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RESUMO:

Carbendazim (CAR) é um fungicida da classe dos benzimidazois, inibidor
da polimerizacéo de B-tubulina, com histérico de ampla utilizagdo no Brasil, porém
banido pela ANVISA devido ao seu perfil toxicolégico. O presente estudo teve como
objetivo investigar os efeitos cardiotoxicos da exposicdo crénica a este pesticida.
Ratos Wistar machos foram tratados via gavagem, durante 28 dias, com a dose de
0,02 mg/kg/dia, correspondente a Ingestéao Diaria Aceitavel (IDA), estabelecida antes
do banimento de sua utizacdo. A metodologia incluiu avalia¢cdes in vivo, ex vivo
(Langendorff) e in vitro (eletrofisiologia e contratilidade celular). Os resultados
demonstraram que, embora a funcdo sistdlica e a histologia cardiaca tenham
permanecido preservadas, 0os animais apresentaram disfuncdo diastdlica e um
atraso significativo na repolarizacédo do potencial de agéo ventricular. Além disso, o
grupo exposto evidenciou maior vulnerabilidade ao estresse, com pior recuperacao
funcional e maior area de necrose apés protocolo de isquemia e reperfusao. Conclui-
se que o CAR, mesmo em dose subclinica, induz cardiotoxicidade funcional e elétrica
silenciosa, comprometendo a reserva fisiologica do miocardio frente a eventos
ISqUémicos.

Palavras-chave: Pesticidas; Remodelamento; Cardiotoxicidade; Benzimidazéis;
Carbendazim



ABSTRACT

Carbendazim (CAR) is a fungicide of the benzimidazole class, an inhibitor
of B-tubulin polymerization, broadly used in Brazil over the past years, but banned by
ANVISA due to its toxicological profile. The present study aimed to investigate the
cardiotoxic effects of chronic exposure to this pesticide. Male Wistar rats were treated
via gavage for 28 days at a dose of 0.02 mg/kg/day, corresponding to the former
Acceptable Daily Intake (ADI). The methodology included in vivo, ex vivo
(Langendorff), and in vitro (electrophysiology and cell contractility) evaluations. The
results demonstrated that, although systolic function and cardiac histology remained
preserved, the animals presented diastolic dysfunction and a significant delay in
ventricular action potential repolarization. Furthermore, the exposed group evidenced
greater vulnerability to stress, with worse functional recovery and a larger area of
necrosis following an ischemia and reperfusion protocol. It is concluded that CAR,
even at a subclinical dose, induces silent functional and electrical cardiotoxicity,
compromising the myocardial physiological reserve against ischemic events.

Keywords: Pesticides; Cardiotoxicity; Benzimidazoles; Remodeling; Carbendazim.
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1. Introducéo

1.1 Pesticidas e seus impactos

No periodo do pds-Segunda Guerra Mundial viu-se uma mudancga profunda nas
praticas agricolas, devido aos processos de modernizacdo do campo por meio da
mecanizacdo e utilizacdo de insumos quimicos, como fertilizantes e pesticidas, 0 que se
tornou indispenséavel para o ganho de produtividade (Anakwue, 2019). Nos anos e décadas
pbés Guerra ocorreu um aumento populacional global, emergindo a necessidade de ampliacdo
de consumo de alimentos. Consequentemente, a maior producdo agricola alavancou o
desenvolvimento e comercializagdo de pesticidas. Como consequéncia, esses produtos se
tornaram mais acessiveis em todo mundo, inclusive por meio de incentivo governamental no
Brasil (Thalita Ferreira, 2019).

Na legislacdo brasileira, o conceito de agrotoxico passou a ser adotado com a
promulgacéo da Lei Federal n°® 7.802/1989, dada pelo Decreto n°® 4.074/2002 (Ministério da
Casa Civil, 2002). No qual, em seu artigo 1° define como agrotoxicos e afins como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento
de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou
plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora ou da fauna, a fim de
preservé-las da a¢@o danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes,
estimuladores e inibidores de crescimento.

No Brasil, os termos pesticidas, agrotoxicos e agroquimicos sdo sindnimos
(Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). A maior parte da producéo de pesticidas no mundo serve
para atender a intensificacdo agropecuéria, devido a crescente demanda pelo aumento da
producao de alimentos, seja para defesa da lavoura, reduzir perdas ou aumentar a margem
de ganhos econdmicos. Também séo usados contra vetores de doengas humanas (dengue,
malaria, esquistossomose) e ectoparasitas (pulgas, carrapatos, moscas) para animais de
producdo e companhia (Mostafalou; Abdollahi, 2017). Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations, 2025a), (Figura 1). O total de ingrediente ativo
relacionados a pesticidas produzido em 2022 foi 3,70 milhdes de toneladas globalmente. O
valor dobrou se comparado a década de 1990, sendo 0 aumento em 54% para fungicidas e

bactericidas.
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Uso de pesticidas globalmente por categoria
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Figura 2: Uso global de pesticida entre 1990-2022. Fonte: FAO, 2024. FAOSTAT: Pesticides Use
(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2025a)

Além disso, segundo o Atlas dos Agrotoxicos de 2024 (Fundagao Heinrich Boll,
2024), empresas do Norte Global, Europa e Estados Unidos, sdo detentoras da maior

porcentagem do lucro sobre a venda dos ingredientes ativos para o mundo.

A FATIA DO MERCADO SO CRESCE

Receitas das divisées de agrotdxicos das quatro majores empresas

Syngenta Bayer

9,9 hilhdes 9,8 bilhdes
de euros de euros

1994 2009 2018

® PESTICIDE ATLAS 2022 / ARCHIV, CLAPP

Figura 3: Lucro das empresas do Norte global ao longo das décadas. Fonte: (Fundacao Heinrich Ball,
2024)

Desde meados dos anos 1990, o continente americano tem sido o principal
consumidor desses insumos, correspondente a 1,2 milhdes de toneladas no ano de 2022,
equivalente a 10,8 bilhdes de délares americanos (food and agriculture organization, FAO).
Conforme dados da FAO, na América do Sul, a taxa minima do uso de pesticidas em areas
agricultaveis é de 6,5-60 kg/ha (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2025). Mais de 90% dos agricultores brasileiros dependem do uso de agrotdxicos, de acordo
com o censo agropecuario de 2006 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
2012). Nesse cenario, o0 Brasil ocupa uma elevada posi¢ao no ranking mundial de consumo
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de agrotoxicos e corresponde a 10% do consumo global, como demonstrado na figura 3.

(Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2025).

Uso de pesticidas, ranking de paises (2022)
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Figura 4: Uso de pesticidas por pais em 2022. Fonte: (Food and Agriculture Organization of the United
Nations, 2025a)

Ao observarmos a producgéo e area, o Brasil possui cerca de 64 milhdes de
hectares para plantio de lavouras, isso corresponde aproximadamente a 7% do territério do
pais (Tubiello et al., 2023). Como exemplo da crescente expansdo da fronteira agricola,
observa-se a safra 2023/2024 de gréos, estimada em 317,5 milhdes de toneladas
(Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), 2023). No que tange aos registros dos
pesticidas no Brasil, observa-se um aumento no nimero de registros e quantidade vendida
desde o inicio dos anos 2000 segundo o Atlas dos Agrotoxicos de 2024.0 pais vivencia uma
escalada no numero de agrotoéxicos liberados, em concordancia com o crescente numero de
vendas e novos registros apresentados na figura 4. Por exemplo, em 2016 foram liberados
277 agrotdxicos no pais, em 2017 o nimero subiu para 404 e 2018 mais 449, em 2019 o
namero foi de 474 e em 2020 mais 493, até a maior marca da histéria em 2021 com 550
novos agrotoxicos liberados no Brasil (Bohrer, 2022). Uma possivel causa para esse
aumento seria os incentivos financeiros dados pelo governo. Em 2020 a Associacao
Brasileira de Saude Coletiva (Abrasco) indicou que o valor de beneficios fiscais chega a 10
bilhdes de reais em 2017 (Vilhena, 2021).
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CONSEQUI:ZNC IAS FATAIS?
Agrotéxicos vendidos e agrotéxicos recém-registrados no Brasil entre 2000 e 2020

B agrotéxicos vendidos, em 1.000 toneladas
[] agrotéxicos recém-registrados

soo- 15| |77| (89| |137] |146| |n0| |139| [404| 474 |s62

(82| |53 |84 [109] 104 |168 [148 |277] |449] |493/ 652
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Figura 5: Venda e registro de pesticidas no Brasil entre 2000-2022. Fonte: Atlas dos Agrotéxicos 2024.

Os 6rgdos que normatizam e estabelecem padrbes do uso e manejo de
pesticidas principalmente sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), disciplinando sobre os padrbes
permitidos. Nesse sentido, destaca-se a importante Resolu¢do do CONAMA n° 430 de 2011,
gue estabelece os niveis maximos desse produto a serem encontrados nos recursos hidricos
(Brasil, 2011). Ademais, o Decreto n°® 4.074/2002 distribui outras competéncias entre
ministérios do governo, visando trazer regras para registro, uso e manipulacao, producao e
exportacdo(Brasil, 2002). Esse mesmo decreto estabelece que a renovacdo de pesticidas

precisa ocorrer somente em caso de verificacdo de algum dano causado.

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com seu alvo de manejo,
podendo ser subdivididos em mais de cinco classes, das quais destacam-se como as
principais os herbicidas, inseticidas ou fungicidas. Esta Ultima pode ser subdividida em
fungicidas de sitio Unico ou multiplos sitios. Fungicidas de sitio Unico atuam interrompendo
ou inibindo um Unico caminho no metabolismo do fungo, seja a sintese de ergosterol,
proteinas ou respiracdo mitocondrial. Em contraste, os fungicidas de sitios multiplos podem

atuar em varios processos metabdlicos do fungo (Farm Progress, 2020).

Além disso, diferentes pesticidas englobam moléculas organicas e inorganicas,

de forma que a presenca de algumas funcdes ou estruturas quimicas define classes
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funcionais desses compostos. Benzimidazadis, inibem a polimerizacdo de B-tubulina, o que
impede a formacdo adequada do fuso acromatico e, consequentemente, prejudica o

processo de divisdo celular (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016).

Por fim, Devido a sua estrutura e caracteristicas fisico-quimicas, cada agrotoxico
possui um perfil caracteristico de estabilidade ambiental. Isso implica diferentes rotas de
degradacdo, seja biotica, abiética ou ambas. Rotas bibticas incluem microrganismo
presentes no solo, principalmente acdo bacteriana e absorcdo dos pesticidas pelas raizes
(Alexander, 1981). Rotas abioticas incluem, degradacdo pela radiacdo luminosa,
volatilizacdo e a propria meia-vida da molécula. Além dos processos climaticos, como
escoamento e lixiviacdo. Esse perfil de estabilidade e rotas de degradacdo impactam
significativamente o risco potencial de contaminagdo humana para um dado agrotoxico, em
conjunto com o momento de sua utilizagdo ao longo da cadeia produtiva, desde o plantio até

a manutencédo do produto para comercializacao.

1.2 Caracteristicas do Carbendazim (CAR)

Os pesticidas da classe dos benzoimidazélicos atuam como fungicidas
sistémicos amplamente utilizados na agricultura devido a sua eficacia contra fungos
fitopatogénicos (Silva et al,. 1999). Na figura 5 estdo representados alguns exemplos de
benzoimidazéis. Entre os compostos mais representativos dessa classe destacam-se o
Benomil  (metil-1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazolilicarbamato), seu  metabdlito, o
carbendazim, metil-2-benzimidazolilcarbamato (MBC) e tiofanato-metil. Benomil e tiofanato-
metil sdo convertidos em carbendazim (CAR) nas plantas (Liu et al., 2021). A B-tubulina é
uma proteina essencial para a formacdo dos microtubulos, que sdo componentes do
citoesqueleto responsaveis por diversas fungdes celulares, incluindo o transporte intracelular
e a manuteng¢ao da forma da célula. Ao se ligar a B-tubulina, 0 CAR impede a polimerizacao
da tubulina e, consequentemente, a formacgao dos microtubulos funcionais. Isso interrompe
processos vitais como a divisédo celular, o que leva a morte do fungo (Davidse, 1986; Silva
et al,. 1999).
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Figura 6: Estrutura quimica de alguns fungicidas benzimidazéis. Fonte: (Bai et al., 2024)

Benzamidazolicos também podem atuar como bactericidas, antiparasitarios e
antitumorais (Lugomer et al., 2017; Tzatzarakis et al., 2020). Além do seu mecanismo
primario, h& discussado sobre outras propriedades atuantes, nas quais podem atuar como
substituto de &cido nucleico, afetando a sua sintese. Essa classe de pesticidas se mostrou
bastante utilizada pela baixa toxicidade para as culturas, porém, devido a sua especificidade,
€ recomendada a mistura ou rota¢cdo com outras classes de fungicidas para evitar linhagens
resistentes. Apesar dos efeitos adversos do CAR, que serdo demonstrados adiante no texto,
0 uso de benzamidazois vem sendo estudado para tratamento de distUrbios metabdlicos e
neuroldgicos, obesidade e inibicdo da ferroportina em casos patolégicos (Law; Yeong, 2021).
Isso ressalta a necessidade de compreender os efeitos bioldégicos dessa classe nos
diferentes sistemas fisiolégicos.

O CAR também pode ser classificado como carbamato. Essa classe é derivada
do acido carbamico e se caracteriza pela presenca de uma ligagdo éster carbamato como
grupo funcional (ligada a um ndcleo aromatico ou a um grupo oximico). Esses compostos
atuam como inibidores reversiveis da enzima acetilcolinesterase (AChE) do sistema
nervoso. Apresentam atividade de amplo espectro contra insetos, nematoides, moluscos e
aracnideos. Além disso, funcionam como herbicidas ao inibir a cadeia de transporte de
elétrons da fotossintese e como fungicidas ao se ligarem aos microttbulos do fuso mitético,
bloqueando a divisdo nuclear. Adicionados a sua acao anticolinesterase, carbamatos e seus
metabdlitos atuam como desreguladores enddcrinos ao antagonizar a atividade de

hormdnios esteroidais. Ao mimetizar esses horménios, o pesticida ou seus metabdlitos, se
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ligam ao receptor, consequentemente, afetando a resposta do gene (Klotz et al., 1997;
Malhotra; Kaur; Phale, 2021).

Apbs descrevermos 0s mecanismos de agao previstos e observados para o CAR
em funcdo de sua estrutura quimica, é importante analisar suas propriedades fisico-
guimicas, que influenciam seu comportamento no ambiente. O CAR possui propriedades
guimicas estaveis, e o0 produto técnico pode ser armazenado por um periodo de 2 a 3 anos
em local fresco e seco. A substancia pura apresenta-se como um p6 de coloragéo cinza-
claro ou bege, com ponto de fusédo entre 302 e 307 °C. A 24 °C, sua solubilidade é de 0,008
g/L em &gua, 5 g/L em dimetilformamida, 0,3 g/L em acetona, 0,3 g/L em etanol, 0,1 g/L em
cloroférmio e 0,135 g/L em acetato de etila. Em meio alcalino, sofre hidrélise lenta, enquanto
em meio acido permanece estavel, sendo capaz de formar sais (Bai et al., 2024). Essas
propriedades de baixa solubilidade em &gua e estabilidade em meio acido contribuem para

a persisténcia do carbendazim no ambiente, o que serd discutido posteriormente.
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Figura 7:Formula estrutural do Carbendazim. Fonte: pubchen

Na década de 1960, houve a introducdo do uso de benzimidazois, com o pico de
uso na década de 70, em especial com sua agdo anti-helmintica (Carrijo 2014, p.10; Equipe
Técnica-FPA, 2022). O CAR possui um valor de mercado global superior a 200 milhées de
dolares no nivel do consumidor, o que corresponde a mais de 12.000 toneladas em termos
de ingrediente ativo (Panda; Kanjilal; Das, 2018). Na india, o CAR apresenta ampla
aplicacdo, com uma producdo anual de aproximadamente 1.000 toneladas e um consumo
anual de cerca de 700 toneladas. Em 2020, a China produziu 2.071,4 toneladas de CAR,
das quais 1.051,6 toneladas foram destinadas ao mercado interno. Com um uso anual de
1.992 toneladas métricas, o CAR est4 entre os cinco principais pesticidas utilizados na india
(Panda; Kanjilal; Das, 2018; Sharma et al., 2022).

De acordo com os dados do Agrofit existem 41 produtos formulados e 33
produtos técnicos a base de CAR com registro ativo no Brasil e um total de 25 empresas

detentoras de registros de produtos formulados e técnicos (Ministério da Agricultura, [S.d.])
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O CAR, nos anos de 2010 a 2019 foi bastante comercializado no Brasil, sendo o o 16°

pesticida mais comercializado no ano de 2019.
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Figura 8: Toneladas de produtos formulados a base de Carbendazim (CAR) comercializadas entre os
anos de 2010 e 2019, em branco. Posicdo no ranking de toneladas comercializadas, em amarelo.
Fonte: Ibama — Relatério de comercializacéo de agrotdxicos

De acordo com a Nota técnica da ANVISA n°29/2022 as utilizacdes do CAR séo
para uso foliar, principalmente nas culturas de algodéo, trigo, soja, milho, cana-de acucar,
cevada, citros, feijdo e maca. Para tratamento de sementes de arroz, algodao, milho, feijao
e soja. Além do uso industrial para preservar madeira. Ainda de acordo com a nota, sua
modalidade de aplicacdo pode ser dividida em trés. Primeiramente, pulverizacdo foliar,
principalmente por avides dispersores, durante o ciclo da cultura como medida curativa ou
protetiva; para as sementes, tratamento antes do plantio, visando prote¢éo contra patégenos
no solo e doengas iniciais e para uso industrial, por atuagdo como conservante.

O CAR pode ser absorvido pelas plantas apds a aplicacdo, ao ser incorporado
pelos estbmatos; ja no solo pode ser absorvido pelas raizes (Singh et al., 2016). Ele também
pode ser volatilizado e fotodegradado em meio aquoso dependente do pH (Boudina et al.,
2003). No caso da fotodegradacao, ions carbonato (CO327) sao formados quando radicais
hidroxila, gerados pela fotélise UV do H,O,, sédo neutralizados por ions hidrogenocarbonato
e carbonato, promovendo a degradacdo do CAR. Estudos demonstraram que os radicais
carbonato reagem de maneira eficiente com moléculas que contém regibes ricas em
elétrons, como atomos de nitrogénio ou enxofre (Mazellier et al., 2003).

Diante do uso do CAR, Woodcock, 1978 observou uma reducéo na diversidade
de fungos no solo tratados com benomil e carbendazim. Outro resultado visto foi a perda de
benomil e CAR acentuada em solo previamente tratado com esses compostos (Silva et al.,

1999). Seguindo essa observacao, (Rajagopal, 1984) propbés uma rota de degradacéo para
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o benomil e CAR no solo, cuja acdo de microrganismos tem papel fundamental para a
reducao da concentracao de CAR no solo. Na degradacao microbiana, o CAR € inicialmente
transformado em 2-aminobenzimidazol, seguido pela formacdo de 2-hidroxibenzimidazol,
1,2-diaminobenzeno, catecol e, por fim, convertido em diéxido de carbono pela acédo da
bactéria Pseudomonas (Fang et al., 2010).
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Figura 9: Via de degradacdo em solo e cultura microbiana proposto por Rajagopal et al. (1984)

Acerca da persisténcia no solo, CAR e seus produtos foram encontrados por dois
ou trés meses, sendo possivel encontrar no solo até mesmo quatro anos apds aplicacédo
(“Lewandowska 2010- CAR e solo”, [S.d.]; Sassman et al., 2004). Ademais, apresenta
elevada estabilidade, com uma meia-vida prolongada que varia entre 3 e 6 meses para sua
decomposicdo em solo com vegetacdo (como gramados), aproximadamente de 6 a 12
meses em solo nu, e podendo alcancar até 25 meses em ambientes aquaticos, tanto em
condicbes aerbbicas quanto anaerObicas. Sua resisténcia a degradacdo se deve
principalmente & presenca do anel benzimidazoélico estavel, o que confere ao composto uma
notavel persisténcia ambiental (YU et al., 2009). Em uma avaliacéo espacial e temporal de
solos da Republica Tcheca encontrou CAR mesmo um ano apoés sua ultima aplicacéo e seu

banimento em 2014 (Kosubova et al., 2020). Estudos anteriores demonstram que o CAR
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adsorve no solo com alto teor de matéria organica e solos argilosos; isso propicia sua
retencdo (Nemeth-Konda et al., 2002). O principal fator relacionado a adsorcéo do CAR ao
solo é o pH, no qual, em valores baixos, a forma protonada do pesticida € predominante.
Isso permite maior atracdo eletrostatica e as particulas do solo, consequentemente,
aumentando sua persisténcia no solo (Arya et al., 2015; Nemeth-Konda et al., 2002; Paszko,
2012). Analise de solos brasileiros demonstrou alta correlacdo da sor¢do de CAR com o
carbono orgéanico (Carbo et al., 2007).

:

Figura 10:Vias de transporte ambiental do CAR. Fonte:(Ma et al., 2023)

No Reino Unido, CAR foi detectado em macas e derivados, em concentracdes
variadas, ultrapassando o valor de ingestdo diaria maxima (IDM) estabelecido de 0,02
mg/por peso corporal/dia (Holmes et al., 2008). Em outro estudo, foram testados mais 80
pesticidas diferentes no pélen e mel de abelhas, no qual foram encontrados residuos de
CAR (Fawole; Aluko; Olowonihi, 2011). Na populagédo bacteriana, efeitos deletérios foram
encontrados nas espécies fixadoras de nitrogénio quando o solo foi tratado com uma mistura
de carbendazim-mancozeb (Fawole; Aluko; Olowonihi, 2011).

Residuos de CAR exercem efeitos ndo-alvo em animais residentes no solo.
Houve comportamento de evitacdo e reproducdo de minhocas (Eisenia andrei) no solo
contaminado com CAR (Chelinho et al., 2014).(Van Wijngaarden et al., 1998) investigaram
a toxicidade em invertebrados aquaticos, nos quais a espécie mais sensivel foi o platelminto
Dugesia lugubris. Outros téxons sensiveis incluiram oligoquetas (Stylaria lacustris),
anfipodes (Gammarus pulex) e cladoceros (Daphnia magna).
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Apbés a aplicacdo do agrotéxico, diversos mecanismos de degradacdo e
transporte podem ocorrer (Acayaba et al., 2021). No que tange a contaminacdo na agua,
nota-se que isso é dependente de alguns fatores, como inclinacéo do solo propiciando maior
ou menor intensidade de escoamento, quantidade de chuva na regido e estacdo do ano,
além de propriedades fisico-quimicas do pesticida (Lwakuma et al., 1993). Residuos de CAR
foram encontrados na bacia do rio Traiguen no Chile, observando que efeitos adversos
podem ocorrer e que ha necessidade de reducéo do uso do agrotéxico (Palma et al., 2004).
Amostras em aguas superficiais em areas de nascentes no Rio Sdo Lourengo no Mato-
Grosso apresentaram contaminacéo por fungicidas, epoxiconazol e CAR. Apesar do CAR
apresentar como propriedade fisico-quimica atributos que permitem que ele seja
predominantemente encontrado em matrizes sedimentares, o seu elevado tempo de meia
vida na &gua (350 dias) contribui para ser transportado via irrigacao, chuva ou escoamento
superficial do solo (Acayaba et al., 2021).

Em estudos brasileiros recentes, CAR foi detectado em 93% das amostras de
agua superficial de regido de cana-de-agucar (Sao Paulo), com pico de ~1,1pug/L,
apresentando risco para a vida aquatica. Além disso, a mistura de diversos pesticidas, como
atrazina, tebuconazol, diuron e CAR foi proposta como maior risco ao ecossistema aquatico
(Acayaba et al., 2021). Nos Estados Unidos, CAR é proibido devido a associagdo com
tumores de figado em animais. Contudo, residuos de CAR foram encontrados em remessas
de suco de laranja exportadas para os EUA, mesmo a concentracdo obedecer a legislacdo
brasileira (Soraia Yoshida, 2012). Na Grécia, o residuo com maior prevaléncia de detecgéo
foi CAR em macas (Tzatzarakis et al., 2020).

O Ministério da Saude, por meio da Portaria 2914/2011 incluiu o CAR e benomil
como substancia obrigatéria a ser monitorada em agua potavel com o valor maximo
permitido (VMP) 120 ug L. Para o critério de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) da Anvisa,
anterior ao seu banimento, foi estipulado o valor de 0,02 mg/kg de peso corpdreo/dia por ser
considerada segura em relacdo a hepatoxicidade, foi aplicado um fator de seguranca de
1.000 vezes em relacdo ao LOAEL (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
2022; Barbosa; Solano; Umbuzeiro, 2015; BRASIL. Ministério da Saude, 2011).

A classificacdo de ingrediente ativo de agrotoxicos definida na Resolugédo da
Diretoria Colegiada (RDC) da Anvisa, publicada em 2019 estabelece o CAR na Categoria 1,
toxicidade para érgaos-alvo especificos, ja para a Categoria 2 quanto a toxicidade a érgao-
alvo por exposicéao repetida (BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria., 2019). O CAR se encaixa nessa determinacdo, em especifico a categoria 1 e 2,

devido a toxicidade em exposicao Unica e repetida. Na Categoria 1, se encaixa no parametro
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1B, em relacdo a seu potencial carcinogénico, mutagénico e toxicidade reprodutiva (Brasil.
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2021).
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Figura 11: Via de degradacédo do Carbendazim. Fonte: (Arya et al., 2015)

Diante do supracitado, o CAR pode entrar em contato com o ser humano de
diversas formas. Como apresentado na nota técnica, a forma predominante de uso agricola
do CAR no Brasil, anterior ao banimento, era por pulverizacédo foliar a tratamento de
sementes, ambos 0os métodos envolvem riscos diretos de exposicdo dérmica, inalatéria e,
secundariamente, oral. Para a populagédo exposta de forma ndo ocupacional, o CAR ja foi
encontrado em alimentos (“relatorio-para-2017-2018-final”, [S.d.]; Soraia Yoshida, 2012).
Segundo o Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), o CAR
foi um dos pesticidas com maior indice de deteccdo e em alimentos amplamente
consumidos, como abacaxi, mamao, feijdo e macad, com niveis de residuos variando
amplamente. Em algumas amostras, os residuos ultrapassaram o Limite Maximo de Residuo
(LMR), o que indica risco agudo de exposi¢cdo. Além dos alimentos, é possivel encontrar
residuos na agua, como foi observado pelo relatério do Programa Nacional de Vigilancia da
Qualidade da Agua para Consumo Humano (Vigiagua), que mostram a presenca de CAR
em 15,45% das amostras analisadas entre 2014 e 2019, com concentragdbes que variaram

de 0,01 pg/L até 662 pg/L (Barbosa; Solano; Umbuzeiro, 2015). Por fim, a alta estabilidade
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ambiental aumenta a chance de exposicdo ambiental difusa devido a possibilidade de
biomagnificacdo (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Estudos tém investigado os potenciais
efeitos toxicolégicos do CAR, incluindo a possibilidade de efeitos endocrinos e reprodutivos
(Mostafalou; Abdollahi, 2017). Desse modo, € preciso investigar os danos a celulares e
teciduais desse pesticida.

Em consonancia com a preocupacdo sobre os potenciais danos celulares
decorrentes da exposicdo ao CAR, estudos in vitro tém sido conduzidos para elucidar os
efeitos desse composto em diferentes linhagens celulares. Apesar da toxicidade do CAR ser
conhecida desde a década de 1980, recentemente se tornou um tépico de alerta devido a
crescente preocupacdo como um desregulador endécrino (Li et al., 2020b).

Embrides de zebrafish (Danio rerio) apresentaram efeitos adversos
significativos, como mal formagdes, edema cardiaco e letalidade embrionaria em doses a
partir de 0,79 mg/L nos tempos medidos de 24,48,72 e 96 horas (Fan et al., 2021). Em um
estudo de sinergia entre pesticidas, foi observado que CAR isoladamente ja induz lesdo em
larvas de zebrafish (Hu et al., 2022). Em zebrafish na fase adulta, analise metabolémica
mostrou desregulagdo do metabolismo de lipideos hepaticos e desbalan¢o enddcrino (Costa
et al., 2023). No caso de neurotoxicidade, houve indug&o de inibicdo da acetilcolinesterase
(AChE) e estresse oxidativo no cérebro do bagre africano (Clarias gariepinus) (Ezeoyili et
al., 2019). Embri6es expostos ao Benomil, rapidamente transformado em CAR, causou nas
primeiras 72 horas apoés a eclosao, toxicidade aguda na Concentracdo Letal de 50% (LC50)
de 1,454 mg/L. Houve reducéo da frequéncia cardiaca, edema pericardico, reducdo das
camaras cardiacas e desarranjo da morfologia do coragao (Luo et al., 2023).

Em células de ovario de hamster chinés (CHO CRM795) expostas a 6 pg/mL,
concentragcdo préoxima de 1,81 pM de CAR foi relatado mais de 95% das células
apresentaram fusos mitéticos anormais, com polimeriza¢cdes multipolares, auséncia de
anafase e tel6fase e desorganizacdo cromossdmica (WARR; FLANAGAN; ANDERSON,
1982). Em linfécitos humanos, se encontrou poliploidia, presenca de multiplos conjuntos de
cromossomos em uma célula ou organismo, como também se encontrou presenca anormal
do numero de cromossomos em uma célula. Células placentarias humanas tiveram
viabilidade e ciclo celular alterados e desregulando o sistema de proteases pelo Benomil e
CAR (Zhou et al., 2015). As células germinativas masculinas também foram afetadas com a
exposicdo ao CAR, o0 que causou um aumento significativo de espermatozoides diploides
(Adler; Schmid; Baumgartner, 2002).

Em relacdo a absorcdo dérmica do CAR, em relatérios de autoridades
responsaveis na Australia, EUA e Unido Europeia relataram baixo risco. O CAR apresenta

baixa absorcdo dérmica, ndo € irritante, mas pode causar sensibilizacdo cuténea. A
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exposicao pela pele é considerada de baixo risco sistémico, e a toxicidade observada em
outras vias (oral e reprodutiva) ndo se manifesta por via dérmica.
A toxicidade dérmica aguda é muito baixa (LDs, > 2000 mg/kg), e o risco ocupacional pode
ser controlado com uso de luvas e vestimenta protetora (Australian Pesticides and Veterinary
Medicines Authority (APVMA), 2008; European Food Safety Authority (EFSA), 2010; U.S.
Environmental Protection Agency (EPA), 2014).

A rota metabdlica do CAR foi estuda em diversos animais, destaca-se aqui o
modelo murino, por ser bastante utilizado. De acordo com Joint FAO/WHO Meeting on
Pesticide Residues (JMPR) de 2005, a dose letal para 50% da populacdo (LD50),
administrada oralmente é >10000 mg/kg em ratos. Entre 80 a 85% do pesticida administrado
oralmente é absorvido (Ken Matthews AO et al., 2021). Segundo Silva; Barros; Pavédo, 2014
a principal transformacéo da molécula é a hidroxilacao hepatica, resultando nos metabalitos:
5-hidroxi-2-benzimidazole-carbamato (5-HBC) encontrado na urina e fezes de ratos machos;
0 2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol- 5-il-(sulfatos de hidrogénio) (5-HBC-S); e 0 5,6-
hidroxi-2-benzimidazole- carbamato-N-6xido (5,6-HOBC-N-6xido) encontrado nas excretas
de ratos fémeas, principalmente na forma glucuronizada. Como metabdlitos secundérios
temos o 5,6-dihidroxibenzimidazol- 2-il-carbamato (5,6-DHCB) que pode se metabolizar a 6-
hidroxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol-5-il-5-(sulfato de hidrogénio) (5,6-DHCB-S)
e 6-hidroxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol-5-il-b-D-acido glucopiranosiduronico
(5,6-DHCB-G).
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Figura 12: Rota de metabolitos do CAR em ratos. Fonte: Silva et al. 2014

Os autores Pisani et al., 2016 usaram modelo ex vivo de tubulos seminiferos
para mensurar a toxicidade do CAR e Iprodiona, concentracdes variando entre 50-500 nM.
Houve alteracdo na fragmentacdo do complexo sinaptonémico, alteracdes meibticas e
transcricionais. Para as fémeas, camundongos receberam CAR via gavagem nas doses de
0, 150, 300 e 600 mg/kg/dia do 6° ao 15° de gestacdo. Na dosagem de 150 mg houve
reducdo de implementacado. A partir de 300 mg/kg/dia houve aumento dos niveis maternos
de colesterol, triglicerideos, glicose, creatinina, progesterona e estradiol (Farag et al., 2011).

Na dose de 50 mg/kg foi observada redugéo na motilidade dos espermatozoides e seu
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namero no testiculo (Salihu et al., 2017). Em camundongos as doses de, 0,1-10 mg/kg,
administrada oralmente durante 5 semanas induziu danos nos gametas masculinos (Li et al.,
2020a).

Para o perfil lipidico, houve aumento dos estoques de gordura pelos adipécitos
apos 14 semanas de tratamento, além de alteracdo na microbiota intestinal dos animais e
aumento do peso da porcéo lipidica do figado (Jin et al., 2018). Fémeas tratadas com CAR
por 15 dias na dose de 200 mg/kg tiveram alteragBes apos o fim do tratamento e 15 dias
apos o fim do protocolo. Essas altera¢des foram no peso corporal e no figado, alteracdes no
hemograma, estresse oxidativo e lesdes hepéaticas histologicas (Diki¢ et al., 2012; Hashem;
Mohamed; Attia, 2018). Danos histopatolégicos no figado e no rim séo descritos em diversos
protocolos de tratamento com CAR. Uso de extratos de plantas foram utilizados na tentativa
de mitigar os efeitos hepatdxicos e nefrotdxicos (Abdel-Rahman et al., 2022; Seif et al.,
2023). Prejuizos hepaticos séo relatados em humanos por outra classe de pesticidas no
Brasil (Freire; Koifman; Koifman, 2015).

No que se trata da nefrotoxicidade do CAR, ratos que receberam oralmente
doses entre 300-600 mg/kg por 28 dias, apresentaram danos histopatolégicos, como
degeneracdo tubular, fibrose, atrofia glomerular (Mo et al., 2022a). Alteragbes de
biomarcadores, como creatinina e ureia, além de enzimas relacionadas ao quadro de
estresse oxidativo também foi observado (Mo et al., 2022b; Selmanoglu et al., 2001) Em
outro estudo, ratos tratados com baixo consumo de proteina e CAR obteve resultados
similares tratando os animais por apenas 14 dias em uma dose de 200 mg/kg (Nwozo;
Ozegbe; Olasehinde, 2017). Danos hepaticos e renais foram observados em estudo com a
mistura do pesticida organofosforado, Clorpirifds, porém com uma dose de CAR de 50 mg/kg
por 7 dias (Abolaji et al., 2017).

A Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 739, publicada em 2022,
estabelece a proibi¢céo do ingrediente ativo CAR em agrotdxicos no Brasil (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, 2022). A norma atualiza a classificacdo do CAR, considerando-o
presumidamente capaz de induzir mutagbes em células germinativas humanas
(Mutagenicidade Categoria 1B), de causar toxicidade reprodutiva (Toxicidade Reprodutiva
Categoria 1B) e com potencial carcinogénico (Carcinogenicidade Categoria 1B). Em seu Art.
4°, a resolucéo determina que a proibicdo da importacdo, producdo, comercializacdo e uso
de produtos a base de CAR ocorra de forma gradual e continua, proibindo a importacao de

produtos técnicos e formulados imediatamente apés a vigéncia.
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2. Justificativa

Pesticidas tém seu uso extensivo, isso apresenta implicacdes significativas para
0 ecossistema e a Saude Unica. Em virtude da ampla utilizacdo e das repetidas aplicacoes,
os residuos de fungicidas, incluindo o Carbendazim (CAR), estdo presentes no amplo
espectro de pesticidas encontrados na agua e nos alimentos consumidos pela populacdo
brasileira. Ademais, CAR foi um dos pesticidas mais utilizados no Brasil entre os anos de
2016 e 2019, contudo, esse pesticida ndo apresentou limites seguros relacionados a
mutagenicidade, desse modo, a agéncia regulatoria do Brasil deferiu o seu banimento. CAR
€ um fungicida de amplo espectro, da classe dos benzimidazois, cuja acdo decorre da
inibicdo da polimerizagdo de B-tubulina, 0 que impede a formacdo adequada do fuso
acromatico e, consequentemente, prejudica o processo de divisdo celular no fungo. Essa
classe de compostos possui importancia na terapéutica devido ao potencial antitumoral e
desenvolvimento de farmacos. As propriedades fisico-quimicas do CAR conferem a
molécula alta estabilidade ao ambiente, possibilitando sua acdo em organismos néo-alvo.
Nesse cenario, 0 coracdo é um 0Orgdo que pode ser afetado, haja vista que possui alta
celularidade, elevada taxa metabdlica, assim como perfusdo. Algo agravante no tecido
cardiaco é sua baixa plasticidade e capacidade de recuperacéo de lesbes. Por fim, sabe-se
gue a exposicdo em mamiferos altera a fisiologia do sistema reprodutor, danos renais e
hepaticos. Aliado a necessidade de compreender os efeitos dessa molécula no organismo
de mamiferos, e a importancia do sistema cardiaco na fisiologia é preciso compreender o

potencial cardiotéxico do CAR.

3. Objetivo

O presente estudo tem como objetivo geral investigar os efeitos cardiotéxicos do
CAR administrado de forma cronica, pela via oral, na dosagem maxima de ingestéo diaria.
Para isso, foram estudados: (1) O remodelamento estrutural do tecido cardiaco, por meio de
analises morfométricas e histopatolégicas do coracédo; (2) Avaliacdo funcional do coracao,
por medida elétrica e contratil do 6rgao, isto é avaliacdo do eletrocardiograma, nao invasivo,
e pela analise em coracao isolado pela técnica de Langendorff. (3) Remodelamento
eletrocontratil dos cardiomiécitos isolados, pela técnica de patch-clamp e da deteccao da
contracao celular; (4) Investigar o papel da dindmica de célcio intracelular nas alteragfes

eletrocontrateis induzidas pelo CAR.
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4. Desenho experimental
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Figura 13: Protocolo experimental. Fonte: Autor,2025
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Figura 14: Fluxograma de métodos que foram empregados. Fonte: Autor, 2025
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5. Métodos
5.1 Animais

Foram utilizados animais Wistar machos (Rattus norvegicus albinus) entre 200-
300 gramas (2 meses). Os animais tiveram livre acesso a agua e racado e foram
acondicionados em biotério apropriado com controle de temperatura e luminosidade. Os
animais receberam tratamento por gavagem por 28 dias e serdo aleatoriamente distribuidos

em dois grupos experimentais: 1) grupo controle (CTR) recebeu veiculo (6leo de milho - 0,15
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mL/kg) por 28 dias consecutivos; 2) Grupo no qual foi administrado Carbendazim (CAR),
0,02 mg/kg/dia diluido em éleo de milho de forma que o volume final fosse, também, 0,15
mL/kg. Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUAJ/UFMG) numero 289/2022.

5.2 Eletrocardiograma

Os registros eletrocardiograficos (ECG) foram realizados com o eletrocardiografo
INcardio X, da empresa Inpulse Animal Health® (Florianépolis, Santa Catarina, Brasil). O
eletrodo amarelo foi posicionado no membro toracico esquerdo e o eletrodo verde, no
membro pélvico esquerdo. Em decubito dorsal, do lado direito, o eletrodo vermelho foi
colocado no membro toracico e o eletrodo preto, no membro pélvico. Dessa maneira, 0 ECG
pode ser estudado em seis derivagdes: D1, D2, D3, aVR, aVL e AVF. Os registros foram
gravados durante cinco minutos na velocidade 50mm/s e sensibilidade N. Para analise foi
mensurados 5 eventos de cada animal, sempre durante a por¢do mais estavel do registro.
Durante o procedimento, as derivacdes periféricas foram registradas. Os animais foram
sedados com 1,5% de isoflurano saturado com oxigénio. Por meio da leitura do ECG na
derivacdo Il foram avaliados o ritmo (em ms), frequéncia cardiaca (em batimentos por
minuto, bpm), eixo do QRS (em graus). O intervalo QT foi corrigido (QTc) pela formula de
Hodges, que é descrita como:

QTc = QT + 1,75 = (FC — 60)

No qual, QTc é o intervalo QT corrigido (em ms); O QT é o intervalo QT medido

no ECG (em ms); FC é a frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto)

5.3 Ecocardiograma

Realizou-se a ecocardiografia com todos animais anestesiados com 1,5% de
isoflurano saturado com oxigénio ao final do 28° dia. Foi utilizado um transdutor de alta
frequéncia, 13 MHz. O ecocardiograma bidimensional e em modo M e
ecocardiodopplergrafia pulsatil e continua. Ainda com os animais anestesiados, foi realizada
a tricotomia nos hemitérax direito e esquerdo e aplicado gel aderente para melhorar a
condugdo das ondas de ultrassom. Com o animal em decubito lateral direito, posicionando-
se o transdutor na janela ecocardiografica paraesternal direita, localizada entre o 3° e 6°
espacos intercostais (EIC) direitos, entre o esterno e a articulagdo costo-condral, foram
obtidas as imagens do eixo-longo e do eixo-curto e realizadas as medidas ecocardiogréficas.
A partir do eixo-longo foram obtidas as visdes quatro-camaras e trato de saida do ventriculo
esquerdo, e, quando no eixo-curto, foram observados os cortes nos niveis apical, papilar,

cordal, mitral e adrtico.
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As imagens foram inicialmente obtidas em modo-B, avaliando-se as relacbes
anatdbmicas entre as estruturas, a contratilidade, os aspectos morfo-funcionais valvares, a
presenca de jatos de regurgitacdo com o Doppler colorido e o gradiente de pressao da valva
pulmonar. O eixo curto serviu de orientacédo para a obtencdo das imagens em modo-M, com
exposicao simultdnea do modo bidimensional na tela. Foram medidos o atrio esquerdo e a
aorta e calculada a relacdo atrio esquerdo/aorta (AE /Ao). Com a linha do cursor sobre o
nivel das cordas tendineas, obteve-se as medidas do didametro ventricular esquerdo em
didstole (DVED) e sistole (DVES). A partir dessas medidas obteve-se a fracdo de ejecao
(Fej) e a fracdo de encurtamento (FE). Além de avaliar a distancia da valvula septal mitral
ao septo interventricular. Pela janela paraesternal caudal esquerda (apical), em modo
bidimensional, foram observadas as relag6es anatdmicas entre as estruturas cardiacas, 0s
aspectos morfofuncionais valvares e a contratilidade miocéardica. Avaliou-se ainda na
ecocardiografia o fluxo da valva pulmonar, fluxo da valva adrtica e a relacdo onda E/A da
valva mitral. Todas essas e as outras medidas foram realizadas em triplicadas e realizado a

média aritmética entre elas.

5.5 Técnica de Langendorff

Para avaliar a funcao cardiaca ex vivo, foi utilizada a técnica de Langendorff com
fluxo constante (Skrzypiec-Spring et al., 2007). Os animais foram eutanasiados por
decapitacdo, os coracdes foram excisados e colocados em solucéo de Krebs-Ringer (K-R)
fria (4°C), contendo, em mM: 113 NaCl, 4,7 KCI, 1,1 KH,PO4, 1,1 MgCl,, 22 NaHCO3, 11,0
glicose, 1,35 CaCl,, pH tamponado em 7,4 com carbogénio (5% CO. e 95% O,). A aorta
ascendente foi canulada permitindo a perfuséo retrograda a um fluxo constante (10 ml/min).
O tampéo K-R seréa perfundido a 36,5°C. Um baldo conectado a um transdutor de pressao e
a um amplificador (AVS projetos, SP-Brasil) foi introduzido na caAmara do ventriculo esquerdo
(VE) e preenchido com H;O para ajustar a pressao diastdlica final do VE para 5 mmHg em
ambos os grupos. A pressao desenvolvida pelo VE (PDVE) foi calculada subtraindo a
pressdo sistolica do VE pela pressao diastolica final do VE. Os coragfes passaram por uma
hora de estabilizacdo e analise, em seguida os coracdes foram submetidos ao protocolo de
isquemia e reperfusdo, no qual por 30 minutos foi realizada a isquemia global seguidos de

um periodo de reperfusdo de uma hora.

5.5 Coloracéao por cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio

ApOs o protocolo da técnica Langendorff descrito acima, os cora¢des de ambos
os grupos foram retirados do aparato. Os coracfes foram cortados, de modo a excluir os

atrios e os ventriculos foram seccionados em 3 segmentos transversais com cerca de 10-15
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milimetros cada. Nessas secc¢des ventriculares, foi aplicado a solucdo com cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC), por um periodo aproximado de 4 minutos. O corante TTC indica
viabilidade celular. Os cortes passam por um tecido absorvente, de modo a retirar 0 excesso
de solugcédo. Em seguida essas fatias foram fotografadas com uma lupa. As regides das fatias
dos ventriculos que tinham a cor branca ou esbranquigada indicam auséncia da coloracgéo,
por consequéncia, tecido isquémico. J4 as areas das secg¢des ventriculares com coloracdo
résea indicam tecido viavel. As areas isquémicas foram demarcadas e quantificadas usando

o software ImageJ.

5.6 Histologia

Para a andlise histologica, coracgdes e figados foram coletados. Os tecidos foram
fixados em paraformaldeido a 4% (PFA) em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 24 horas a
4 °C. Posteriormente, foram desidratados em banhos sequenciais de etanol (70%, 80%, 90%
e 100%), clarificados em xilol e incluidos em parafina. Cortes transversais de 5 um foram
obtidos com um micrétomo (modelo HM335E; Microm, Inc.®, Minneapolis, MN, EUA) e
corados com hematoxilina-eosina para analise morfométrica. Trés cortes por animal foram
analisados em microscopio (Zeiss Axiovert 100M)® e avaliados utilizando o software
ImageJ® (NIH, Bethesda, MD, EUA), conforme metodologia previamente descrita (Santos-
Miranda et al., 2020). A analise morfométrica foi realizada com uma grade padronizada e
ferramenta de contagem celular, considerando 500 pontos de intersecao distribuidos em 5
imagens distintas por animal. Parametros quantificados — coragao: cardiomiécitos, matriz
extracelular, infiltrado inflamatério, vasos sanguineos e artefatos. Os diametros dos nucleos
e dos cardiomiécitos também foram mensurados.

Os parametros quantificados foram para o figado: hepatécitos normais,
hepatdcitos anormais, infiltrado inflamatério, células ductais, vasos sanguineos, outras
células e artefatos. Os hepatdcitos normais foram caracterizados por morfologia poligonal,
citoplasma eosinofilico homogéneo e nucleo central com cromatina fina. J& os hepatécitos
anormais apresentaram balonizacdo, vacuolizacdo citoplasmatica, alteragbes nucleares
(picnose, caridlise ou cariorrexe) e aumento da eosinofilia, indicando degeneracéo celular.

Os resultados foram expressos em porcentagem.

5.7 Isolamento dos cardiomi6citos

Os experimentos apresentados neste projeto foram realizados a partir de
cardiomidcitos oriundos de ambos os ventriculos, isolados de acordo com o método descrito

por (Shioya, 2007), com pequenas alteracdes. Nesse processo, os ratos foram eutanaziados
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por decapitacdo 10 min apds serem heparinizados (100u, i.p.) e tiveram o esterno retirado
para a rapida remocdo do coracdo. Os coracbes removidos foram entdo mantidos em
solucdo de CIB (do inglés, cell isolation buffer, contendo, em mM: 130 NacCl; 5,4 KCI, 0,5
MgCl; 0,33 NaH.PO.; 22 glicose; 25 HEPES) isenta de célcio pela adicdo de EGTA (0,4
mM), onde fez-se a limpeza dos fragmentos de pulmé&o, tecidos vascular e adiposo, deixando
intacto apenas o tronco adrtico, através do qual os cora¢fes foram canulados e montados
em um sistema de Langendorff de pressao de perfusdo constante (~73 mmHg), mantidos a
temperatura de 37 °C. Os coragdes foram entdo perfundidos de maneira retrégrada com
CIB+EGTA por 2-5 min para a que o0 sangue presente no sistema das coronarias e camaras
cardiacas fosse eliminado. Apoés isso, o coracao foi perfundido por 4-5 min com a solugéo
CIB (sem EGTA) acrescida dos seguintes componentes: 0,3 mM de CaCly; 1,4 mg/mL e
colagenase do tipo Il; 0,09 mg/mL de proteinase tipo XXIll e 0,09 mg/mL de tripsina. Apés
essa etapa inicial de digestdo enzimatica, os coragfes foram seccionados, separando-se
apenas os ventriculos, que foi transferido para uma segunda solucéo de CIB (sem EGTA),
com a mesma quantidade de enzimas citadas acima, porém contendo 0,7 mM de CacCly,
durante 7 min, mantida aquecida a 37 °C. Apos leve agitacdo mecanica utilizando-se pipeta
de transferéncia, o sobrenadante foi filtrado em malha de 200 um e centrifugado a 1000 rpm
por 20 segundos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em
solucéo CIB contendo 1,3 mM de CaCl, e 2 mg/mL de albumina sérica bovina. Ap6s 10 min
em repouso a solugéo foi novamente centrifugada e o pellet foi ressuspendido em solugéo
de Tyrode (contendo, em mM: 140 NacCl; 5,4 KCI; 0,5 MgCl,; 0,33 NaH:PO4; 11 glicose; 5
HEPES e 1,8 CaCl,), onde as células foram mantidas por até 5 h a temperatura ambiente,

para realizagdo dos experimentos.

5.8 Eletrofisiologia celular (Patch-clamp)

Cardiomidcitos provenientes dos ventriculos recém isolados também foram
plagueados e banhadas com solug&o de Tyrode. A placa contendo as células foi acoplada a
um microscoépio invertido (Axiovert 100 M, Zeiss, Alemanha). Foi utilizado um amplificador
EPC 9.2 (HEKA Instruments, Germany) para a medida de correntes ibnicas e potenciais
transmembrana nos cardiomiocitos isolados, tendo como referéncia um eletrodo imerso na
placa contendo as células isoladas, o qual foi conectado ao amplificador via headstage.
Todas as medidas foram realizadas utilizando-se as configuracdes whole-cell current-clamp,
para medir potenciais de agdo. As pipetas utilizadas nos experimentos possuiam resisténcia
entre 1-2 MQ. Todas as correntes foram filtradas por meio de um filtro Bessel, passa-baixa
com frequéncia de corte de 2.9 kHz. Células com resisténcia em série superiores a 8 MQ
nao foram utilizadas durante as analises. Os potenciais adquiridos foram digitalizados por

meio de um conversor de sinal analdgico-digital e armazenadas em computador. Durante a
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analise dos experimentos, os registros foram exportados em formato de texto (lgor) e
convertidos para a extensao “.abf’, para entdo serem analisados usando-se o software
Clampfit 10 (Molecular Devices, EUA). As pipetas de vidro contendo o eletrodo de
estimulacdo foram preenchidas com solucdo interna contendo, em mM: 20 KCI; 130 K-
aspartato; 130 KOH; 10 HEPES; 2 MgCl,; 5 NaCl, 5 EGTA, ajustado para pH 7.2 com KOH
(solucéo interna)

Os PAs foram obtidos a partir de um potencial de membrana livre e n&o clampeado
(equivalente ao potencial de repouso da propria célula ap6s a dialise da solucéo de pipeta
com o meio intracelular), utilizando frequéncia de estimulagéo de 1 Hz e 3 Hz. Os primeiros
PAs foram gravados para verificar a estabilizacdo da forma de onda do PA, e a média dos
30 PAs consecutivos foi utilizada na andlise para cada célula. A média dos desvios padrao
obtidos para cada conjunto de 30 potenciais analisados foi utilizada como medida da
amplitude da alternancia da duragédo do PA. O protocolo para os potenciais foi deflagrado
por meio de pulsos quadrados com amplitude de 1 nA e duragédo variavel entre 3-5 ms. A

frequéncia de aquisicéo do sinal digital foi de 10 kHz.

5.9 Contratilidade celular

Midcitos cardiacos provenientes dos ventriculos recéme-isolados foram utilizados
nos ensaios de contratilidade celular por deteccdo de bordas. Para a andlise da
contratilidade celular, as células foram plaqueadas em uma laminula acoplada a uma camara
contendo um par de eletrodos paralelos, por meio dos quais foi feita a estimulacéo de campo
para evocar a contracdo celular. A estimulacéo foi feita utilizando-se um estimulador elétrico,
através de pulsos com duracao de 4 ms e intensidade de 80 V bifasico com frequéncia de
estimulacdo de 1 e 3 Hz. Durante os experimentos de contratilidade, as células foram
mantidas em uma solucdo de Tyrode e em temperatura ambiente (25-30 °C). A camara
contém as células plaqueadas foi montada em um microscopio invertido (Eclipse, TS 100,
Nikon, Japao), e as imagens foram visualizadas em um computador utilizando uma camera
NTSC (MyoCamCCD100V, lonoptix, Milton, MA, USA). Estas imagens foram utilizadas para
mensurar o encurtamento celular em resposta a um estimulo elétrico usando um sistema de
video detector de bordas (lonoptix, Milton, MA, USA) previamente calibrado para a objetiva
utilizada. As variaveis envolvendo a contragédo e relaxamento da célula foram calculados
baseando-se no sinal digitalizado obtido pelo sistema de deteccdo de bordas do conversor
analogico-digital lonWizard A/D (lonoptix, Milton, MA, USA). Entre 5-10 contracfes

consecutivas foram utilizadas para realizar a média de contracao de uma determinada célula.
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5.10 Microscopia confocal

Para imagear os transientes de [Ca2*]i , cardiomiécitos foram carregados com
Fluo-4 acetoximetil (AM) por 30 minutos (20-25°C) a 5 yM em solugéo de Tyrode. Apds o
carregamento, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em solucéo de Tyrode. As
imagens dos transientes de calcio foram adquiridas utilizando um microscépio confocal LSM
880 ZEISS (Carl Zeiss, Alemanha) do Centro de Aquisicao e Processamento de Imagens da
UFMG (CAPI - ICB - UFMG). Durante os registros, os cardiomiécitos foram estimulados no
campo a 1 Hz, com pulsos bifasicos de 4 ms de duragao e 60 V. A excitagao do fluoréforo foi
realizada por um laser de argbnio (488 nm). A luz emitida foi filtrada por um filtro de
passagem longa (505 nm) e coletada por um tubo fotomultiplicador. A linha de varredura
(ajustada para 512 pixels) foi posicionada ao longo do eixo transverso, evitando regides
nucleares. A resolucao espacial variou de 0,1 a 0,3 um por pixel, e a resolucédo temporal
utilizada foi de 1,62 ms por linha. Os transientes de Ca?* foram analisados pela média do
sinal de Fluo-4 ao longo de toda a largura da célula, e sdo apresentados como fluorescéncia
normalizada com subtracdo de fundo (F/Fo). O atraso da liberacdo de Ca?" e outros
parametros de sinalizagdo de Ca?" ao longo do eixo transverso do cardiomiocito foram
avaliados utilizando um script em Python desenvolvido sob medida, quantificando o tempo

até a fluorescéncia maxima pela metade (TTF50) para cada pixel.
5.11 Microscopia de fluorescéncia

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao importantes sinalizadores
intracelulares. Dessa forma, cardiomiécitos recém-isolados foram carregados com as
sondas correspondentes: 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina diacetato para
avaliacdo da producdo de Oxido nitrico (DAF-FM 5 pM, incubados por 25 minutos a
temperatura ambiente). DAF-FM é essencialmente ndo fluorescente até que reaja com éxido
nitrico (NO) para formar um benzotriazol fluorescente, sua emisséo é na faixa de 495 nm e
a emissdo no 515 nm, sendo representado na cor verde. Ja o dihidroetidio (DHE) foi usado
para avaliagdo da produgao total de anions superoxido (5 uM, incubado por 25 minutos a
37 °C). O DHE é capaz de penetrar livremente nas células e, na presenca do O, sofre
oxidacdo a etidio, composto que, ao intercalar-se ao DNA das células, pode emitir
fluorescéncia. O DHE foi excitado a um comprimento de onda de 535 nm e apresentou um
espectro de emissdo em 610 nm, sendo sua fluorescéncia visualizada, em microscopia, na
cor vermelha. Todos os carregamentos foram realizados protegidos da luz e sob agitacdo
suave. ApGs o carregamento, as células foram centrifugadas (1000 rpm por 30 segundos) e
banhadas em solucdo de Tyrode. As imagens foram adquiridas no microscépio de

fluorescéncia Nikon Eclipse Ti que utiliza filtros tanto de excitagdo, utilizando o sistema de
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iluminacdo Lambda DG-4 (Sutter Instrument, USA), quanto de emissao utilizando o sistema
Lambda 10-B (Sutter Instrument, USA). Todas as imagens registradas foram analisadas no

software ImageJ. Todos os experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente.

5.12 Analises estatisticas

Resultados produzidos foram analisados através dos métodos estatisticos do
Teste T de Student ou teste de Mann-Whitney, para amostras paramétricas e nao
paramétricas, respectivamente. Para analises de multiplos parametros, foi usado o teste two-
way ANOVA. Para andlise de normalidade foi usado o teste de Shapiro-Wilk. Para analises
de imagens foi utilizado o software aberto ImageJ para analise das imagens, Clampfit para
a andlise eletrofisioldgica, Graph Pad Prism 8.0.1 para confecgdo dos graficos e para os
ajustes das curvas. Dados apresentados com média + desvio padrdo da meédia. A diferenca

foi considerada significativa quando a comparacao resultou em um valor de p < 0,05.

6. Resultados
6.1 Eletrocardiograma

Os animais expostos ao pesticida e sua contraparte que consumiu apenas 0
veiculo tiveram realizaram o eletrocardiograma. Realizamos o exame apés 28 dias de
tratamento oral por gavagem dos animais. Nos exames analisados, em ambos 0s grupos,
nao foram observadas arritmias ou bloqueios de conducao visiveis. Além disso, o ritmo
encontrado foi sinusal associado com tracados atrioventriculares.

Na figura 14 observamos o registro representativo do ECG. Em relagcdo a
duracéo (ms) das ondas no eletrocardiograma, ndo houve alteragdes significativas na Onda
P (gréfico A) dos animais CTR (31,1946,729) e CAR (36,45%5,361), com o valor de p igual
a 0,0673. Assim como para o complexo QRS (grafico B) dos CTR (36,91+5,372) e CAR
(37,97+3,077), com valor de p igual a 0,6028.

Sobre a frequéncia cardiaca, FC (grafico C), também n&o houve diferenca
estatistica significativa, entre o grupo CTR (386,7+77,35) e 0 CAR (392,1+29,20), com valor
de p igual a 0,8751. Ao corrigir o valor do intervalo QT pela formula de Hodges, temos o
intervalo QTc (gréfico D) do grupo CTR (626,8+135,0) e do CAR (642,0+52,56), com valor
de p igual a 0,8039. Em sequéncia, analisamos o intervalo PR (gréfico E), ndo houve
alteracao entre os grupos CTR (43,36+4,437) e o grupo CAR (44,29+3,731), com valor de p
igual a 0,5912.
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Por fim, ao observar o eixo do complexo QRS (gréafico F) apresentando o grupo
CTR (22,33+43,47) e CAR (40,38+36,60), com valor de p igual a 0,2949. Assim, nota-se que

a exposicado ao CAR apresentou uma alteracdo branda no exame de ECG.
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Figural4: Resultados do eletrocardiograma. Cada ponto foi extraido de medidas lidas na derivacao
Il, sendo a média de 5 eventos de cada animal, seja controle (pontos azuis) e tratados na dose de
0,02 mg/kg de peso corporal/ dia com carbendazim por 28 dias (pontos laranjas). (A) Onda P em ms,
p=0,0673; (B) Complexo QRS em ms, p=0,6028; (C) Frequéncia cardiaca, em batimentos por minuto
(bpm), p=0,8751; (D) Intervalo QTc, corrigido pela férmula de Hodges, p=0,8039; (E) Intervalo PR,
em ms, p=0,5912; (F) Eixo QRS, em graus, p=0,2949. Valores expressos como média + desvio padrdo
da média (SD). # comparando CAR com o grupo CTR, valores considerados significativos caso valor
de p<0,05. Teste de normalidade usado foi Shapiro-Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o
teste Welch’s t test, para ndo paramétricas Mann-Whitey.

5.2 Ecocardiograma

Além do ECG, outro exame que fornece informagfes rapidas e precisas sobre o
quadro de funcionamento hemodindmico é o ecocardiograma, como visto na figura 15.
Nesse contexto, os parametros funcionais do 6rgdo como fracdo de encurtamento e fracédo
de ejecao foram avaliados, no qual ndo houveram diferencas estatisticas. Seja para a fragéo
de encurtamento (grafico A) do grupo CTR (37,40+0,8944) e o grupo CAR (36,71+1,380),
com valor de p igual a 0,4823. Assim como a fracdo de ejecdo (grafico B) do CTR
(73,80+1,095) e 0 CAR (72,00+2,000), com valor de p igual a 0,1376. Em relacdo a atividade
de ejecdo, foi observado o fluxo pulmonar (grafico C), sem alteracdo entre CTR
(0,7140+0,04278) e o CAR (0,7100+0,02828), com valor de p igual a 0,8608. Também nao
foi observada alteracéo no fluxo aértico (grafico D) entre CTR (0,8760+0,02702) e o CAR
(0,8457+0,01813).

Outro fator de atividade cardiaca é a estimativa de enchimento do ventriculo
esquerdo. O parametro usado foi fluxo transmitral, ou seja, a razéo entre a velocidade de
enchimento precoce atrial E, e a velocidade de enchimento tardio, contrag&o atrial, A. Houve
aumento na Onda E (gréfico E) mitral no grupo tratado CAR (0,9314+0,01864) em relagéo
ao CTR (0,5960+0,03050). Assim como houve aumento na Onda A (grafico F) mitral do
grupo CAR (1,069+0,03388) em relagdo ao CTR (0,4760+0,02302). Em ambos o0s
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parametros o valor de p foi <0,0001. Ao avaliar a relacdo Onda E/A (grafico G), nota-se
reducdo no grupo tratado CAR (0,8679+0,03264) e CTR (1,250+0,1168), com valor de p
igual a 0,0025.
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Figura 15: Parametros ecocardiograficos dos animais. Cada ponto foi extraido de um animal. (A)
Fracdo de encurtamento (%), p=0,4823; (B) Fracdo de ejecdo (%), p=0,1376; (C) Fluxo pulmonar
(m/s), p=0,8608; (D) Fluxo aértico (m/s), p=0,0683; (E) Onda E-Mitral (a.u), p<0,0001; (F) Onda-A-
Mitral (a.u), p<0,0001; (G) Relacdo Onda E/A (a.u), p= 0,0025. Valores expressos como media +
desvio padrdo da média (SD). # comparando CAR com o grupo CTR. Valores considerados
significativos caso valor de p < 0,05. Teste de normalidade usado foi Shapiro-Wilk, para amostras

paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test, para nao paramétricas Mann-Whitey.

5.3 Técnica de Langendorff

A técnica do coracdao isolado permite avaliacdo da funcao contratil do érgao sem
o0 estimulo do sistema autdnomo. O protocolo para esse experimento tem uma hora de tempo
de estabilizacdo, parada de meia hora da perfusdo de solugéo nutridora, mimetizando uma
isquemia global, seguida de uma hora de reperfusdo. Na figura 16, observa-se que ha uma
diferenca na pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (LVDP, em inglés), em que ha
gueda na reperfusdo apos a isquemia induzida no grupo CAR (24,14+17,22) e o CTR
(28,55+18,84). No que tange a dP/dtnax (MmHg/s), representa a contratilidade do 6rgao, o
resultado segue o mesmo padréo, queda no grupo CAR (284,2+290,6) em relacdo ao CTR

(380,5+314,1), assim como na dP/dtmin (MmHg/s), na qual reflete o relaxamento do coracgéo,
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em que ha menor relaxamento apos isquemia do grupo CAR (-217,3£219,5) e 0 CTR (-

275,2+242,6).
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Figura 16: Técnica do coracao isolado por Lagendorff com protocolo de isquemia global. Imagens
representativas do Lagendorff apds a isquemia. Cada ponto foi extraido de cora¢des do grupo CTR
(n=4) e CAR (n=6) ao longo do tempo descrito. (A) LVDP (mmHg), p <0,0001; (B) dP/dtmax (MmHg/s),
p<0,0001; (C) dP/dtmin (mmHg/s), p <0,0001. Valores expressos como média + desvio padrdo da

média (SD). # comparando CAR com o grupo CTR, valores considerados significativos caso valor de

p < 0,05, 2way ANOVA

5.4 Coloracéao por cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio

ApOs os experimentos de Langendorff os coracdes foram coletados e fatiados,
devidamente corados e a area de isquemia quantificada. A area que sofreu danos apés o
evento induzido indica modulacéo na sensibilidade de cada grupo ao evento isquémico. Na
figura 17, observe-se que ha maior porcentagem de area infartada no grupo CAR

(21,17+1,721) em relagdo ao CTR (15,74+2,097).
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Figura 17: Coloragdo do tecido para avaliagdo de &rea isquémica. Cada ponto foi extraido de um
animal. (4a) fotos representativas de fatias do coragéo ap6s método Langendorff. (A) Area isquémica
(%), p=0,0059. Valores expressos como média + desvio padrdo da média (SD). # comparando CAR
com o grupo CTR, valores considerados significativos caso valor de p < 0,05. Teste de normalidade

usado foi Shapiro-Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test

5.5 Histologia

Ap6s o ECG, outro método bastante utilizado é a histologia para avaliar
parametros morfologicos e alteracdes transitorias, como infiltrado inflamatério. Assim, o
tecido foi coletado, fixado, fatiado e corado. No que tange a esses parametros, na figura 18,
nota-se que nao houve diferenca entre os grupos. Na porcentagem de ocupancia de
cardiomidcitos (grafico A), nos quadrantes medidos, ndo foi observada alteragéo entre os
CTR (97,70+1,435) e o grupo CAR (95,05+2,069). Em relagdo a vascularizagao do tecido
(gréfico B), também néo houve diferenca estatistica entre eles, CTR (0,5563+0,3649), assim
como didmetro do nucleo (grafico C), CTR (3,500+0,3504) e o CAR (3,586+0,4164).
Também ndo houve alteracao na matriz extracelular (grafico D), CTR (1,509+1,221) e 0 CAR
(3,712+1,405), assim como o infiltrado inflamatorio (gréfico F), CTR (0,07937+0,1375) e 0
CAR (0,09569+0,2140)., e o didmetro do cardiomidécito (grafico E), CTR (6,432+0,8625) e o0
CAR (6,016+1,708).
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Figura 15: Pardmetros histologicos do coracdo. O tecido cardiaco do grupo CTR néo apresenta
alteracdes histopatolégicas aparentes a microscopia optica. No grupo CAR, ndo sdo observados
sinais de infiltragdo inflamatéria. Cada ponto foi extraido de um animal. (A) Imagens representativas
das laminas dos coragfes dos grupos experimentais coradas com hematoxilina-eosina; (B) Ocupéancia
de cardiomiécitos (%), p= 0,0799; (C) Vasos sanguineos (%), p= 0,7895; (C) Diametro do nucleo (uM),
p= 0,7670; (D) Matrix extracelular (%), p= 0,0682; (E) Diametro dos cardiomidcitos (uM), p= 0,6520;
(F) Infiltrado Inflamatério (%), p= 0,8999. Valores considerados significativos caso valor de p < 0,05.
Teste de normalidade usado foi Shapiro-Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o teste Welch’s
t test, para ndo paramétricas Mann-Whitey.

Danos no figado sdo um dos desafios para a saude. Vérios fatores causam
danos ao tecido, como alcool, poluentes quimicos e drogas. Ao considerar a importancia
desse tecido para a metabolizacdo de xebiéticos foi analisado sua estruturacao histoldgica.

Na imagem 19, analise morfométrica foi feita, primeiramente a quantidade de
hepatdcitos normais (grafico A), na qual nao foi observada diferenca entre o grupo CTR
(93,66+4,349) e o grupo CAR (86,76+3,310). Assim como a porcentagem de hepatdcitos
degradados (grafico B) entre 0 CTR (3,37945,244) e 0 CAR (5,627+4,708) ndo apresentaram
alteracao. Assim como no coracao, avaliar o infiltrado inflamatério (Grafico C) é algo de suma
importancia para averiguar a integridade do tecido. Observa-se que houve diferenga
significativa entre o grupo CTR (0,06667+0,1155) e o CAR (1,857+ 0,5010). Assim como as
células ductais (grafico D), no qual o grupo CAR (1,865+1,091) apresentou maior
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porcentagem em relagdo ao grupo CTR (0,3194+0,2766). Aliado a isso, houve
vascularizagdo (grafico E) no grupo CAR (1,871 0,1204) em relagdo ao CTR
(0,5632+0,1398). Outros agrupamentos celulares (gréafico F) ndo tiveram alteracdo em frente
ao tratamento, CTR (1,760+0,4936) e CAR (3,396+1,354).
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Figura 16:Parametros histolégicos do figado. O tecido hepético do grupo CTR ndo apresenta
alteracdes histopatoldgicas aparentes ao microscépio 6ptico. No grupo CAR, observa-se infiltragéo
inflamatdria por células mononucleares (setas amarelas) e proliferacao de células ductais (setas com
cabeca branca). Também é evidente a congestdo vascular (setas pretas), acompanhada por
fibroblastos perivasculares. Cada ponto foi extraido de um animal. (6a) Imagem representativa de
cortes histolégicos do figado de animais do grupo CTR e CAR; (6b) Hepatdcitos degradados (%), p
=0,5755; (6¢) Outros tipos celulares (%), p =0,0543; (6d) Hepatécitos normais (%), p= 0,0881; (6e)
Células ductais (%), p= 0,0357; (6f) Infiltrado Inflamatério (%), p=0,0207; (6g) Vasos sanguineos (%),
p= 0,0030. Valores expressos como média + desvio padrdo da média (SD). # comparando CAR com
o grupo CTR. Valores considerados significativos caso valor de p < 0,05. Teste de normalidade usado
foi Shapiro-Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test, para ndo paramétricas
Mann-Whitey.

5.6 Eletrofisiologia celular (Patch-clamp)
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O exame de ECG demonstrou normalidade nos parametros, porém, alteracdes
sutis poderiam ser ignoradas por ndo serem detectaveis. Diante disso, buscamos investigar
a participacao elétrica a nivel celular dos cardiomiécitos dos animais. Avaliamos o potencial
de acéo (PA) de cardiomidcitos do ventriculo isolados, ja que ele representa o somatério dos
componentes ibnicos responsaveis pelo controle da excitabilidade dessa célula.

Na figura 20 observamos os tragados representativos do PA, em azul o tracado
do grupo controle e laranja o tracado do grupo CAR. Observamos que em relacdo a
amplitude (gréafico A) do PA o grupo CTR (118,3+2,283) e o CAR (118,8+3,739) nao tiveram
diferenca. Assim como a maxima taxa de despolarizacdo (grafico B), no qual o CTR
(172,4458,72) e o CAR (201,94£50,21). Outra medida em que ndo houve alteragdo é o
potencial de repouso da membrana em mV (grafico C), o CTR (-64,42+2,687) e o CAR (-
63,12+3,372). Em contrapartida, o PA apresentou atraso na repolarizacdo, nas porcoes
média e final, 50% e 90%, respectivamente. Para 50% da repolarizacéo (grafico D) em ms,
0 CTR (13,57+7,883) e 0 CAR (23,30+11,37). Para 90% de repolarizacéo (grafico E) em ms,
o grupo CTR (50,85+30,62) e CAR (133,4164,35).
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Figura 17: Potencial de a¢do (PA) em cardiomidcitos dos ventriculos. Cada ponto foi extraido de uma
célula isolada. (A) Amplitude do PA, em mV, p= 0,9740; (B) Maxima taxa de despolarizacédo do PA,
em mV/s, p=0,1763; (C) Potencial de repouso da membrana, em mV, p=0,1763; (D) Repolariza¢édo
do PA em 50%, em ms, p=0,0473; (E) Repolarizacdo do PA em 90%, em ms, p= 0,0021. Valores
expressos como média + desvio padrao da média (SD). # comparando CAR com o grupo CTR.
Valores considerados significativos caso valor de p < 0,05. Teste de normalidade usado foi Shapiro-
Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test, para ndo paramétricas Mann-
Whitey.

5.7 Contratilidade celular

IntoxicagOes e doencas cardiacas podem progredir para a insuficiéncia cardiaca,

guadro intimamente ligado as propriedades mecéanicas dos cardiomiocitos. Assim, ao
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analisar a contratilidade celular em 1 Hz (figura 21), mimetizando a frequéncia de 60
batimentos por minuto (bpm), constatamos uma preservacao da fracdo de encurtamento
(grafico A) no grupo CAR (9,350+3,140) em relacdo ao grupo CTR (10,45+3,245). Assim
como ndo foi observada diferenca no tempo para 50% da contragdo (figura 21, gréfico B),
no qual o grupo CTR (42,92+9,729) e o CAR (45,70£9,967), e tempo para 50% do
relaxamento (figura 21, grafico C) em que o grupo CTR (305,6£67,73) e o CAR
(279,2+73,58).
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Figura 18: Propriedades contrateis dos cardiomiécitos. Cada ponto foi extraido de uma célula isolada.
Tracados representativos de uma sequéncia de 5 eventos de contracéo celular em animais do grupo
CTR e CAR na frequéncia de 1 Hz. (A) fracdo de encurtamento celular, em porcentagem, p=0,2234;
(B) Tempo para 50% da contragdo, em ms, p=0,3225; (C) Tempo para 50% do relaxamento, em ms,
p=0,1230. Valores expressos como média + desvio padrdo da média (SD). # comparando CAR com
o grupo CTR. Valores considerados significativos caso valor de p < 0,05. Teste de normalidade usado
foi Shapiro-Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test, para ndo paramétricas
Mann-Whitey.

Outro fator que contribui para disfuncdes cardiovasculares € a frequéncia
cardiaca. Aumento da frequéncia de batimentos permite averiguar o papel do sistema
adrenérgico e possiveis complicagfes que s6 aparecem em situagfes de estresse. Logo,
avaliamos a contratilidade dos cardiomiocitos em 3 Hz, mimetizando uma taquicardia
ventricular de 180 bpm. Assim como em 1 Hz, observamos a preservacdo da fracdo de
encurtamento (grafico A, %) no grupo CAR (8,822+2,708) em relagdo ao CTR (9,696+2,592).
Como foi preservado o tempo para 50% da contracdo (grafico B) no grupo CAR
(31,81+7,807) em relagéo ao CTR (32,54+8,028), assim como, também, o tempo para 50%
do relaxamento (grafico C) foi preservado no grupo CAR (215,7+36,54) em relagédo ao CTR
(224,6+34,90).
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Figura 19: Propriedades contrateis dos cardiomiécitos em 3 Hz. Cada ponto foi extraido de uma célula
isolada. Tracados representativos de uma sequéncia de 8 eventos de contragdo celular em animais
do grupo CTR e CAR na frequéncia de 3 Hz. (A) fracdo de encurtamento celular, em porcentagem,
p=0,2235; (B) Tempo para 50% da contracdo, em ms, p=0,6867; (C) Tempo para 50% do
relaxamento, em ms, p=0,3225. Valores expressos como média + desvio padrdo da média (SD). #
comparando CAR com o grupo CTR. Valores considerados significativos caso valor de p < 0,05. Teste
de normalidade usado foi Shapiro-Wilk, para amostras paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test,

para ndo paramétricas Mann-Whitey.

5.8 Manejo intracelular de calcio

O manejo intracelular de calcio é de extrema importancia para o funcionamento
do aparato contratil do 6rgao e célula, uma vez que esse ion participa do acoplamento entre
a excitacdo celular e sua contragdo. Desse modo, na figura 23, nota-se que a dinamica
intracelular nao foi alterada pelo CAR; além disso, ndo foram observadas sparks de calcio
nas imagens obtidas. Na figura 23 a amplitude de fluorescéncia, F/FO (gréafico A), unidade
arbitraria, o grupo CTR (4,124+2,559) néo teve diferenga estatistica com o grupo CAR
(4,474+1,567). Outro aspecto no manejo de célcio intracelular é o tempo para liberagédo de
calcio dos estoques, associado ao acoplamento dos canais de rianodina e sua abertura
sincronizada. Uma medida indireta € pelo tempo, em ms, de 10%-90% de elevac¢do do
transiente (gréfico B). Como observado, ndo houve alteragdo entre o grupo CTR
(24,02+10,74) e o CAR (19,06+2,835). Um componente fundamental para a extrusdo de
calcio citoplasmatico € Ca2*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico/endoplasméatico (SERCA),
sua atividade pode ser indiretamente medida pelo tempo para 50% do decaimento (grafico
C), em ms. Também n&o houve alteracdo entre o grupo CTR (145,7+47,78) e o grupo CAR
(156,2459,28).
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Figura 20: Manejo do célcio intracelular. Cada ponto foi extraido de uma célula isolada. Registros
representativos de uma sequéncia de 3 eventos de transiente de calcio. (A) Amplitude de
fluorescéncia(F/F0), unidade arbitraria, p=0,6372; (B) Tempo para 10%-90% elevacdo, em ms, p=
0,3227; (C) Tempo para o decaimento de 50%, em ms, p=0,9999. Valores expressos como média +
desvio padrdo da média (SD). # comparando CAR com o grupo CTR. Valores considerados
significativos caso valor de p< 0,05. Teste de normalidade usado foi Shapiro-Wilk, para amostras
paramétricas foi utilizado o teste Welch’s t test, para ndo paramétricas Mann-Whitey.

5.9 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Além da din&mica intracelular de célcio, avaliou-se a producéo basal de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. Essas moléculas possuem papel na sinalizagdo contratil
dos cardiomiécitos assim como sinalizador da saude metabdlica celular. Diante disso,
cardiomidcitos isolados foram incubados com sondas fluorescentes para espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, DHE e DAF, respectivamente. Ao averiguar, como observado na
figura 24, nota-se que n&o ha diferenca estatistica entre o grupo CTR (940,8+322,7) e CAR
(1671+£1017) para a marcacado DAF (gréfico A). Para a marcacdo de DHE (grafico B) néo
houve diferencga entre grupos, no qual o grupo CTR (1851+1092) e o CAR (1437+718,7).
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Figura 21: Producéo de 6xido nitrico e producgéo global de espécies reativas de oxigénio. Cada ponto
foi extraido de uma célula isolada. Figura representativa de cardiomiécitos isolados marcados com a
sonda fluorescente. (A) Média da intensidade de fluorescéncia DAF (unidade arbitraria), p=0,1204.
(B) Média da intensidade de fluorescéncia DHE (unidade arbitraria), p= 0,5714 Valores considerados
significativos caso valor de p< 0,05. Teste de normalidade usado foi Shapiro-Wilk, para amostras néo
paramétricas foi utilizado o teste Mann-Whitey.

7. Discussao

O presente estudo investigou os efeitos do fungicida carbendazim no coracdo, apds
administrag&o oral e cronica em ratos Wistar machos. Os resultados demonstram alteragoes
discretas dos parametros analisados, tanto da funcdo cardiaca in vivo, como também
elétricas a nivel celular no cardiomidcito isolado. Nesse sentido, 0os animais apresentaram
disfuncao diastdlica inicial confirmada com o ecocardiograma. O exame de ECG é, na média,
bastante semelhante entre o0s grupos experimentais. A nivel celular, as medidas de
contratilidade, transiente de calcio e espécies reativas sdo similares entre os grupos, ainda

que o tratamento com o0 CAR induza um atraso na repolarizacéo do PA ventricular.

7.1 Eletrocardiograma

O exame de ECG é barato, de facil acesso e nao invasivo, que possibilita avaliar de
forma rapida e segura a saude cardiaca, particularmente em relacao a atividade elétrica. O
ritmo fisiolégico de contracao do coracgdo, quando sinusal, foi determinado no ECG pelas
Ondas P positivas nas derivacbes D1, D2 e aVF, e negativa em aVR (Samesima et al., 2022).

Como foi observado, o CAR ndo alterou a duracdo da onda. N&o obstante, o formato da
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onda P néo varia significativamente entre batimentos de um mesmo animal, sugerindo uma
mesma origem (auséncia de marcapasso migratorio). Assim como outros parametros de
importante avaliacdo clinica ndo foram alterados, o intervalo PR e segmento PR. Esses
parametros representam a propagacao da despolarizacao atrial, atraso fisioldgico na juncéo
atrioventricular e no sistema de feixes de His e fibras de Purkinje, para os ventriculos,
indicando possiveis blogueios. Dado que em todos os animais observou-se a associacdo
completa entre as ondas P e complexos QRS, sem altera¢gdes do intervalo PR e segmento
PR, destacamos que, em nosso modelo de exposi¢do na dose subclinica por via oral durante
28 dias, o CAR néo induz bloqueios de condugéo atrioventriculares.

No plano frontal, os limites normais do eixo elétrico situam-se entre -30° e
+90°(Samesima et al., 2022). Em relagdo a sua forma, mono ou polimdérficas, ndo foram
observadas mudancas ao longo do exame, assim como eventos arritmicos ventriculares ou
extrassistoles ventriculares. Alteragbes de eixo elétrico médio do complexo QRS podem
indicar tanto alteragfes elétricas, como os bloqueios de condu¢éo no sistema de conducgéo
ventricular, como também podem indicar altera¢des estruturais/hemodinadmicas cardiacas,
como hipertrofias ventriculares. Na auséncia de achados significativos dessas alteracdes no
ecocardiograma, podemos concluir que o tratamento com o0 CAR em nosso modelo nao
provoca alteragbes no sistema de condugdo ventricular. Esse dado é corroborado pela
duracédo do complexo QRS, comparavel entre os grupos, bem como pelo fato de ndo haver
mudangas na amplitude do complexo.

Para a onda T, é importante ressaltar que alteragdes podem ocorrer em decorréncia
de situacdes diversas, muitas vezes sem repercussoes clinicas significativas. Por exemplo,
aonda T apiculada e com aumento de amplitude s&o indicativos de hipercalemia. Em nosso
modelo ndo foram observadas patologias da onda T. Associado a isso, a literatura carece
de estudos que demonstrem pesticidas da classe dos benzemidazois ou carbamatos alteram
o balanco hidroeletrolitico em animais.

O intervalo QT, do inicio da despolarizacao ao final da repolarizacdo ventricular atua
como uma viséo total da duracéo da atividade elétrica. Em ratos, geralmente medido no
comeco da onda R, devido a dificuldade de medir a onda Q (Konopelski; Ufnal, 2016). Devido
ao fato de que sua duracao é fortemente influenciada pela frequéncia cardiaca, usualmente
séo aplicadas correcdes matematicas obtidas de dados de correlagéo entre a duragdo do
intervalo medida e a frequéncia cardiaca. Diversas estratégias de corre¢cao sdo melhores ou
piores empregadas para corrigir o QT, a depender da espécie, das condi¢des patolégicas
associadas, da idade, etc. O intervalo QT corrigido (QTc) foi obtido pela formula de Hodges
(Botelho et al., 2019). Assim como a onda T, diversos fatores podem causar alteracdo de

sua duragdo, incluindo distarbios hidroeletroliticos, alteragfes da fungéo de canais ibnicos e
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coronariopatas podem alterar o intervalo QT. Fisiologicamente j4 é bem estabelecido que
esse intervalo é modulado pela frequéncia cardiaca, desse modo € preciso corrigi-lo.
Diversas drogas e pesticidas ja foram relatados com a capacidade de alterar o QTc,
alterando a atividade ventricular (Krol et al., 2016; Siu et al., 2000; Taira; Aoyama;
Kawamata, 2006). No modelo de exposicéo cronica ao CAR nédo houve mudanca, isso indica
que a propagacao de sinal elétrico no 6rgdo ndo foi comprometida pelo pesticida.

Para avaliagao de arritmias, o exame de ECG apresenta uma limitagdo, pois tem um
tempo de duragdo. Diante disso, para observar possiveis arritmias, o exame ideal seria o
Holter 24 horas. No caso desse trabalho, a inviabilidade do numero de animais e a
disponibilidade de equipamento o experimento com Holter 24 horas n&o foi realizado.

Os resultados apresentarem ondas P, intervalos PR, segmento PR, eixos elétricos e
complexos QRS dentro dos parametros esperados para ratos Wistar, evidenciando que o
sistema de conducéo atrioventricular e ventricular ndo foi comprometido. Embora balango
hidroeletrolitico altere a morfologia das ondas, ndo foi encontrado na literatura

demonstrag6es da exposi¢cdo ao CAR alterando essa medida.

6.2 Ecocardiograma
O ecocardiograma constitui uma ferramenta diagndstica nao invasiva amplamente

utilizada na avaliagédo funcional e estrutural do coracéo, sendo essencial na caracterizacao
da funcédo ventricular, andlise hemodinamica e identificacdo de altera¢cdes morfofuncionais
decorrentes de processos fisiopatoldgicos, oferecendo suporte quantitativo a interpretacéao
dos efeitos de intervengdes farmacoldgicas ou téxicas sobre a funcéo cardiaca.

A andlise da fracdo de encurtamento € um método para avaliar a mudanc¢a no
diametro do ventriculo esquerdo durante a sistole. Em conjunto com a medida da fracao de
ejecdao ventricular, formam um indicador de cardiotoxicidade clinica em humanos. Em nosso
modelo ambos os pardmetros ndo foram alterados de forma significativa, sugerindo a
preservacado da fungéo sistolica ventricular apds exposicédo ao CAR.

A exposicdo ao CAR ndo comprometeu de forma significativa os fluxos adrtico e
pulmonar em nosso modelo de estudo. A medida dessas variaveis fornece uma importante
interpretacdo sobre a fungdo ventricular em conjunto com o perfil hemodindmico
cardiopulmonar, no caso do fluxo pulmonar, e sistémico, no caso do fluxo aértico. Uma vez
que a funcéo sistdlica ventricular se encontra preservada. Diante disso, observamos que a
exposi¢cdo ao CAR néo alterou de forma significativa a fungdo do VD. ApOs exposicao ao
CAR, a manutencéo do fluxo adrtico e pulmonar sugere que ndo hé alteracdes substanciais

da pés-carga atribuidas aos ventriculos, seja 0 VD ou o esquerdo (VE), respectivamente.
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Para o exame da funcéo diastolica do coracdo, o fluxo mitral foi avaliado, sendo que
a onda E representa a velocidade maxima alcancada pelo sangue no inicio da diastole, ja a
onda A representa a velocidade maxima alcancada no final da diastole (Gaspar; Azevedo;
Roncon-Albuquerque, 2018). Contudo, ressalta-se a relacdo entre elas, uma medida da
contribuicdo relativa do preenchimento passivo e ativo ventricular, e € uma medida indireta
da complacéncia miocardica. Em nosso modelo, h& reducéo significativa no valor da relagéo
E/A, valores abaixo de 1, que esta associado a alteracao do relaxamento ventricular, em que
a pressao diastélica esta anormalmente elevada (Gelape et al., 2005). Essa inversao de E/A,
no qual a contracao atrial tem maior atuagcao no enchimento do VE, € vista em quadros como
envelhecimento, hipertensédo (Mitter; Shah; Thomas, 2018).

Em modelos de intoxicagdo por doxorrubicina, uma antraciclina utilizada como
antitumoral, a fracdo de encurtamento e de ejecdo sdo comprometidas por, primariamente,
apoptose dos cardiomiocitos (Takemura; Fujiwara, 2007). Contudo, a prolongada exposi¢éo
a doses baixas de doxorrubicina por longos periodos progressivamente agrava a disfungéo
cardiaca. I1sso demonstra que o fator tempo tem contribuicdo para o agravamento de
disfungbes sistolicas e diastolicas (Migrino et al., 2008). Essa percepgdo € crucial,
considerando que o coracdo tem uma baixa taxa de regeneracéo, e, portanto, alteragdes
cardiacas tendem a ser progressivas. A extrapolagdo desse raciocinio é fundamental no
entendimento da toxicidade a longo prazo dos pesticidas, como estudado neste projeto. E,
pois, necessario deixar claro que nosso modelo de estudo evidencia auséncia de disfuncéo
sistolica apos 28 dias de exposi¢cdo, mas ndo se pode descartar que exposi¢cdes por tempos

superiores ndo promovam prejuizos desta ou de outros aspectos da funcdo cardiaca.

6.3 Langendorff e Coloracéao por cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio

A avaliagcdo da contratilidade e do relaxamento cardiaco pode ser realizada ex
vivo por meio da técnica do coracao isolado. Essa abordagem, além de permitir a aplicacao
de protocolos diversos, como o de isquemia e reperfuséao (I/R), elimina interferéncias de
modula¢des compensatérias do sistema nervoso autbnomo e de fatores humorais. Neste
estudo, utilizamos o aparato de Langendorff para investigar se a exposi¢céo ao pesticida CAR
afeta diretamente a funcéo cardiaca intrinseca, tanto em condigdes normoxicas quanto apos
leséo por I/R.

Os dados obtidos indicam que, sob condigfes fisiologicas, 0os parametros de
contragéo e relaxamento no grupo exposto ao CAR foram semelhantes aos do grupo CTR,
sugerindo preservacédo da fun¢do miocardica basal, mesmo diante de indicios de disfuncéo
diastélica observada no ecocardiograma. No entanto, apds a isquemia, a recuperacdo da

pressao desenvolvida e dos parametros contrateis foi inferior no grupo CAR.
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Pela natureza da exposicdo ao CAR ser de forma difusa, ou seja, afetar
sistemicamente todas as areas do coracdo, é razoavel acreditar que pequenas lesGes
multifocais ocorram. Entretanto, isso ndo impacta a conducédo do sinal elétrico como visto no
ECG e também ndo atuam funcédo contratil do 6rgdo no exame de ECO e a contratilidade
basal na contracéo ex vivo. Contudo, sdo o suficiente para afetar o relaxamento, independe
do cardiomidcito como sera discutido na se¢do de contratilidade celular. Esses danos
causados ao coracdo, apds evento patolégico, protocolo de isquemia, 0s parametros
funcionais séo prejudicados. A coloragdo com TTC fornece suporte a essa hipotese,
considerando maior area de tecido isquémico no grupo exposto ao CAR, sugerindo possivel
contribuigdo de outros tipos celulares do miocardio.

Apesar da piora funcional observada apés o evento de I/R, a histologia indicou
preservacdo da arquitetura tecidual, o que pode justificar a fungdo miocardica
aparentemente normal em condi¢des basais. Contudo, essa analise histolégica ndo permite
avaliacdo adequada da composi¢cdo da matriz extracelular (MEC), a qual exerce papel
central na manutencgédo da integridade e da mecano-sinaliza¢éo cardiaca. A MEC é composta
por glicoproteinas e diferentes tipos de colageno, sendo este Ultimo o principal componente
estrutural do tecido cardiaco (Frangogiannis, 2017). Além da funcdo de sustentacdo, esses
elementos participam ativamente da transducdo de sinais mecanicos e quimicos
relacionados a contratilidade.

Além de atuar como sustentacao, sua fungéo se estende a transducao de sinais
quimicos e mecéanicos de contragdo e relaxamento. Diante disso, a matriz se torna um
componente importante para ser observado, porém a andlise histol6gica ndo engloba esse
quesito.

As células imunes também desempenham papel relevante na remodelacdo da
matriz, uma vez que liberam mediadores que ativam fibroblastos, promovendo substituicdo
da matriz por tecido fibrotico (Dobaczewski; Gonzalez-Quesada; Frangogiannis, 2010).
Embora ndo tenhamos identificado infiltrado inflamatdrio significativo no modelo, os achados
funcionais indicam que a exposi¢cdo ao CAR pode favorecer um remodelamento cardiaco

subclinico, tornando o miocardio mais suscetivel a eventos isquémicos.

6.4 Histologia

J& é amplamente relatada a toxicidade da exposi¢cao ao CAR no figado, testiculo
e rins (Abolaji et al., 2017; Diki¢ et al., 2012; Hashem; Mohamed; Attia, 2018). No tecido
hepatico, € relatado desorganizagdo de ductos, infiltrado inflamatério, congestéo de vasos
sanguineos. Nos trabalhos anteriores, o método de administracdo €, em sua maioria,
gavagem, assim como o0 nosso. Contudo, a dose escolhida para o nosso trabalho é 0,02

mg/kg de peso corporal/dia em consonancia com a Nota técnica da ANVISA, de modo a
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diferir das doses dos trabalhos anteriores, nos quais variam entre 50-400 mg/kg. Por
exemplo, Abolaji et al. (, 2017) utilizaram uma dose de 50 mg/kg em uma exposicdo de
apenas 7 dias. Como foi apresentado, nosso resultado demonstra pela primeira vez danos
hepaticos apds exposicdo a doses baixas, consideradas seguras pela agéncia regulatéria
brasileira. Em um cenario global esse resultado refor¢a a necessidade de reavaliacdo desse
principio ativo para o uso agricola.

Danos devido a substancias exdgenas ao organismo acarretam morte ou
modificag&o dos tipos celulares no tecido hepético, principalmente em modelos de exposi¢éo
oral, nos quais o efeito de primeira passagem € prevalente. O sistema de vasos da artéria
hepética e a irrigacao dos lébulos sdo altamente organizados, maximizando sua eficiéncia
para que as substancias sejam metabolizadas de forma célere (Lorente; Hautefeuille;
Sanchez-Cedillo, 2020). Esses eventos sdo capazes de reestruturar o sistema de ductos
biliares, por exemplo (Kamimoto et al., 2020). Células progenitoras hepaticas sdo capazes
de se diferenciar em células epiteliais ductais, no qual frente a danos essas células sao
ativadas e aumentam a rede de ductos (Sato et al., 2019). Em patologias hepéticas
alcodlicas ou néo alcodlicas, a inibicdo do processo fibrético reduziu a proliferagcéo de ductos,
demonstrando intima relacdo entre fibroblastos residentes e as células hepéaticas
progenitoras (Sato et al., 2019).

Estudos utilizando doses elevadas, acima de 100 mg/kg, de CAR reportam
desorganizacédo do tecido hepatico, necrose e vacuolizagdo (Bao et al., 2023; Zhang et al.,
2024). Ademais, nesses protocolos foram apresentadas diversas alteragdes no metabolismo
de carboidratos e lipideos (Zhang et al., 2024). Interessantemente, Ma et al., (2023) utilizou
doses similares ao do nosso trabalho, 0,03 mg/kg de peso por 28 dias, simulando a dose
permitida na China. Ao contrério do nosso estudo, o CAR ndo apresentou nenhuma lesao
hepatica. Isso demonstra que ha possivel relagcdo com a sensibilidade do préprio organismo
para o pesticida. Isso pode ser particularmente relevante considerando que o grupo citado
utilizou camundongos CD-1 como modelo experimental, enquanto neste trabalho foram
utilizados ratos Wistar. Isso indica possivel sensibilidade diferenciada entre espécies ao
CAR.

E, também, pela primeira vez que a histologia do tecido cardiaco é estudada
apos a administracdo de CAR de forma cronica. E possivel notar que ndo houve alterac&o
ou dano, ao contrario do tecido hepatico. O CAR néo foi capaz de causar apoptose dos
cardiomiocitos ou provocar a presenca de infiltrado celular. Outro fator indicativo de
remodelamento de cardiomidcitos € a sua hipertrofia, em coragcbes infartados ha
remodelamento da matriz e do cardiomiécito (Grandi et al., 2023). Dessa maneira, foi

observado o didmetro do cardiomidcito ou aumento do nucleo. Esses parametros de medida
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de tamanho celular refletem a auséncia de hipertrofia no tecido exposto ao CAR,
presumivelmente o tratamento de 28 dias na dose usada nado foi capaz de modificar o
tamanho da célula. Porém, um importante componente que interfere com a funcéo cardiaca
global, & a matriz extracelular. Além de atuar como ancoragem para as células, a matriz tem
papel na transmissdo de sinais metabdlicos e na sistole e diastole (Pinto et al., 2016).
Diversas patologias estdo envolvidas com alteracbes na composicdo da matriz, cujos
componentes principais envolvem colageno, tipo | e Il, elastinas, laminina e glicoproteinas
(Del Monte-Nieto et al., 2020). Por exemplo, apos o infarto, a matriz € remodelada para
permitir a atuacdo de células imunes e, em seguida, a formacao de tecido fibrético para
formacgédo de cicatriz (Dobaczewski; Gonzalez-Quesada; Frangogiannis, 2010). Num outro
exemplo, patologias valvares e outras condicBes que impdem sobrecarga de volume ao
coragdo promovem remodelamento da matriz extracelular, com ativacdo de fibroblastos e
consequente aumento na deposi¢éo de colageno, reduzindo a complacéncia ventricular (Xia
et al., 2009).0 processo de sinalizagdo que promove remodelamento de matriz apos leséo,
cicatrizacdo, revascularizacdo e repovoamento celular no local € fundamental na para a
fungéo cardiaca, seja no infarto, infec¢des, ou qualquer doenga cardiaca que desencadeie
reestruturacao tecidual.

Em nosso presente estudo, a caracteriza¢do da natureza e fungéo da matriz ndo
foi realizada. Entretanto, essa discussdo se faz importante: ainda que nao tenhamos
observado alteracdes estruturais evidentes nas fibras cardiacas pela analise histolégica
convencional, dados obtidos no modelo de coragéo isolado, especialmente pela marcagéo
com TTC, revelaram areas multifocais de lesdo isquémica nos animais expostos ao CAR.
Em conjunto, o exame do eco confirmou uma disfuncdo diastdélica inicial, sem repercusséo
na funcdo contratil celular em si. Pela natureza das lesdes difusas poés-isquemia e da
alteracdo diastélica cardiaca, aqui, hipotetizamos que alteracdes na sinalizagéo cardiaca
para remodelamento de matriz determinam é um importante alvo para o potencial
cardiotoxico do CAR, e necessita ser investigado com mais rigor em trabalhos futuros.

Até entdo, a soma dos nossos achados sugere que a exposicdo ao pesticida,
isoladamente, ndo é suficiente para desencadear alteracdes histopatol6gicas de grande
magnitude, mas pode tornar o tecido cardiaco mais vulneravel a danos por condigGes
adicionais, como a isquemia aguda. Assim, o CAR, bem como possivelmente outros
contaminantes ambientais, pode atuar como uma comorbidade silenciosa, exacerbando
lesbes em contextos patologicos preexistentes. Ao nosso conhecimento, este € 0 primeiro
estudo que aponta que a exposicdo a doses subclinicas de um pesticida, até entédo

consideradas seguras, pode atuar como uma comorbidade para risco cardiovascular.
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6.5 Potencial de acdo e Manejo intracelular de calcio

Os resultados apresentados até entdo sugerem que em nhosso modelo, a
exposicdo ao CAR nédo altera de forma significativa o perfil eletrocardiogréfico, e logo a
sinalizacdo elétrica do coracdo. Entretanto, alteracfes a nivel celular em geral precedem as
alteracdes sistémicas, que sao, em muito compensadas por regulacdes intrinsecas e
extrinsecas, como do sistema nervoso autonémico, renais, imune, enddcrino. Dessa forma,
decidimos avaliar as propriedades elétricas de cardiomidcitos isolados de ambos os grupos
experimentais, como forma de estudar se a exposicao a doses baixas de CAR pode modular
componentes essenciais envolvidos no controle da excitabilidade da célula muscular
cardiaca (Bers, 2002).

O PA pode ser didaticamente entendido em duas fases, despolarizagdo e
repolarizacéo. A despolarizagdo em células ventriculares € determinada primariamente pela
corrente de sodio (Ina). Diversos pesticidas de diferentes classes modulam canais para sédio
(Da Silva et al., 2022). Por exemplo, Santos-Miranda et al., (2022) demonstraram que o
fungicida tebuconazol altera as propriedades elétricas de cardiomiécitos, atuando como
bloqueador multi-ibnico de diversas correntes, ainda que seu mecanismo classico de
utilizacdo pesticida seja a inibicdo da producédo de ergosterol no fungo (Noh; Lee; Kyung,
2025). Particularmente, Marques et al., 2023 mostrou que o TEB provoca reducdo da
corrente de sodio gerada pelo canal Navl1.5 humano, isoforma dominante no cora¢éo. Outros
pesticidas, como os piretrdides, tem seu mecanismo classico como principal mecanismo o
retardo da inativacdo dos canais para sédio (Marques et al., 2022).

Em nosso trabalho, ndo observamos alteracdo nos parametros relacionados a
despolarizacdo do PA, tanto em sua amplitude quanto na taxa maxima de despolarizagéo.
Isso sugere que, pelo menos na concentracao e forma de administracéo utilizadas, ndo ha
modulacao significativa da corrente de sddio. A manutencéo do funcionamento da corrente
de sddio pelos parametros medidos é refletida na auséncia de modificacdo do ECG. Tendo
em vista a contribuicdo dessa corrente para a geracédo do PA e a velocidade de conducéo
do sinal elétrico (Pérez-Riera et al., 2016).

Sabe-se que o CAR é capaz de danificar o tecido reprodutor, em machos ha
reducdo células germinativas, motilidade, quantidade de espermatozoides e reducao na
producdo de testosterona (Rajeswary et al., 2007; Rama et al., 2014). Como dito
anteriormente, sabidamente existe um componente enddcrino na modulagéo da Inacardiaca.
Desse modo, em nosso trabalho, possivelmente a dose néo foi capaz de alterar a densidade
e cinética dos canais, seja atuando diretamente no midcito ou vias enddcrinas.

Outras correntes macroscopicas sdo fundamentais para repolarizacdo do PA,

em geral a corrente para calcio e para potassio. Presumivelmente a corrente para célcio lca)
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nao tenha se alterado devido a presenca do CAR nessa dose, 0os motivos serdo detalhados
posteriormente. Porém, acreditamos que as correntes de potassio possam ser moduladas
pelo CAR.

As correntes macroscoépicas para potassio sao essenciais para a repolarizacado
do PA. A primeira fase da repolarizacéo € governada pela corrente para potassio transitoria
de efluxo, lo (Nerbonne; Kass, 2005). Enquanto fases subsequentes da repolarizacdo
possuem importante contribuicdo de outras entidades moleculares, que determinam as
correntes de potassio retificadoras. O prolongamento do PA a 50 e 90% da repolariza¢éo
completa sugere modulacao das correntes retificadoras de potéassio (Wu; Larsson, 2020)

Uma patologia que esta intimamente associada a disfun¢éo das lxs € a sindrome
do QT longo. Sendo uma das caracteristicas o prolongamento do PA, propiciando eventos
arritmogénicos (Varré et al., 2021). Pesticidas de outras classes ja& demonstraram alterar o
intervalo QT em humanos intoxicados (Siu et al., 2000; Taira; Aoyama; Kawamata, 2006).
Diante disso, observa-se que a exposicéo ao CAR é capaz de modular esses canais, embora
em nosso modelo essas repercussdes ndo foram refletidas no ECG. Dessa forma,
concluimos que o CAR induz alteragBes discretas no PA, subclinicas, que ndo séo
suficientes para induzir um prolongamento significativo do intervalo QT.

A lca, nas células ventriculares é formada predominantemente pelo canal de
calcio sensivel a voltagem do tipo-L (LTCC, em inglés). Em algumas situacdes patologicas,
incluindo na insuficiéncia cérdica com fracdo de ejecdo reduzida (HFrEF, em inglés)
tipicamente se observa reducdo da expressdo de canais, aumento da distancia entre os
LTCC e receptores de rianodina (RyR), que séo canais para célcio localizados na membrana
do reticulo sarcoplasmatico. Isso resulta na reducao do transiente global de calcio medido,
com consequente reduc¢do da contracdo miocardica, algo ndo observado na de insuficiéncia
cardiaca com fracao de ejecao preservada (HFpEF).

Em modelos animais de quadros de hipertenséo, obesidade e diabetes tipo 1,
observa-se sinais clinicos de HFpEF (Noll; Lal; Merryman, 2020). A principal diferenga entre
esses quadros patoldgicos € a disfuncao sistélica acometida na HFrEF, mas nao na HFpEF,
contudo é observado uma disfun¢éo diastolica (Louch, 2020). Assim como nosso trabalho,
encontramos um perfil de resposta similar ao que tange a preservacdo dos parametros
contrateis, porém um prejuizo em relacdo ao relaxamento. Uma adaptagdo comum no
quadro de HFpEF é o aumento da Ica e a concentragdo diastdlica desse ion,
consequentemente prejudicando o relaxamento muscular (Khalid et al., 2025). Diante disso,
alteracdes do transiente global de calcio intracelular sugerem, de forma indireta, modulagées
da corrente de Ica. NoO entanto, em nosso trabalho n&o observamos alteracdo na amplitude

na razao de fluorescéncia (F/FO) entre os grupos. Outros possiveis métodos para medir o
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conteldo de calcio intracelular sao através de eletrodos sensiveis ao ion, ou a fluorescéncia
com sonda de dupla emissao, no qual é seria mensurado o célcio livre e sistdlico (Lopez et
al., 2022; Zanin et al., 2019). Outro resultado que indica ndo haver modulacdo na entrada
de calcio ou no mecanismo de célcio induz a liberagao de calcio (CICR, em inglés) € a tempo
para 10-90% da elevacao de fluorescéncia, em que esta relacionado a ativagéo dos canais
de RyR. Desse modo, observa-se que a diade tubulos T com canais de RyR estdo
associados e estruturados de maneira funcional. O tempo para 50% de decaimento do
transiente de célcio é associado, majoritariamente, com a recaptacéo do calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico através da SERCA, canal para calcio na membrana do reticulo
sarcoplasmatico. Em nosso modelo também n&o observamos alteracdes relacionadas a
esse parametro. Desse modo, a dinamica intracelular de célcio é preservada nessa dose

exposta do CAR.

6.6 Contratilidade celular

Diante das alteracdes observadas na relacdo E/A, e das propriedades elétricas
e da sinalizagdo de calcio discutidas acima, decidimos investigar se essas alteragdes
poderiam estar associadas a mudancas intrinsecas na contratilidade dos cardiomidécitos.
Para isso, analisamos trés parametros classicos em midcitos isolados: fracdo de
encurtamento, tempo para 50% da contracdo e tempo para 50% do relaxamento em 1 e 3
Hz.

A forca de contracao celular pode ser definida como a tensao gerada pela célula
em resposta a um estimulo, processo altamente dependente da dinamica intracelular de
calcio (Bers, 2002). Alterac6es na homeostase do calcio intracelular, como reducédo do
influxo por canais L-type, podem resultar em diminuig&do da fracdo de encurtamento celular
e contribuir para disfungdes contrateis e remodelamento cardiaco, incluindo hipertrofia
(Goonasekera et al., 2012).

Entretanto, em nosso modelo, ndo foram observadas diferencas significativas
nos parametros de contratilidade entre os grupos, coerente com a sinalizagcdo de calcio
preservada e a funcdo contrétil no ecocardiograma e Lagendorff. Estes achados sugerem
gue a exposicao oral ao CAR, ao menos nas condi¢des e tempo avaliados, ndo compromete
diretamente a fung&o contrétil basal dos cardiomidcitos.

Considerando o perfil de acdo do CAR como possivel desregulador enddcrino,
também investigamos a literatura sobre o papel de horménios sexuais na contratilidade
miocardica. Estudos demonstram que a ovariectomia pode preservar parametros contrateis
em fases iniciais, mas comprometer a forga contratil em estdgios mais avancados (Paigel et
al., 2011), enquanto a orquiectomia reduz a tensdo maxima desenvolvida pelos

cardiomiocitos (Vutthasathien & Wattanapermpool, 2015). Assim, embora o CAR seja um
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potencial desregulador endécrino, nossos resultados nédo indicam repercussao direta na
contratilidade celular, pelo menos nao via mecanismos hormonais classicos, nas condi¢cbes
testadas.

Na contratilidade, um fator chave para a performance do 6rgdo é a frequéncia
cardiaca. O aumento da frequéncia eleva a funcéo sistélica em condig@es fisioldgicas. Essa
relacdo positiva entre for¢a de contracao e frequéncia estd associada a entrada de célcio, a
sensibilidade e integridade do aparato contratil (Davies et al., 1995; Lamberts et al., 2007).
Em nosso modelo, ndo observamos evidéncias de alteragcbes no aparato contrétil
dependente de frequéncia, tendo em vista o protocolo de contratilidade a 3 Hz ndo haver
alteracdo nos parametros analisados. Assim, associado a preservacdo das medidas de
contratilidade celular, transiente de calcio intracelular, ECO e lagendorff indicam que a
disfuncdo diastélica relacionada a pequenas lesdes multifocais que prejudicam o

funcionamento do coragéo.

6.7 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

No coracao, a producgdo de espécies reativas, seja oxigénio (ROS) ou nitrogénio
(RNS), constitui um fendbmeno intrinsecamente relacionado a atividade metabdlica elevada
dos cardiomiécitos. Mitocéndrias, NADPH oxidases e enzimas do metabolismo do éxido
nitrico representam fontes-chave de ROS e RNS cuja producdo é finamente regulada
(Burgoyne et al., 2012). Essas moléculas exercam fungdes fisiologicas, ao ativar vias de
hipertrofia na adaptacao ao exercicio fisico, biogénese mitocondrial e aumento de defesa
antioxidante. Contudo, seu acumulo excessivo leva ao estresse oxidativo, associado a
disfungdo mitocondrial, morte celular, inflamagdo e fibrose (Bernardo et al., 2018).
Considerando o duplo papel das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio na fisiologia
cardiaca, atuando tanto como sinalizadores celulares quanto como agentes citotéxicos, o
presente estudo buscou investigar sua producédo em cardiomidcitos isolados, utilizando as
sondas fluorescentes DHE (para ROS) e DAF (para 6xido nitrico).

No presente estudo, observamos que a fluorescéncia nao diferiu
significativamente entre os grupos CTR e CAR, sugerindo que a exposic¢ao crénica em dose
baixa do pesticida n&do alterou a disponibilidade global intracelular dessas espécies reativas.
Esses achados sado corroborados pela preservacao da fungéo contratil celular, bem como do
transiente global de célcio. Sabidamente, a maquinaria celular envolvida com a dindmica de
calcio pode sofrer modulagéo pela oxidagdo. O RYR, por exemplo pode sofrer com oxidagao,
0 que desestrutura parte do canal e favorece vazamentos de célcio (Ca leak, em inglés)
(Burgoyne et al., 2012). Como visto, a homeostase de célcio em nosso modelo néo foi

alterada, além de ndo haver faiscas de calcio no transiente.
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Em termos fisioldgicos, Prosser; Ward; Jonathan Lederer, (2013) demonstraram
a importancia para a sinalizacéo celular no cardiomidcito, da formacéo de espécies reativas
por mecanismos mecanossensiveis. A formacdo de ROS e RNS auxilia na pré-carga e
sustentacdo da frequéncia cardiaca. Em nosso modelo, observamos que a contratilidade,
assim como a disponibilidade das espécies, nao foi alterada, o0 que sugere que 0 mecanismo
fisiolégico de formacdo de ROS e RNS no citoplasma néo foi afetado pela exposicao ao
CAR.

Por fim, é importante neste ponto ressaltar uma particularidade do tecido
cardiaco, que é a baixa taxa de regeneracdo (Pasumarthi; Field, 2002). Essa caracteristica
€ crucial para o entendimento da etiologia e progressdo das doencas cardiacas,
particularmente em resposta a perda de células contrateis. Neste sentido, danos ao DNA
sdo um fator determinante para a morte celular. Essa genotoxicidade ja foi descrita em outros
tipos celulares quando expostos a diferentes concentragées do CAR, por exemplo, in vitro
células germinativas e linfocitos tiveram indugéo de aneuplodia, formac¢do de microndcleos
(Pfeil; Dellarco, 2005). Diante dessas observagfes, acreditamos que avaliagdo do possivel
dano ao material genético do cardiomiécito possa ser explorado em outros trabalhos para
uma completa descrigdo dos mecanismos de cardiotoxicidade e sua extensdo induzidas pelo
CAR.

8. Conclusodes

Em sintese, os achados deste estudo demonstram que a exposi¢ao cronica ao
CAR, em dose subclinica e por via oral, produz um conjunto de alteracdes discretas que
sustentam a hipotese de um efeito cardiotoxico subclinico e predominantemente diastdlico.
Embora a funcgéo elétrica global, avaliada pelo ECG, se mantenha preservada, observou-se
no cardiomidcito isolado um atraso na repolarizacdo, sugerindo modulacéo sutil de correntes
de potassio, ainda que insuficiente para gerar repercussao eletrocardiografica detectavel. O
ECO confirmou que a contratilidade sistdlica permanece preservada, ao passo que a
inversdo da relagdo E/A revela prejuizo do relaxamento ventricular, compativel com um
padrao funcional semelhante ao observado em condicdes iniciais de disfuncdo diastdlica.
Em paralelo, o coracao isolado evidenciou que, apesar da funcdo basal estar preservada,
apoés protocolo de isquemia no grupo exposto ao CAR ha piora nos parametros,
acompanhada por maiores areas de tecido isquémico identificadas pelo TTC, reforcando o
conceito de maior vulnerabilidade tecidual. A auséncia de altera¢cfes estruturais evidentes
na histologia cardiaca, contrastando com as lesdes hepaticas observadas mesmo em dose
subclinica, indica que o miocardio ndo sofre dano celular direto marcante, mas

possivelmente apresenta remodelamento subclinico ndo captado pela histologia,
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possivelmente envolvendo alteracdes da matriz extracelular. Assim, o0s resultados
convergem para a hipétese de que o CAR ndo desencadeia cardiotoxicidade manifestada
isoladamente, mas reduz a reserva funcional do coracdo, atuando como fator de risco
silencioso capaz de amplificar danos sob desafios adicionais e exigindo, portanto,
investigagdo aprofundada dos mecanismos celulares e matriciais associados a esse

fendtipo.
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