efeitos genotoxicos. Entretanto, ndo sdo ainda definidos os
efeitos subsequentes do aparecimento desse tipo celular e 0 que poderia vir a causar nos
individuos (HOLLAND et al., 2008). Em contraste, ndo ha relatos sobre presenca de células
anucleadas (Figura 22) as quais ja foram analisadas em decorréncia de fatores de estresse,
patologias e danos metabdlicos (FIJAN, 2002), tampouco quanto a presenca das alteracGes
nucleares Bud (Figura 23) em exposi¢do com piretro ou outros piretrdides e as NLS. Entretanto,

em exposi¢des mais longas, essas anormalidades poderiam aparecer nos grupos expostos.
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Figura 22: Boxplot indicando que ndo houve variacdo de eritrocitos anucleados de girinos L.
catesbeianus nos grupos controle (CT) e expostos (PIR, NLS e NLS+PIR) (P >0,05).

Anucleadas por 1000 eritrécitos
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Figura 23: Boxplot indicando que ndo houve variagdo de eritrocitos com presencga de Bud em
girinos L. catesbeianus entre os grupos controle (CT) e expostos (PIR, NLS e NLS+PIR) (P >
0,05).
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Todas as anormalidades também foram analisadas em conjunto (Figura 24), pois esta

analise conjunta pode nos mostrar os efeitos genotdxicos de forma generalizada dos
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tratamentos em relagdo ao CT. Houve aumento das anormalidades nucleares em todos os
tratamentos em relacdo ao CT (F = 13,180; P < 0,001), apesar de ndo ter sido observada
diferenca entre os grupos expostos (P > 0,05). Isso pode ter ocorrido especialmente nos
grupos das NLS devido ao provavel efeito de internalizacdo das nanoparticulas nas células do

que em comparagdo ao PIR.

Figura 24: Boxplot da somatdria das alteracdes nucleares observadas para os eritrocitos de
girinos L. catesbeianus expostos aos grupos PIR, NLS e NLS+PIR. O asterisco (*) indica que
ocorreu aumento de todas as alteracdes nucleares em relacéo ao controle (CT) (P < 0,001).

Todas as anormalidade
*
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Por fim, de acordo com os resultados apresentados nesse estudo para a genotoxicidade,
a exposicdo durante 48h indicou que 0s grupos da NLS e NLS+PIR exercem, de fato, um efeito
sobre 0s organismos expostos, especialmente no grupo exposto as NLS isoladas. Essas
alteracdes podem causar danos no material genético, assim como instabilidade genética, o que
em longo-prazo pode vir a ocasionar um declinio populacional, assim como surgimento de
doencgas cronicas nestes individuos. Ademais, essas anormalidades nos eritrocitos podem
dificultar o transporte de oxigénio, levando-se em conta que ja foi relatado a diminuigdo da
concentracdo de hemoglobina em sangue periférico de ratos albinos ap6s exposi¢éo a piretroide
cipermetrina pelos autores Pande et al. (2014), sendo assim, facil correlacionar essas alteragdes

com a diminuic¢do do NA dos individuos do grupo PIR em rela¢do ao CT.
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5.4 Pigmentacgéo cutéanea (Body darkness)

Segundo Chaplen et al. (2002), os organismos aquaticos estdo susceptiveis a variados
contaminantes, 0s quais sdo responsaveis por alterar a coloracdo do tegumento dos individuos,
sendo que esta mudanca ocorre em decorréncia de uma resposta de adaptacdo comportamental
sob controle do sistema nervoso simpatico ou endocrino (estimulacdo adrenérgica), mediada
ainda, por receptores adrenérgicos presentes na superficie dos cromatoforos, que apresentam
pigmentos capazes de alterar a pigmentacdo corporal. No presente estudo foi observado um
aumento da pigmentacdo (P < 0,001) em todos os grupos expostos (PIR, NLS e NLS+PIR) em
relacdo ao CT (Figura 25). Entretanto, ndo houve diferenca da pigmentagdo entre 0s grupos
expostos (P > 0,05). Esse biomarcador ndo apresentou correlacdo com os biomarcadores de
genotoxicidade, para o teste de micronucleo 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 presenca 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: Pigmentacdo cutdnea dos grupos expostos ao piretro (PIR), a nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS) e a nanoparticulas associadas ao piretro (NLS+PIR) em relacdo ao
controle (CT). Os asteriscos acima das barras denotam diferenca significativa (P < 0,001) dos
tratamentos em relacdo ao controle. Todos 0s grupos expostos apresentaram maior pigmentacdo

cutanea que o controle.
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Os cromatoforos sdo células presentes na epiderme e derme que contém granulos de
pigmento. Essas células podem ser classificadas quanto ao seu contetudo pigmentar. Entre 0s
existentes estdo os melandforos, que sdo células que contém pigmento melanina que fica
armazenado em granulos denominados melanossomos, onde a propria célula € responsavel pela
sua producdo (DUKOVICIC et al., 2010). Esse pigmento presente nas organelas € o
responsavel por alterar a coloragdo dos organismos por meio da resposta de agregacdo ou
dispersdo (DUKOVICIC et al., 2010), tornando 0s organisSmos mais Ou Menos escuros
(MASSAGAKI, FUJII, 1999; LOGAN et al., 2006), o qual ¢ um processo denominado de
mudanca fisioldgica da cor (FUJII, 2000; SUGIMOTO, 2002).

Segundo Kaur, Dua (2015), a mudanca de pigmentagdo tegumentar dos individuos
aquaticos em seu habitat natural é extremamente importante para sua sobrevivéncia, pois
possibilita a protecdo contra predadores, aumentando as chances de alimentacdo e a
sobrevivéncia dos organismos, ja que a alteracdo da coloracéo pode dificultar o reconhecimento
dos individuos pelos predadores, além de protegé-los por meio da regulacdo do calor contra
raios UV e de substancias ou de seus metabdlitos conferindo-lhes, por fim, maior protecdo
(SUGIMOTO, 2005). Entretanto, essas celulas sofrem alteraces em resposta a estimulos
internos e/ou externos, ocorrendo, desta forma, alteracdo de colora¢do nos individuos que
podem vir a ndo ser benéficas (SUGIMOTO, 2005).

Dentre os estimulos externos, vale destacar a exposicdo as substancias tdxicas
(CESARINI, 1996; SUGIMOTO, 2005). Isso foi confirmado por Kapil et al. (2008) que
constataram a acdo dispersiva dos cromatéforos logo nas primeiras horas de exposicdo a
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 0s girinos
de rés-touro, promovendo um aumento da pigmentacdo em todos 0s animais expostos em
relacdo ao grupo controle. Essa alteracdo da pigmentacdo nos grupos tratados, tanto isolados
quanto associados, pode ter ocorrido especialmente pelo fato da pele de anfibios ser altamente
permeavel facilitando, deste modo, a entrada de contaminantes. Lembrando que, em
mamiferos, a absorcéo de piretrdides pela pele € menor do que por outras vias, como a inalagdo
e/ou pela via gastrointestinal (SANTOS, AREAS, REYES, 2007). Ja em relacdo as NLS, elas
apresentam capacidade de absorc¢do pela pele ou muco (MULLER et al., 2002) e, assim como
para o0 piretro, seu transporte pode também ter facilitado por membranas e tecidos, o que
explicaria a alteragdo da pigmentacdo, especialmente quando associada ao piretro NLS+PIR, no

qual se mostrou mais toxica.
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Outros autores como Montanha et al. (2014) e Sathya (2014) observaram uma
diminuicgdo total ou parcial da pigmentacdo cutdnea em espécies de peixes Rhamdia quelen e
Danio rerio expostos ao piretréide cipermetrina. A diferenca entre os resultados obtidos em tais
estudos com relacdo ao nosso pode ser atribuida a diferentes mecanismos fisioldgicos entre as
espécies estudadas, aléem da duracdo do experimento, classe de piretrdide e/ou concentragdo do
mesmo que podem ter influenciado nas diferentes respostas.

A regulacdo dos melandforos em peixes, assim como a mudanca da pigmentacdo dos
organismos, ocorre por meio da estimulacdo adrenérgica (BURTON, 2002), especialmente pela
estimulacdo dos [-adrenoreceptores pela noradrenalina, que provoca a dispersdao dos
melanossomos, que correspondem as organelas pigmentares (MYASHITA, FUJII, 1975;
BURTON, 2002). Quando ativados, receptores f-adrenérgicos estimulam a producdo de AMPc,
responsavel pela regulacdo das proteinas motoras do citoesqueleto que movem 0s
melanossomos no interior dos melanéforos, fazendo com que ocorra a dispersdo e consequente
escurecimento cutaneo (SKOLD et al., 2016). Com isso, 0 estresse oriundo da exposi¢do dos
animais aos compostos utilizados no presente estudo pode ter gerado uma resposta adrenérgica
com liberacdo nervosa ou humoral de catecolaminas, estimulando os [B-adrenoreceptores.
Instigante, portanto, foi o fato de néo ter sido observada uma taquicardia nos animais expostos
a todos os compostos em relagdo ao controle, uma vez que pela alteracdo da pigmentacéo ficou
demonstrado que houve a liberacdo de catecolaminas. Mais estudos terdo que ser realizados
para procurar desvendar esse contrassenso. N&o obstante, a menor responsividade ou até a
irresponsividade de alguns biomarcadores em relacdo a outros ja anteriormente citados deve ser
considerada. Nesse sentido, uma hipdtese plausivel seria que a concentracdo limiar de
catecolaminas necessaria para ocasionar 0 aumento da pigmentagdo da pele seja muito menor
que aquela necessaria para provocar uma taquicardia. Entretanto, futuros estudos utilizando
agonistas e antagonistas f-adrenérgicos sdo necessarios para corroborar esta hipotese.

Essas mudancgas na pigmentacéo cutanea dos individuos podem ainda ser denominadas
morfologicas, quando estas alteracbes ocorrem de forma gradativa e permanecem por mais
tempo, ou ainda pode ocorrer de forma fisioldgica, quando este processo ocorre imediatamente
em resposta ao estimulo devido & migracdo dos pigmentos presentes no interior dos
cromatoforos (BAGNARA, HADLEY 1973; SUGIMOTO, 2002). O processo de alteracdo da
pigmentacdo pode ainda necessitar de maior demanda energética, ja que ocorre processo de
migracdo das organelas, além de sintese ou recrutamento de pigmentos (POLO-CAVIA,
GOMEZ-MESTRE, 2016). Dessa forma, mesmo que essa alteragdo seja vantajosa para oS

animais, a energia necessaria para a desintoxicacao, eliminagéo e reparo dos danos ocasionados
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pela exposicdo aos compostos pode estar sendo desviada para o processo de pigmentagéo,
podendo prejudica-los na resposta de fuga do ambiente estressante, no crescimento e
metamorfose dos individuos e ainda os tornando-os ainda mais susceptiveis a predacao. Tal
assertiva € especialmente valida para os animais expostos ao piretro, uma vez que 0S mesmos
se mostraram também mais letargicos. Portanto, a avaliagdo da alteracdo da pigmentacédo
cutdnea também se mostrou um biomarcador altamente sensivel. Por se tratar de uma
metodologia relativamente simples e pouco custosa, mostra-se uma excelente ferramenta para

indicar alteracbes ambientais ocasionadas por contaminacao de substancias toxicas.

5.5 Pigmentagéo Interna do Coragéo

Em animais ectotérmicos como peixes e anfibios (Gallone et al., 2002), as células
pigmentadas ndo estdo presentes apenas na derme e epiderme, mas também em 6rgaos e tecidos
internos, constituindo, desta forma, o sistema pigmentar extra cutaneo destes individuos. Esse
sistema pigmentar pode estar presente em érgdos como o figado, as gbnadas, bago, porcbes do
intestino, nos vasos sanguineos, como também no coracdo (PRELOVSEK, BULOG, 2003;
SANTOS, OLIVEIRA, 2007). Portanto, da mesma forma que a pigmentacdo cuténea, a
pigmentacdo visceral também pode ser alterada em decorréncia de mudancas fisiologicas e/ou
ambientais (AGIUS, AGBEDE, 1984), como exposi¢ches a substancias contaminantes
(GALLONE et al., 2002), as quais podem causar alteracdes na fisiologia e/ou morfologia dos
melandcitos (OLIVEIRA et al., 2017). Tais alteracdes foram observadas no presente estudo, ja
que a pigmentacdo do coracdo dos individuos do grupo PIR diminuiu (P = 0,0338) em relacédo
ao CT (Figura 27). A pigmentacdo do coracdo dos grupos CT e expostos pode ser observada na
Figura 26.

Para o teste de correlagdo entre os biomarcadores de pigmentacdo do coragdo e de
genotoxicidade houve uma correlacdo inversa para as NLS+PIR em relacdo aos microndcleos
(P = 0,012; r = -0,908) e para células anucleadas (P = 0,004; r = 0,943), onde pode ser
observada uma diminuicdo na pigmentacdo enquanto ocorreu aumento de presenca de
micronucleo e de células anucleadas para esse grupo. Nao houve correlacéo 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 relagdo aos
micronucleos, 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) ndo apresentaram correlagdo com as celulas anucleadas.
Para a presenca de Bud, ndo houve correlacdo com a pigmentacdo para todos 0s 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 0s
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: Analise da pigmentacdo do coracdo de L. catesbeianus coradas com H.E, indicando
na seta (preta) a presenca de pigmento melanina. A) grupo controle (CT); B) grupo piretro
(PIR); C) grupo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e D) grupo das nanoparticulas
associadas ao piretro (NLS+PIR). Coloracéo: hematoxilina — eosina em aumento de 100X.
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Figura 27: Proporgdo da pigmentagcdo interna do coragcdo nos diferentes grupos
experimentais. O grupo PIR apresentou diminuic¢do da pigmentacdo em relacdo ao grupo CT
(P = 0,0338). O asterisco (*) denota uma diferenca significativa do PIR com relagéo ao
controle (CT).
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Os melandcitos viscerais, células responsaveis pela pigmentacdo interna, sdo
originados da crista neural ectotérmica (COLOMBO et al., 2011) e, segundo Gallone et al.
(2002) sua funcdo ainda ndo estd definida. Entretanto, existem diversas hipdteses acerca da
funcdo desempenhada pela pigmentacdo (melanina) nos diferentes érgdos internos nos quais
esta presente, dentre elas a desintoxicacdo de substancias contaminantes, as quais ocorrem em
células melanomacrofagicas que apresentam acao fagocitaria e que estdo presentes no figado e
no baco (FENOGLIO et al., 2005), a participacdo no sistema imune (SKOLD et al., 2016) e a
funcdo protetora de células contra a formacdo de radicais livres e/ou sua neutralizacdo
(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 pigmentacdo visceral poderia potencialmente reduzir os efeitos genotéxicos dos
xenobidticos. Embora a funcdo da pigmentacdo ainda ndo esteja definida, sabe-se que
contaminantes ambientais podem altera-la (GALLONE et al., 2002). Contudo, h& outras
variaveis ambientais que podem alterar a pigmentacdo interna em anfibios anuros, como
mudancas da temperatura e fotoperiodo, principalmente devido a capacidade do pigmento
melanina em absorver radiagdo e transforméa-la em calor (CESARINI, 1996; MORIYA et al.,
1996), e € por meio da absorcdo da radiacdo e sua transformacdo em calor que a melanina
também atua como protetora contra os danos causados no DNA em decorréncia da exposicéo
ao UV (ROULIN, 2014), a qual é também responsavel por alterar a pigmentacdo da pele e de
6rgdos em anuros adultos (FRANCO-BELUSSI, SKOLD, OLIVEIRA, 2016). Em estudo de
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Moresco (2009) avaliando a pigmentagdo visceral de espécies de anfibios como Physalaemus
cuvieri, Dendropsophus nanus e Rhinnela schineideri submetidos a variagdo de temperatura e
fotoperiodo, foi descrito um padrdo de pigmentacdo nos diferentes Orgdos das espécies
utilizadas indicando, portanto, que a mesma pode variar de acordo com a taxonomia. Assim
sendo, o0 sistema pigmentar pode variar em tipo de pigmento, quantidade e ocorréncia,
dependendo da espécie (PRELOVSEK, BULOG, 2003; SANTOS, OLIVEIRA, 2007).

Na literatura ndo ha relatos sobre a acdo do piretro e das NLS sobre a pigmentacéo
interna do coragdo, mas ha relatos da acdo dos piretroides sobre o bago, onde foi observado um
aumento e agregacdo de melanomacréfagos apds exposicdo a deltametrina no peixe
Hypophthalmicthys molitrix (KARIM, AHMAD, ALI, 2016). Contudo, isso n&o foi
corroborado no presente estudo, ja que houve uma diminuicdo da pigmentacdo do grupo PIR, o
qual quando associado as NLS ndo apresentou alteracdes da pigmentacdo em relacdo ao grupo
CT.

A regulacdo da producdo de melanina ocorre por meio da acdo do horménio MSH
(hormonio estimulante do melandcito), um peptideo liberado pela adenohipéfise (CASTRUCCI
et al., 1984; HADLEY et al., 1985). Baseando-se nos efeitos centrais ja descritos para o PIR,
pode-se sugerir que este biocida provoque uma reducdo ou inibicdo da producéo e/ou secrecao
de MSH, fazendo com que ocorra a diminui¢do da producdo de melanina no 6rgdo coragdo
quando se encontra isolado. Em contrapartida, quando associado as NLS, essa reducdo ou
inibicdo do hormdnio pode ndo ter ocorrido, podendo indicar que as NLS minimizaram 0s
efeitos do biocida. Sera interessante testar esta hipotese em futuros estudos.

Para o teste de correlacdo entre os biomarcadores e pigmentacdo cutanea ndo houve
correlacdo com a pigmentacdo cardiaca 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 proposicdo de que a pigmentacao cutanea protege os tecidos internos dos
danos ocasionados pelo piretro foi corroborada pela reducdo da pigmentacdo 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 pigmentacdo cuténea, ndo foi necessario um aumento da pigmentacdo visceral
cardiaca nestes grupos a fim fornecer uma protecao 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 reducdo da pigmentacdo cardiaca observada para o PIR isoladamente. N&o se
sabe em qual extensdo o aumento aqui observado na pigmentacdo cutnea dos individuos

expostos aos xenobioticos estudados pode tornar os girinos mais susceptiveis a predadores
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naturais no seu ambiente natural, mas ha que se supor que uma alteracdo na pigmentacao
corporea deve ter algum impacto na capacidade de camuflagem destes animais. De qualquer
forma, o presente estudo mostrou que tanto a analise da pigmentacdo cutanea quanto da
visceral sdo excelentes ferramentas para analise dos efeitos de contaminantes ambientais em
anfibios anuros.

A Tabela 6 apresenta um resumo sistematico dos principais efeitos do PIR e das NLS,
tanto isolados quanto associados, sobre os diferentes marcadores aqui utilizados. Pela analise
da Tabela 6 fica evidente que, enquanto alguns biomarcadores foram irresponsivos ao
xenobioticos e sua combinacdo (e.g., massa ventricular relativa, frequéncia cardiaca in situ,
ocorréncia de Buds ou de células anucleadas), outros (e.g. nivel de atividade e pigmentacdo
cardiaca) foram somente responsivos ao piretro ou somente as nanoparticulas (diametro das
miofibrilas e ocorréncia de eritrdcitos binucleados). Para os micronucleos, o efeito genotdxico
promovido pela nanoparticulas isoladas ainda foi observado quando o mesmo foi associado ao
piretro e, por fim, todos 0s grupos experimentais apresentaram um aumento da pigmentacédo
corporea, isolados ou associadamente. Tais resultados ressaltam a relevancia de se utilizar uma
ampla variedade de biomarcadores em diferentes niveis de organizacdo. Ademais, fica claro
que ambos 0s xenobidticos podem exercer efeitos deletérios em anfibios por diferentes

mecanismos mesmo apOs uma exposi¢do rapida a uma concentracdo subletal dos mesmos.
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Tabela 7: Resumo sistematico dos resultados observados para os diferentes biomarcadores
para 0S grupos expostos, comparando-os com seus respectivos controles, MVR: massa
ventricular relativa; fu: frequéncia cardiaca; NA: nivel de atividade; MF: miofibrila ventricular;
PB: pigmentacdo cutanea; PH: pigmentacéo cardiaca.

Biomarcadores PIR NLS NLS+PIR
Morfofisiol6gicos
MVR - - -
fr - - -
NA 3 - -
MF - \2 -
PB T T T
PH 2 - -
Genotoxicidade
MN - T T
BN - T -
AN - - -

Bud
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos ap0s exposicdo dos girinos L. catesbeianus por 48h a uma
concentracdo subletal do composto piretro e de nanoparticulas, isolados ou associados,
demostraram que a sensibilidade dos diferentes biomarcadores aos compostos foi variavel, o
que poderia levar a conclusdes erroneas acerca da ocorréncia ou ndo de um impacto negativo
dos diferentes compostos ou de um efeito minimizador das NLS sobre a toxicidade do PIR.
Os biomarcadores de MVR e f1 ndo foram responsivos nesse estudo, o que pode ter ocorrido
em consequéncia da baixa concentragdo utilizada (80 pg.L) e/ou do curto periodo de
exposicdo (48h). J& o biocida piretro apresentou diminui¢do do nivel de atividade e da
pigmentacdo do coracdo, tendo seus efeitos toxicos diminuidos quando associados as NLS.
Em contrapartida, as NLS se mostraram mais toxicas quando isoladas para os biomarcadores
de genotoxicidade, aumentando micronucleos e células binucleadas, assim como também,
para o biomarcador de diametro de miofibrila, no qual apresentou reducgéo. Entretanto, quando
as NLS estiveram associadas ao piretro (NLS+PIR), tiveram seus efeitos toxicos diminuidos
para esses biomarcadores. Ja o biomarcador de pigmentacdo tegumentar foi o mais sensivel
nesse estudo, no qual todos 0s grupos expostos tiveram aumento da pigmentacdo, mostrando
que 0s grupos expostos podem ter gerado uma resposta de estresse sobre os receptores f-
adrenérgicos, além de que é o biomarcador com maior relevancia ecoldgica, ja que para essa
analise ndo é necessario a eutanasia dos individuos. Por fim, as NLS utilizadas nesse estudo
precisam ser melhor avaliadas para se saber o que de fato ocasiona os efeitos toxicos nos
organismos, para que assim, possam ser utilizadas como carreadores de substancias, no qual o
objetivo € diminuir os efeitos toxicos de biocidas no ambiente e para 0os organismos ndo-
alvos. Além de que, essas alteracGes ocasionadas pelos xenobi6ticos utilizados no presente
estudo, podem a longo prazo ocasionar declinio da espécie, podendo prejudica-los néo
somente no mecanismo de fuga dos individuos aos xenobidticos, o que 0s tronam mais
susceptiveis aos predadores, como também alterar o processo de crescimento e metamorfose

desses organismos.
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ANEXO - A

Figura: Estagios de desenvolvimento de Lithobates catesbeianus. Em destaque vermelho o
estagio 25 de Gosner (1960) utilizado no presente trabalho.
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