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DE OLIVEIRA, LUCAS LEONARDO FRANCA. Efeito da nanoparticula de
ferrihidrita contra estresse oxidativo promovido por herbicidas em ratas
Wistar. 2023. 49p. Dissertacédo apresentada ao Programa de P6s-Graduagao em
Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Estadual de Londrina como requisito parcial
a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Fisiologicas, Londrina, 2023.

RESUMO

O Brasil € uma das maiores poténcias agricolas do mundo. Essa elevada
producao se deve ao emprego de agrotoxicos, principalmente os herbicidas. Uma
forma de avaliar efeitos toxicos em seres vivos € por meio do estresse oxidativo,
que é caracterizado por um desbalango a favor de pro-oxidantese contra a
capacidade do organismo em combater suas agbes por meio das defesas
antioxidantes. Trabalhos mostram que o glifosato, Roundup® e a atrazina s&o
capazes de provocar danos oxidativos em lipideos e proteinas pela diminuigdo
das defesas antioxidantes ou aumento de espécies reativas. Neste contexto, as
nanoparticulas de 6xido de ferro, como a ferrihidrita, por terem a capacidade de
adsorver contaminantes, apresentam potencial capacidade de minimizar esses
efeitos. Desta forma, este trabalho avaliou a capacidade de protecdo da
nanoparticula de ferrihidrita contra alteragbes provocadas pelo glifosato,
Roundup® e atrazina. Para isso, 72 fémeas adultas de ratos Wistar foram
organizadas em grupos que receberam os contaminantes ou a ferrihidrita
isolados, ou a associagdo de ambos; o grupo controle recebeu agua de torneira.
O estresse oxidativo foi determinado pelas analises da glutationa reduzida (GSH),
catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST), carbonilagdo proteica (PCO) e
lipoperoxidagao (LPO), nos tecidos hepatico, renal e cerebral e acetilcolinesterase
(AChE) no cérebro. Animais expostos a ferrihidrita isolada apresentaram reduc¢ao
da PCO no figado e diminuicdo da atividade da GST no cérebro. O glifosato
reduziu a PCO no figado e a LPO e PCO no rim e aumentou a concentragédo de
GSH no figado, sendo que a ferrihidrita associada ao glifosato evitou essas
alteragdes. A ferrihidrita evitou a redugao da LPO no rim, mas ndo o aumento da
concentragéo de GSH no cérebro, promovidos pelo Roundup®. A ferrihidrita evitou
a diminuicao da atividade da CAT no rim, mas n&o o aumento da GSH e redugéo
da LPO, no cérebro, promovidos pela atrazina. Nao houve alteracdo de AChE no
cérebro exceto aumento da enzima para o grupo que recebeu a associagédo da
nanopaticula com a atrazina.Sendo assim, conclui-se que a ferrihidrita foi capaz
de evitar parcialmente as alteracbes de estresse oxidativo causadas pelo
glifosato, Roundup® e atrazina.

Palavras-chave: glifosato; atrazina; Roundup®; antioxidante; lipoperoxidagao.
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ABSTRACT

Brazil is one of the greatest agricultural powers in the world. This high production
is due to the use of pesticides, mainly herbicides. One way to assess toxic effects
in living beings is through oxidative stress, which is characterized by an imbalance
in favor of pro-oxidant and against the body's ability to combat its actions through
antioxidant defenses. Studies show that glyphosate, Roundup® and atrazine are
capable of causing oxidative damage to lipids and proteins by reducing antioxidant
defenses or increasing reactive species. In this context, iron oxide nanoparticles,
such as ferrihydrite, due to their ability to adsorb contaminants, have the potential
to minimize these effects. Thus, this work evaluated the protective capacity of the
ferrinydrite nanoparticle against alterations caused by glyphosate, Roundup® and
atrazine. For this, 72 adult female Wistar rats were organized into groups that
received isolated contaminants or ferrihydrite, or a combination of both; the control
group received tap water. Oxidative stress was determined by analysis of reduced
glutathione (GSH), catalase (CAT), glutathione-S-transferase (GST), protein
carbonylation (PCO) and lipoperoxidation (LPO) in liver, kidney and brain tissues
and acetylcholinesterase (AChE) in the brain. Animals exposed to isolated
ferrihydrite showed a reduction in PCO in the liver and a decrease in GST activity
in the brain. Glyphosate reduced PCO in the liver and LPO and PCO in the kidney
and increased the concentration of GSH in the liver, and ferrihydrite associated
with glyphosate prevented these changes. Ferrihydrite prevented the reduction of
LPO, in the kidney, but not the increase in the concentration of GSH, in the brain,
promoted by Roundup®. Ferrihydrite prevented the decrease in CAT activity in the
kidney, but not the increase in GSH and reduction in LPO in the brain, promoted
by atrazine. There was no change in AChE in the brain, except for an increase in
the enzyme for the group that received the association of the nanoparticle with
atrazine. Therefore, it is concluded that ferrihydrite was able to partially avoid the
changes in oxidative stress caused by glyphosate, Roundup® and atrazine.

Key words: glyphosate; atrazine; Roundup®; antioxidant; lipid peroxidation.
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1 INTRODUGAO

O elevado crescimento populacional das ultimas décadas impés a necessidade
de aumentar a producgao de alimentos (RIGOTTO et al., 2014). O Brasil & atualmente
uma das maiores poténcias agricolas do mundo (EMBRAPA, 2018; EMBRAPA, 2022)
e, de acordo com os dados mais recentes da Organizag&do das Nagdes Unidas para a
Alimentacé&o e Agricultura, foi o maior exportador das seguintes commodities em 2021:
soja, café, agucar bruto e cana-de-agucar, algodao e laranja (FAOSTAT, 2023). Essa
elevada producdo se deve a alguns fatores, como: melhoramento genético,
mecanizagdo do campo, ao emprego de transgénicos e, principalmente, a elevada
utilizacdo de agrotéxicos, mesmo sendo danosos em organismos vivos (ARAUJO;
OLIVEIRA, 2016).

A partir de 2008, o Brasil assumiu o posto de maior consumidor mundial de
agrotoxicos (PELAEZ, 2012), onde cada brasileiro € exposto, em média, a 7 litros por
ano dessas substancias (CARNEIRO, 2015). Em 2018, a agricultura brasileira utilizou
549.280,44 toneladas de ingredientes ativos e, no primeiro semestre de 2020, a area
tratada com agrotoxicos cresceu 7,3% (EMBRAPA, 2020). Entre 2016 e 2019 mais de
1200 agrotdéxicos foram registrados, sendo que quase a metade destes estédo
presentes na lista da Pesticide Action Network’s, uma organizag&o ndo governamental
que lista os pesticidas altamente perigosos (DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2020).
Paises em desenvolvimento, como o Brasil, se destacam pela utilizag&o irregular e
excessiva de agrotéxicos (GONCALVES, 2012). Como consequéncia, a populagao é
exposta a diversas classes e quantidades cada vez maiores desses produtos
(CARNEIRO, 2015).

Diante disso, Ramos et al. (2021) avaliaram a saude de agricultores expostos
aos agrotoxicos em municipios da regido centro-oeste do Brasil. Pelo ensaio do
cometa, observou-se maior dano no DNA nos grupos de pessoas expostas aos
contaminantes, de forma direta ou indireta. Lopes e Albuquerque (2018) realizaram
uma revisao sistematica a partir de estudos brasileiros que mostravam os impactos
ambientais e na saude humana provocados pelos agrotoxicos. Os autores
constataram que essas substancias sdo capazes de: alterar a composig¢ao do solo,
contaminar agua e ar, modificar a morfologia de organismos terrestres e aquaticos,
bem como, alterar as fungbes desses organismos dentro do ecossistema.

Concomitantemente, foram observados danos no DNA, aumento nas taxas de
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suicidio, depressado, ansiedade, neoplasias, alteragdes hormonais, malformacdes
congénitas, dentre outros impactos na saude humana.

Os agrotoxicos possuem alvos especificos, sendo classificados em: inseticidas,
fungicidas, herbicidas, nematicidas, acaricidas, rodenticidas, moluscidas e formicidas.
Os herbicidas, representaram cerca de 59,6% do total de agrotdxicos comercializados
no Brasil (IBAMA, 2020). Estes produtos tém a capacidade de inibir o crescimento de
plantas invasoras especificas e até mesmo elimina-las. O principio ativo do herbicida
atua em sitios especificos de vias bioquimicas vitais, diminuindo a atividade de
enzimas, proporcionando um desequilibrio na homeostase dessas plantas (ROMAN,
2007). Por operarem em processos bioldgicos importantes, o excesso de herbicidas
pode afetar a saude humana gerando uma série de danos e estresse oxidativo
(TOWNSON, 1990; VANDENBERG, 2017).

Em 2019, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) divulgou os ingredientes ativos, que compdem os agrotoxicos,
mais comercializados no pais, sendo: o glifosato, o0 mais comercializado, com 207 mil
toneladas, seguido pelo 2,4-D com 45 mil toneladas, e a atrazina com 18 mil toneladas
(IBAMA, 2020).

O glifosato é considerado como moderadamente toxico, classificagédo indicada
pela faixa azul presente na sua embalagem (AMARANTE JR et al.,, 2002). Este
ingrediente ativo é formulado com adjuvantes, como o surfactante polioxietilenoamina
(POEA), sendo que a formulagdo comercial mais conhecida € o Roundup® (VAN
BRUGGEN et al., 2018). A atuagdo do glifosato ocorre na via metabdlica do acido
shikimato, provocando a inibigdo competitiva da 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
sintase (EPSPS), que converte shikimato-3-fosfato em 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato, enzima envolvida na sintese de aminoacidos aromaticos essenciais de plantas
como fenilalanina, tirosina e triptofano (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980; MARCHI;
MARCHI; GUIMARAES, 2008). A inibigdo da EPSPS reduz o controle por
retroalimentagdo negativa resultando em um intenso fluxo de carbono para o
shikimato-3-fosfato, o qual é convertido em shikimato. Como resultado, a morte da
planta invasora pode ocorrer pela insuficiéncia dos aminoacidos essenciais ou pelo
desvio do carbono para a via do shikimato, tornando-o escasso em outras vias
essenciais (DUKE et al., 2008).

A atrazina, age na planta interrompendo o fluxo de elétrons durante o
processo de fotossintese, o que afeta a produgao de glicose. Porém, a interrupgao da
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fotossintese ndo € o suficiente para matar a planta. O fator chave € que, com a
interrupcdo do fluxo de elétrons, esses elétrons levam a formagao de espécies
reativas de oxigénio, os quais provocam a peroxidagao de lipideos das membranas,
sendo este o processo determinante para a morte da planta (MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008).

Estudos utilizando glifosato, Roundup® ou atrazina mostram que esses
contaminantes provocam alteragbes celulares e enzimaticas no sistema nervoso
central (CATTANI et al.,, 2014; CHAVEZ-PICHARDO et al., 2020). Verificam-se
também alteragbes metabdlicas, hormonais, inibicdo de enzimas hepatica (JASPER
et al., 2012) e de estresse oxidativo (DJABER et al., 2020), além de convulsdes,
enjoos, dermatites, teratogenicidade, dificuldade respiratéria e canceres em humanos
e outros mamiferos (TOWNSON, 1992).

Avaliar estresse oxidativo € uma das formas de se identificar presenca de
toxicidade de substancias. Em uma situagéo fisiologica, existe o equilibrio entre o
sistema pro-oxidante, responsavel por formar as espécies reativas de oxigénio (ERO)
e de nitrogénio, e o sistema de defesa anti-oxidante. Quando ha um desbalango a
favor do sistema pro-oxidante, se estabelece o quadro de estresse oxidativo
(NIKINMAA, 2014; PERSSON, 2014). Espécies reativas de sao moléculas que contém
atomos com um ou mais elétrons desemparelhados (JAKUBCZYK et al., 2020). Os
organismos vivos produzem continuamente as ERO e outros radicais livres. As ERO
sdo geradas a partir de mecanismos endégenos como um subproduto da cadeia
respiratoria mitocondrial ou de processos inflamatorios, principalmente em
hepatocitos e macréfagos. Além disso, as ERO podem também ser geradas por
agentes exogenos, como fumaga de cigarro, radiagdo, luz ultravioleta e poluentes
ambientais como os herbicidas (JAKUBCZYK et al., 2020).

Para manter a quantidade de espécies reativas dentro da normalidade, o corpo
possui defesas antioxidantes, que fazem a remocao desses radicais por diferentes
meios, podendo ser divididas em enzimaticas e ndo enzimaticas. A n&o enzimatica &
composta por moléculas como a glutationa-reduzida (GSH) e as vitaminas C e E.
Essas moléculas atuam em conjunto com a defesa antioxidante enzimatica,
representada por enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa-redutase (GR) e glutationa-peroxidase (GPx) (LOPEZ-ALARCONA;
DENICOLA, 2013; NIKINMAA, 2014; BURELLA, 2018). Além disso, outra molécula
importante é a glutationa-S-transferase (GST) que consiste em um grupo de enzimas
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detoxificantes polimorficas de fase Il envolvidas na biotransformacao, catalisando a
conjugagao da GSH a metabdlitos enddégenos e exdgenos, facilitando a sua excregéo,
além de também possuir atividade peroxidase (PRABHU et al., 2004; HAYES et al.,
2005).

Danos oxidativos provocados por radicais livres podem ocorrer em
biomoléculas, como lipidios de membrana, pelo aumento da concentragcdo de
malondialdeido (MDA), em proteinas, pelo aumento da carbonilagdo protéica (PCO) e
em acidos nucleicos. As condigdes do estresse oxidativo estdo associadas como
origem ou consequéncia em mais de 100 doengas como Parkinson, Alzheimer,
esclerose lateral amiotréfica, enfisema, doengas cardiovasculares (MAULIK; 2013),
inflamatorias e em neoplasias (GUTTERIDGE, 1993). Com isso, o numero de
publicacdes com estudos mostrando o papel dos marcadores do estresse oxidativo
em diversas doencas humanas é crescente, tornando essas analises extremamente
relevantes para determinar a extenséo e a natureza dos danos oxidativos (FRIJHOFF,
2015).

Outro importante marcador para avaliar toxicidade de substancias € a
metabolizacdo da acetilcolina (LIONETTO et al., 2013). Este neurotransmissor
desempenha um papel essencial no comportamento, com sistemas colinérgicos do
prosencéfalo envolvidos em processos importantes como, atencdo, memoria,
aprendizado e ciclo sono-vigilia (SARTER; BRUNO, 1997). A acetilcolina participa,
também, dos mecanismos de atividade motora voluntaria e do comportamento motor
(SERGUTINA; RAKHMANOVA, 2014) sendo o principal neurotransmissor nas
jungdes neuromusculares. A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase
(BChE) sdo as mais importantes enzimas da familia colinesterase. Essas enzimas
estdo presentes nas fendas sinapticas que catalisam a degradagédo a acetilcolina,
impedindo que novas moléculas se liguem aos receptores. Herbicidas podem afetar a
atividade da AChE, afetando a funcdo sinaptica (NIKINMAA, 2014), provocando
estimulacdo excessiva, tendo como efeitos: depressao respiratdria, salivagao,
broncoespasmos e bradicardia (MARRS,1993).

Aplicando estes conceitos aos herbicidas, Mili¢ et al. (2018) verificaram, em
ratos Wistar, que a exposigdo de 10 mg/kg de glifosato durante 28 dias provocou
danos no DNA de células hepaticas e de leucdcitos, diminuigao significativa de GSH
e aumento da atividade da GPx no figado. Neste mesmo estudo, doses menores de
glifosato (0,1 e 0,5 mg/kg) provocaram diminuicdo de AChE. Turkmen et al. (2019)
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avaliaram os efeitos do glifosato em ratos Wistar em doses diarias de 375 mg/kg
durante 56 dias. Os pesquisadores observaram que o glifosato provocou redugao de
GSH, SOD e CAT nos tecidos nervoso, cardiaco, hepatico e renal, caracterizando
diminuicdo das defesas antioxidantes. Del Rio (2005) constatou aumento na
concentracdo de MDA, o qual é derivado da peroxidagdo de acidos graxos poli-
insaturados. Este fendbmeno foi observado nesses mesmos tecidos e também no
sangue, indicando lipoperoxidagao.

Peixoto (2005) comparou os efeitos do glifosato e do Roundup® na fosforilagao
oxidativa mitocondrial, verificando que as alteragdes provocadas pelo Roundup® nao
podem ser exclusivamente atribuidas ao ingrediente ativo, o glifosato. Isso se deve a
outras substancias como o surfactante POEA, que é utilizado para aumentar a eficacia
do herbicida (COX; SURGAN, 2006), favorecendo a difusdo do glifosato pela cuticula
da folha (LIU, 2004). Alguns estudos sugerem que o POEA tenha efeitos toxicos,
sendo inclusive considerado até trés vezes mais toxico que o proprio glifosato
(NAVARRO; MARTINEZ, 2014).

Neste contexto, Owagboriaye et al. (2019) mostraram que ratos Wistar tratados
por 12 semanas com doses diarias de 3,6 mg/kg, 50,4 mg/kg e 248,4 mg/kg de
Roundup® apresentaram diminuigdo na concentragdo de GSH para o grupo de dose
maxima, reducédo na atividade da CAT, bem como da BChE, enzima com fungao
semelhante a da AChE, em todos os grupos e aumento da lipoperoxidagdo dose-
dependente. Além disso, Djaber et al. (2020), utilizando ratos Wistar que receberam
doses de 269,9 mg/kg de Roundup® por 30 dias, observaram diminuigdo de defesas
antioxidantes enzimaticas e ndo-enzimaticas, como CAT, GPx, SOD, GST, GSH e
vitamina C. Somado a isso foi constatado na concentragdo de MDA e elevacéo da
carbonilagdo proteica no figado e nos rins desses animais. Corroborando as
observacgdes anteriores em outros organismos diferentes de mamiferos, De Melo et
al. (2020) observaram diminui¢cdo na transcricdo das enzimas SOD, CAT e GST em
Macrobrachium potiuna machos e fémeas expostos a 0,28 mg/L de Roundup® durante
14 dias.

Liu et al. (2014) observaram no tecido renal de ratas Wistar, que receberam
125 mg/kg de atrazina durante 28 dias, aumento da concentragéo de 6xido nitrico e
reducdo da atividade da CAT, SOD e da GPx, demonstrando indu¢édo de estresse
oxidativo pelo contaminante. Campos-Pereira et al. (2012) também verificaram
estresse oxidativo, lipoperoxidagédo no figado e degeneragao tecidual, em fase inicial,
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apos 14 dias de gavagem de 400 mg/kg de atrazina em ratos Wistar. Além dessas
alteragdes, foi também observada genotoxicidade com doses de 300 mg/kg, por 7 dias
de atrazina (SINGH et al., 2008). Assim como os autores anteriormente constataram,
Abarikwu (2014) observou que houve diminuicdo da atividade de enzimas
antioxidantes SOD e CAT e aumento na concentracado de MDA no cérebro, rins e
figado de ratos Wistar submetidos a administragao de 120 mg/kg de atrazina.

Apods avaliar todos esses estudos, foi possivel observar a amplitude, a extensao
e natureza dos efeitos toxicos causados por herbicidas, em especial, pelo glifosato,
Roundup® e atrazina, investigados por meio de diferentes doses e modelos
experimentais. Dessa forma, uma molécula ou um conjunto de moléculas que possa
oferecer protegao contra esses efeitos toxicos € de extrema importancia.

Nanoparticulas de 6xido de ferro tém se mostrado promissoras como potenciais
remediadoras de contaminantes ambientais (GUTIERREZ; DZIUBLA; HILT, 2017),
como os herbicidas. Devido ao seu pequeno tamanho (1-100 nm), essas
nanoparticulas possuem alta raz&o superficie/volume, reatividade e elevada
capacidade de adsor¢cdo (PEREIRA et al., 2019) para uma série de herbicidas
(SCHWANDT et al., 1992) como as imidazolinonas (LEONE et al., 2001), a atrazina
(PROCOPIO et al., 2001) e o glifosato (ORCELLE et al., 2018).

Hematita (a-Fe203), maghemita (¥-Fe2O3) e magnetita (FezO4) séo
nanoparticulas de 6xido de ferro que tem sido estudadas. Resultados mostram que
elas possuem a capacidade de cruzar membranas e barreiras biologicas. Sendo
importantes para alcancgar locais especificos do corpo sob acdo de um campo
magneético (MODY, 2014), depdsitos amiloides cerebrovasculares (PODUSLO, 2011),
inibir células microgliais (GLAT, 2013), transportar farmacos (XIONG et al., 2015) e
aumentar o contraste na ressonéncia magnética (KIM et al., 2015). Entretanto,
dependendo da dose, podem ocasionar citotoxicidade (LEE et al., 2010). Ao entrar
nas células, os lisossomos degradam as nanoparticulas liberando o seu conteudo de
ferro que, pela reacédo de Fenton pode agir como catalisador na formagao das ERO e,
portanto, no aumento do estresse oxidativo (VOLATRON et al., 2017; YARJANLI et
al., 2017).

Nesse contexto, Alarifi et al. (2014) avaliaram os efeitos das nanoparticulas de
magnetita em células de cancer de mama humano, da linhagem MCF-7. Essas
nanoparticulas foram diluidas no meio de cultura celular nas concentragdes 10, 30,

60, e 120 uyg/mL. Os autores observaram que houve deplegdo de GSH, SOD e CAT,
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e elevacgao da lipoperoxidagao com o aumento das concentragdes de magnetita, bem
como aumento de danos no DNA celular. A danificagcdo do material genético poderia
levar a carcinogénese e até mesmo a morte celular. Zhu et al. (2017) avaliaram os
efeitos de 100-600 mg/L da nanoparticula de hematita em culturas de Saccharomyces
cerevisiae, por 24 horas. Os autores observaram diminuigdo da viabilidade celular e
do potencial de proliferagdo, o qual foi seguido por morte celular. Isso se deve ao
aumento significativo na atividade enzimatica da SOD, CAT e GPx.

Em contrapartida, ha outra nanoparticula de éxido de ferro que tem despertado
interesse, a ferrihidrita (FesOHs 4H20). Ela esta presente no meio ambiente, sendo
muito abundante, tanto no solo quanto no corpo humano, compondo o nucleo da
ferritina, proteina responsavel pelo armazenamento de ferro no organismo (CHILOM
et al., 2020; SVOBODOVA et al., 2020). Sabe-se que essa nanoparticula possui uma
das maiores areas superficiais (200 a 400 m?/g), sendo maior que a de outros éxidos
de ferro (<100m?/g); isso faz com que a ferrihidrita possua uma grande capacidade de
adsorver moléculas organicas (PEREIRA et al., 2019) e de coprecipitar ions, sendo
utilizada para remover contaminantes industriais e ambientais (WEATHERILL et al.,
2016).

As propriedades fisico-quimicas da ferrihidrita tornam-na uma forte candidata
para a remediagdo ambiental. Neste contexto, a atrazina, o glifosato e o Roundup®
demonstram ser altamente toxicos e a nanoparticula ferrihidrita pode ser uma possivel
remediadora dos efeitos deletérios desses herbicidas. S&o raros os estudos
descrevendo o papel protetor de nanoparticulas sobre agentes tdéxicos, como
herbicidas em animais de experimentagdo, avaliando o estresse oxidativo. Sendo
assim, trabalhos que avaliem o papel da ferrihidrita em parametros do estresse
oxidativo em animais que receberam os herbicidas sdo essenciais para agregar

conhecimento ao meio cientifico.

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em ratas Wistar, se a nanoparticula de
ferrihidrita é eficaz em evitar os efeitos tdxicos provocados pelos contaminantes
glifosato, Roundup® e atrazina, por meio da quantificagido de pardmetros que avaliam
a defesa antioxidante e danos oxidativos.

2.2 Objetivos especificos
Por meio da administracdo dos contaminantes e da ferrihidrita isoladamente ou

na associacio de ambos, avaliou-se:

a) concentracdo ou atividade das defesas antioxidantes, para determinar a

capacidade do organismo em eliminar as espécies reativas;
b) danos teciduais pelas analises de lipoperoxidagao e carbonilagao proteica, com o

intuito de determinar a extensdo dos danos causados pelos contaminantes e a

possivel protecdo provocada pela nanoparticula.

3 METODOLOGIA
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3.1 Animais

Para este trabalho, foram utilizadas 72 ratas da linhagem Wistar, pesando entre
240 e 260 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
(UEL). As ratas foram mantidas no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas (CIF), em gaiolas individuais, por 5 dias para adaptac&o antes do inicio
dos experimentos, em ambiente controlado de luz (ciclo 12 h claro/escuro) e
temperatura (22 £ 2 °C) e com alimento e agua ad libitum. Todos os experimentos
foram realizados no LaFiNeM - Laboratério de Fisiologia Neuroenddcrina e
Metabolismo, do CIF, sempre entre 9 e 11 h da manha para minimizar as interferéncias
do ciclo circadiano dos animais. Este protocolo foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da UEL (CEUA: protocolo n°. 057.2021, OF.CIRC.CEUA n°
11/2022, Anexo 1).

3.2 Nanoparticula

A nanoparticula de 6xido de ferro - ferrihidrita (FesOHg 4H20) - foi sintetizada
em agua destilada (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003), caracterizada e analisada
por diferentes técnicas fisico-quimicas (CANHISARES-FILHO et al., 2015) pelos
laboratorios: Quimica Prebiotica (LQP-UEL), Fisica Nuclear Aplicada (LFNA-UEL),
Espectroscopia (SPEC-UEL) e Agronomia Experimental (UEM), apresentando
tamanho menor que 200 nm, area superficial entre 200-400 m2.g™" e pHpzc entre 6,4-
8,5 (PEREIRA et al., 2019).

A ferrihidrita, dissolvida em agua de torneira, foi administrada via gavagem na
dose de 1000 mg/kg peso corpéreo isolada ou associada aos herbicidas.
Considerando que o glifosato interage fortemente com a ferrihidrita, que 80% desta
interacao é como um complexo de esfera interna e que os grupos fosfato e amina estao
envolvidos, a dose da nanoparticula foi escolhida baseada nessa capacidade adsortiva

para garantir boa adsorgéo aos herbicidas (PEREIRA et al., 2019).

3.3 Herbicidas

Foram adquiridos na ADAMA Brasil (Londrina, PR), o glifosato, na forma de sal
puro, e o herbicida Roundup® Original (Monsanto do Brasil, LTDA), composto de 480
g/L de sal de isopropilamina de glifosato, 360 g/L de equivalente acido de n-
fosfonometil-glicina (glifosato) e 684 g/L de ingredientes inertes. O formulado da
atrazina  (6-cloro-N2-etil-N4-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-diamina), Gesaprim 500
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CibaGeigy, possuindo 500 g/L do principio ativo atrazina e 600 g/L de ingredientes
inertes em sua composicao.

As doses dos herbicidas, o numero de animais por grupo, a via de
administragdo e o volume administrado (0,4 mL/100 g peso corpéreo) basearam-se
nos protocolos de avaliacdo de toxicidade do Guideline Test No.423: Acute Oral
toxicity - Acute Toxic Class Method elaborado pela Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD, 2001) e do Guideline on Repeated Dose
Toxicity elaborado pela European Medicines Agency (EMA, 2010).

Previamente, foram realizados testes piloto com doses menores (100, 300 e
600 mg/kg) dos herbicidas, conforme indicado no guideline elaborado pela OECD
(2001). Porém, ndo foram observadas alteragdes significativas em relag&o ao controle.
Como o objetivo do trabalho € averiguar o papel protetor da nanoparticula de
ferrinidrita, é necessario, que haja alteragbes provocadas pelo herbicida e pelos
formulados a fim de se avaliar esse efeito protetor. Com isso, optou-se pela dose de
1000 mg/kg, valor este que consta no guideline da EMA (2010) e que € a metade da
dose maxima indicada pela OECD (2001). Além disso, foi usada a mesma dose entre
o herbicida glifosato e os formulados Roundup® e atrazina a fim de se permitir as
comparagdes entre o herbicida e os formulados. Por fim, outro ponto observado no
piloto é que, apos 4 dias, a mortalidade dos grupos era muito elevada comprometendo
a analise estatistica do estudo. Assim, as quatro administracdes e a dose foram
escolhidas a fim de provocar algum grau de mortalidade entre os animais, fato este
recomendado pelo guideline da OECD (2001), e alterar os pardmetros avaliados neste

trabalho.

3.4 Protocolo experimental

As ratas foram submetidas a gavagem, sempre entre 9 e 11 h, uma dose unica
por dia, durante 4 dias consecutivos,constituindo 8 grupos, com 9 animais cada, sendo
eles:
- Glifosato (grupo G), 1000 mg/kg de peso corporeo;
- Formulado a base de glifosato-Roundup® (grupo R), 1000 mg/kg de peso corporeo;
- Formulado a base de atrazina (grupo A),1000 mg/kg de peso corpéreo;
- Ferrihidrita (grupo F), 1000 mg/kg de peso corporeo;
- Ferrihidrita associada ao glifosato (grupo FG), 1000 mg/kg de peso corporeo de

cada substancia;
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- Ferrihidrita associada ao formulado a base de glifosato- Roundup® (grupo FR), 1000
mg/kg de peso corporeo de cada substancia;
- Ferrihidrita associada ao formulado a base de atrazina (grupo FA), 1000 mg/kg de
peso corpéreo de cada substancia.
Todas as solugdes foram administradas utilizando cénula de gavagem

apropriada para ratos (agulha-canula de gavagem para roedores, Insight Ltda., SP).

3.5 Eutanasia

Todos os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacéo, 24 h apds a
ultima gavagem. Coletou-se o sangue em tubos heparinizados, os quais foram
centrifugados a 14.000 x g por 20 min e o plasma obtido foi armazenado em freezer
(-20 °C). Foram também retirados os seguintes 6rgdos: lobo médio do figado, rime
encéfalo com a retirada da porgdo imediatamente caudal do bulbo, apds o cerebelo;
esses oOrgdos foram armazenados em freezer a -86 °C e posteriormente destinados

as analises de estresse oxidativo.

3.6 Analises bioquimicas do estresse oxidativo

Todas as analises bioquimicas do estresse oxidativo foram realizadas no LEFA
Laboratorio de Ecofisiologia Animal da UEL. Os tecidos hepatico, renal e nervoso
foram pesados e homogeneizados em tampao fosfato de potassio (0,1M; pH 7,0), na
diluicdo 1:10, centrifugados (20 min, 14.700 x g, 4 °C) e o sobrenadante separado e
utilizado para as analises descritas nos itens posteriores. Os resultados foram
expressos em gramas (g) de proteina (prot), a qual foi determinada pelo método de
Bradfort et al. (1976).

3.6.1 Antioxidante ndo enzimatico

A concentracao de GSH foi mensurada pela reagao da glutationa com 0 5,5’-
ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB), formando o tiolato (TNB) de cor amarelada,
sendo determinado em 412 nm. A concentragdo de GSH foi expressa em ug GSH.g
prot”, a partir de uma curva padrao para GSH (BEUTLER et al., 1963).
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3.6.2 Enzimas antioxidantes
Foram determinadas nos tecidos as enzimas GST e CAT. A atividade da GST
foi medida pela complexagdo da GSH com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), em
340 nm, sendo expressa em nmol CNBD conjugado min-'.g prot' (KEEN et al., 1976).
A atividade da CAT se deu pela velocidade de decomposicdo de perdxido de
hidrogénio (H202) pelo decréscimo da absorbancia, em 240 nm, sendo expressa em
umol H202.min".g prot™' (BEUTLER et al., 1963). A atividade da CAT n&o foi medida

no tecido nervoso.

3.6.3 Lipoperoxidagao (LPO)

O grau de peroxidagdo lipidica ou lipoperoxidagcdo (LPO) tecidual foi
determinado pela concentracdo de MDA no tecido, sendo medida pelo ensaio das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), segundo Federici et al. (2007).
A concentragdo de MDA foi expressa em pmol.g prot™, a partir de uma curva padrio
para LPO.

3.6.4 Carbonilagao proteica (PCO)

O dano oxidativo as proteinas foi mensurado pelo teor de proteina carbonil
(PCO), determinado segundo Levine et al. (1994), por meio da reagdo da 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH) com proteinas caboniladas formando dinitrofenil-
hidrazona, que pode ser detectada a 360nm, sendo sua concentragdo expressa em
nmol.carbonil.g prot™.

3.6.5 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi determinada com base no método calorimétrico de
Ellman et al.(1961) adaptado para leitura em microplaca, de acordo com Alves Costa
et al. (2007). A atividade da enzima foi determinada pela quantificagdo do produto da
reagao da acetilcolina com 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), em 415 nm. A
atividade da enzima foi expressa em nmol DTNB.min~'.g prot™'.

3.7Andlise estatistica

Nos dados que atenderam aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade, foi utilizado o teste ANOVA one-way. Nos dados em que o teste
ANOVA indicou diferenga entre as médias, foi utilizado o pés-teste Student Newman
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Keuls (SNK). Os resultados obtidos pelo teste paramétrico foram expressos em média
t erro padrdo da média (E.P.M.) e representados por graficos de barras.No caso nos
quais os dados nao atenderam os pressupostos, foi utilizado o teste ndo paramétrico
Kruskal Wallis seguido do pods-teste de Dunn. Estes resultados foram expressos em
graficos de boxplot como mediana, primeiro e terceiro quartis. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da nanoparticula de ferrihidrita

A nanoparticula de 6xido de ferro ferrihidrita isolada provocou alteracdes
pontuais durante o periodo estudado, sendo elas, diminuigdo da carbonilagcéo proteica
(p<0,05) no figado (figura 1) e redugado (p<0,05) da atividade da enzima GST no

cérebro (figura 3).

4.2 Efeito do glifosato e da associagao de ferrihidrita com glifosato

O glifosato promoveu redugédo da PCO (p<0,05) no figado (figura 1), aumento
da concentragédo de GSH (p<0,001) e diminuigdo da concentragcao de MDA (p<0,001)
e de PCO (p<0,05) no rim (figura 2). A associagdo com a nanoparticula evitou essas
alteragdes (figuras 1 e 2). Porém, o grupo FG apresentou redugédo da atividade da
CAT (p= 0,004) e da GST (p<0,05) no rim (figura 2).

4.3 Efeito do Roundup® e da associagio de ferrihidrita com Roundup®

Observou-se efeitos do Roundup® no rim (figura 2), pela diminuigdo da
concentracdo de MDA (p=0,003), e no cérebro (figura 3), pelo aumento da
concentragdo de GSH (p<0,05). A associagdo com a ferrihidrita ndo evitou o aumento
de GSH (p<0,05) no cérebro (figura 3) e, no rim (figura 2), apesar da associagéo
provocar redugéo da atividade da CAT (p=0,01), a nanoparticula foi capaz de evitar a
reducdo da concentragdo de MDA promovida pelo Roundup®.

4.4 Efeito da atrazina e da associacao de ferrihidrita com atrazina

No rim (figura 2), a atrazina promoveu diminuicdo da atividade da CAT (p=0,002)
e no cérebro (figura 3) promoveu aumento na concentracdo de GSH (p<0,05) e
diminuigdo na de MDA (p<0,05). A associagao evitou a redugao da atividade da CAT no
rim (figura 2), mas ndo evitou as alteragdes de GSH ou MDA no tecido nervoso (figura 3).
Ainda, grupo FA apresentou diminui¢gdo da concentragéo de PCO (p<0,05) no rim (figuras
2) e aumento (p<0,05) da atividade da enzima AChE no cérebro (figura 3).

Todos os resultados descritos acima estdo compilados em uma unica tabela
(tabela 1). Nesta tabela, pode-se observar os efeitos do glifosato, Roundup®, atrazina
e ferrihidrita isolados ou em associagao, nos diferentes tecidos analisados frente aos

parametros avaliados.
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Figura 1. Valores no tecido hepatico de glutationa-reduzida (GSH), glutationa-S-
transferase (GST), catalase (CAT), malondialdeido (MDA) e proteina carbonil (PCO)
de ratas que receberam, via gavagem, dose unica diaria (1000 mg/kg de peso
corporeo), por 4 dias, de agua de torneira (C, controle), nanoparticula de ferrihidrita
(F), glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A) ou a combinagao da nanoparticula com
os herbicidas. Graficos de barras: média £ EPM. Graficos boxplot. mediana, primeiro
e terceiro quartis. *Diferente do grupo C. #Diferente do respectivo grupo somente com

herbicida.
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Figura 2. Valores no tecido renal de glutationa-reduzida (GSH), glutationa-S-
transferase (GST), catalase (CAT), malondialdeido (MDA) e proteina carbonil (PCO)
de ratas que receberam, via gavagem, dose unica diaria (1000 mg/kg de peso

corporeo), por 4 dias, de agua de torneira (C, controle), nanoparticula de ferrihidrita
(F), glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A) ou a combinagdo da nanoparticula com
os herbicidas. Graficos de barras: média tEPM. *Diferente do grupo C. #Diferente do

respectivo grupo somente com herbicida.
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Figura 3. Valores no tecido nervoso de glutationa-reduzida (GSH), glutationa-S-
transferase (GST), malondialdeido (MDA), proteina carbonil (PCO) e
acetilcolinesterase (AChE) de ratas que receberam, via gavagem, dose unica diaria
(1000 mg/kg de peso corpéreo), por 4 dias, de agua de torneira (C, controle),
nanoparticula de ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A) ou a
combinagao da nanoparticula com os herbicidas. Graficos boxplot: mediana, primeiro
e terceiro quartis. *Diferente do grupo C. #Diferente do respectivo grupo somente com

herbicida.
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Tabela 1. Compilagédo dos resultados obtidos em tecidos de ratas Wistar:
glutationa-reduzida (GSH, ng GSH.g prot'), glutationa-S-transferase
(GST, nmol CDNB conjugado.min-'.g prot'), catalase (CAT, pmol
H202.min"'.g prot'), malondialdeido (MDA, umol.g prot'), proteina
carbonil (PCO, nmol carbonil.g prot') e acetilcolinesterase (AChE, nmol
DTNB.min'.g prot").
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As ratas receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corpdreo) unica
diaria, por 4 dias, de agua de torneira (C, controle), nanoparticula de ferrihidrita
(F), glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A) ou a combinag&o da nanoparticula
com os herbicidas. ---: parametro ndo avaliado. =: semelhante ao controle.

1: aumento em relagédo ao controle. |: redugdo em relagdo ao controle.
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5 DISCUSSAO

Observando a capacidade da nanoparticula de ferrihidrita em proteger contra
os efeitos toxicos causados pelos contaminantes: glifosato, Roundup® e atrazina,
verificou-se que a nanoparticula isolada ndo provocou alteragdo na grande maioria
dos parametros avaliados como GSH, CAT e LPO. As unicas alteracbes observadas
foram no figado, com a redugao de PCO, e no cérebro, com a redugao da atividade
da GST.

Sao raros os estudos sobre nanoparticulas de 6xido de ferro e o estresse
oxidativo na literatura em modelos animais de experimentagdo, sendo mais comuns
em culturas de células. Nestes trabalhos, observa-se que, em grande parte deles, as
nanoparticulas apresentaram toxicidade. Por exemplo, Zhu et al. (2017) estudaram
culturas de Saccharomyces cerevisiae tratadas com 100-600 mg/L de nanoparticulas
de hematita. Os autores observaram que ocorreu aumento da formacédo de ERO e
aumento da atividade de enzimas antioxidantes como a CAT, um importante indicador
do estresse oxidativo. Além disso, constataram que essas altera¢des levaram a morte
celular programada dessas bactérias. Alarifi et al. (2014) expuseram células de cancer
humano (MCF-7) a diferentes concentragbes (10, 30, 60, e 120 ug/mL) de hematita
durante 24 horas. Os pesquisadores observaram que houve deplecao de GSH e CAT,
bem como elevacédo da LPO por meio do aumento das concentracdes de MDA, em
todas as doses, indicando o estresse oxidativo induzido pela nanoparticula. Utilizando
uma metodologia com ratos Wistar, Dora et al. (2021) avaliaram a prote¢cdo da
quercetina, um flavonoide que possui propriedades antioxidativas, contra efeitos
toxicos de nanoparticulas de cloreto de ferro (l11). Para isso os autores injetaram doses
de 50 mg/kg de peso corporeo das nanoparticulas por via intraperitoneal associadas
ou ndo a quercetina. Com isso, verificou-se aumento da concentracdo de MDA e
diminuicdo de GSH em tecido nervoso. Esses efeitos das nanoparticulas
mencionados acima possivelmente estdo relacionados as reagdes de Fenton, uma
vez que, por meio delas, podem ser geradas as ERO. Conforme descrito nesta reacéo,
o Ferro (Fe?*), em ambiente natural e bioldgico, reage com o H>O; produzindo o radical
OH, o qual agride lipideos resultando na sua peroxidagdo (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989).
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No presente estudo observou-se a reducéo da atividade da GST nas ratas que
receberam doses de ferrihidrita. Hermes-lima e Storey (1993) observaram, in vitro,
que a atividade dessa enzima foi inibida pela presenca de agentes oxidantes, como o
-OH, H202 e o Fe?*. O aumento de ferro no cérebro provocado pela nanoparticula
pode ser descartado visto que trabalho de Tsutsui (2022), utilizando a mesma dose
de ferrihidrita durante 4 dias em ratas Wistar, ndo observou alteragdo na concentragao
deste metal no tecido nervoso em relagdo ao grupo controle. Desta forma, pode-se
propor que ocorreu uma elevagéo nas concentragdes de outros agentes oxidantes,
como o -OH e o H202, o que é um indicativo, portanto, de estresse oxidativo. Com
relacdo a diminuicdo da concentracdo de PCO, sabe-se que proteinas levemente
oxidadas, por se tornarem alvos do sistema ubiquitina-proteassoma, sdo mais
suscetiveis a degradagao proteolitica e sdo rapidamente degradadas (GRUNE et al.,
2003). Desta forma, a diminuigdo da PCO observada neste estudo pode estar
relacionada ao aumento da degradacgao de proteinas levemente oxidadas, o que € um
indicativo de um quadro de estresse oxidativo. Com isso, podemos propor que as
alteragdes provocadas pela nanoparticula de ferrihidrita no figado e no cérebro s&o
indicativos de estresse oxidativo, ainda que de baixa intensidade, fato este reforcado
pela nao elevagao da concentragcao de MDA.

Em relagao ao glifosato, observou-se que, no figado, ocorreu redugao de PCO
e, no rim, aumento de GSH e reducdo de MDA e de PCO. Trabalhos da literatura,
como o de Larsen et al. (2012), avaliaram os efeitos hepaticos e renais em ratos Wistar
que receberam, por meio da agua de consumo, glifosato nas doses de 0,7 ou 7 mg/L
durante 30 e 90 dias. Observou-se que houve aumento da concentracdo de GSH
hepatica e redugcdo da LPO em todos os grupos que receberam o herbicida,
fenbmenos esses semelhantes aos observados no presente trabalho. Um outro
estudo observou que, em organismos aquaticos, o aumento da sintese de GSH foi
reportado como uma resposta adaptativa decorrente de estresse oxidativo moderado
(SLANINOVA, 2009). Tal resposta ocorreria por meio da indugdo da enzima y-
glutamil-cisteina sintetase, a qual controla a biossintese de GSH no citoplasma
(LASH, 2005).

Com relacdo a diminuicdo de MDA observada neste estudo, Garcia et al. (2020)
observaram que peixes lambari (Astyanax altiparanae) expostos a oleo diesel
apresentaram diminuicdo da concentracdo de MDA no figado. A hipotese inicial era

de que haveria um incremento nas defesas antioxidantes, o que levaria a uma menor
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formagao de MDA. Todavia a atividade da GPx e da CAT n&o estavam alteradas, o
que permitiu descartar esta hipotese. Outro fato observado foi que a concentragcéo de
hidroperoxidos lipidicos, ou seja, os precursores do MDA, também n&o estava
alterada. Desta forma, foi possivel constatar que o diesel ndao provocou
lipoperoxidagdo nos peixes. Por fim, foi observado aumento na atividade da enzima
aldeido desidrogenase (ALDH), enzima que oxida o MDA formando CO. e H2O
(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991). Desta forma, os autores propuseram
que a diminuigao das concentragcées de MDA no figado dos peixes expostos ao diesel
estava relacionada ao aumento do seu metabolismo pela ALDH. A partir dos
resultados de Garcia et al. (2020), pode-se propor que uma das possiveis razdes para
a concentracdo de MDA estar reduzida no presente trabalho é pelo fato de a atividade
da ALDH estar elevada. Avaliagcbes futuras quantificando esta enzima se tornam
importantes.

Com base em todos os fatos abordados em relagdo ao glifosato e que a
reducdo de PCO é um indicativo da presenca de espécies reativas, pode-se afirmar
qgue o herbicida provocou estresse oxidativo no tecido hepatico e no renal.

A associagao da nanoparticula com o glifosato foi capaz de impedir todas as
alteragdes provocadas pelo herbicida, tanto no rim quanto no figado. Todavia, o grupo
FG provocou outras alteragdes no tecido renal, como reducéo da atividade da CAT e
da GST. Ainibicao da atividade da CAT pode ser causada pelo aumento de H-O> e/ou
de radicais superoxido (RUAS et al., 2008). Por outro lado, a redugéo da atividade da
GST, pode ter ocorrido pela presenca de radicais livres ou mesmo pela presenga de
ferro oriundo na ferrihidrita (HERMES-LIMA; STOREY, 1993). Desta forma, é possivel
afirmar que no figado, mas n&o no rim, a nanoparticula exerceu papel protetor.

Em relagdo ao Roundup®, observou-se no rim diminuigdo da concentragdo de
MDA e aumento de GSH no cérebro. Existem, na literatura, muitos estudos
comparando as agdes do glifosato e do Roundup®. EI-Shenawy (2009), por exemplo,
pela exposigdo de ratos Wistar a 269,9 mg/kg de peso corporeo de Roundup® e a
134,95 mg/kg de peso corporeo de glifosato, por via intraperitoneal durante 14 dias,
observou diminuicdo da GSH e o aumento da LPO no figado com ambos os
contaminantes. O autor menciona que o Roundup® proporcionou uma maior elevagao
da LPO em relag&o ao glifosato, indicando que esta formulagdo € um maior disruptor
das defesas antioxidantes. Outro trabalho, produzido por Owagboriaye et al. (2019),

também comparou os dois contaminantes. Os pesquisadores avaliaram ratos Wistar
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expostos a doses (3,6; 50,4 e 248 mg/kg de peso corporeo) de glifosato e Roundup®
por via oral durante 12 semanas. Verificaram que os contaminantes foram capazes de
aumentar, no sangue, a concentragdo de GSH, mas s6 o Roundup®, de maneira dose
dependente, provocou deplecdo da CAT e aumento da LPO. Dados prévios do
laboratério também indicam maiores alteragdes do Roundup® em relagéo ao glifosato
em parametros plasmaticos e metabdlicos (TAKASUMI, 2017; TSUTSUI 2022). De
maneira interessante, os dados acima diferem dos achados deste trabalho, ja que o
glifosato foi capaz de alterar 2 vezes mais indicadores que o préprio Roundup®.
Todavia, vale destacar que o aumento da concentragdo de GSH apresentada pelo
grupo R € um indicativo de estresse oxidativo conforme mecanismo ja explicitado
anteriormente (SLANINOVA et al., 2009). Com isso, o formulado foi capaz de induzir
o estresse oxidativo no cérebro.

Com relag&o ao grupo FR, a nanoparticula n&o evitou o aumento de GSH no
cérebro. No rim, apesar de a associacao ter evitado a reducdo da concentracédo de
MDA, ela provocou redugdo da atividade da CAT. Isso mostra que, além de a
associagao com a ferrihidrita n&o ter impedido o estresse oxidativo no cérebro, o grupo
FR provocou também estresse oxidativo nos rins. Isso demonstra que a ferrihidrita é
inadequada para proteger contra o Roundup® tomando como base os paradmetros
analisados neste estudo.

O terceiro contaminante avaliado foi a atrazina. Para os animais que receberam
este contaminante, observou-se alteragbes semelhantes aos que receberam glifosato
ou Roundup®. Sabe-se que a atrazina, assim como outros xenobidticos podem gerar
as ERO e a avaliacao de lipoperoxidacédo € considerado um importante indicador de
estresse oxidativo (COCUZZA, 2007). Verificou-se, no rim, reducdo de CAT e, no
cérebro, aumento de GSH e diminuicdo de MDA. Com base nos mecanismos ja
descritos, é possivel observar que a atrazina provocou estresse oxidativo tanto no rim
quanto no ceérebro. Singh et al. (2010), utilizando ratos Wistar que receberam doses
de 300 mg/kg de peso corporeo de atrazina por 7, 14 e 21 dias, também observaram
efeitos do estresse oxidativo em eritrécitos. Os autores observaram reducédo da GSH,
bem como aumento da CAT e GST em todos os periodos avaliados. Liu et al. (2014)
verificaram que ratas Wistar, submetidas a dose de 125 mg/kg de peso corporeo de
atrazina por 28 dias, apresentaram diminuigdo da CAT e aumento da concentragéo
de MDA no tecido renal.
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No tecido nervoso, a associacao da nanoparticula com atrazina nao evitou as
alteracdes provocadas pelo formulado e ainda aumentou a atividade da enzima AChE.
Observa-se na literatura que os contaminantes presentes neste trabalho podem
diminuir a atividade da AChE (PICCIOTTO et al., 2012). O glifosato, por exemplo,
devido a sua estrutura quimica, pode interferir na sintese da glicogénio-sintase-
quinase-3, cuja super expressao inibe a sintese da AChE (SAMSEL; SENEFF, 2015;
LARSEN, 2016). Os trabalhos de Mili¢ et al. (2018), administrando doses de 0,1 mg/kg
e 0,5 mg/kg em ratos Wistar durante 28 dias, e de Larsen et al. (2016), administrando
dose de 10 mM, mostram diminui¢cdo da atividade da enzima no plasma e no cérebro,
enquanto que ndo observamos alteragbes em relagdo aos grupos que receberam o
glifosato e o Roundup®. Schmidel et al. (2014) verificaram que peixes zebrafish
expostos a doses de 1000 ug/L de atrazina por 14 dias também tiveram a atividade
da AChE reduzida em tecido cerebral, sugerindo que a essa substancia esta
associada também a alteragdes no sistema colinérgico. Outro estudo semelhante
executado por Xing et al. (2010) com peixes da espécie Cyprinus carpio, expostos a
doses 4,28, 42,8 e 428 ug/L durante 15 dias, também propde que a atrazina reduz a
atividade da AChE no cérebro de forma dose-dependente. Neste caso, 0s nossos
dados diferem dos encontrados na literatura, sendo que nao houve diminuicdo da
atividade da AChE, mas sim aumento, e somente no grupo FA, o qual recebeu a
associagdo com a nanoparticula. Dhakshinamoorthy et al. (2017) avaliou a toxicidade
da nanoparticula de 6xido de ferro Fe2O3 em camundongos, nas doses de 25 e 50
mg/kg, durante 4 semanas, e constataram que a atividade da AChE foi maior nos
animais que expostos a nanoparticula, sugerindo que o acumulo de ferro pode ter
levado a alteragdo no sistema colinégico, acelerando a metabolizagdo da acetilcolina
0 que possivelmente levou as demais alteragbes neurocomportamentais averiguadas.
Dados prévios do nosso laboratoério (TSUTSUI, 2022) mostram que fémeas Wistar que
receberam as mesmas doses da associagdo e durante 0 mesmo tempo empregado
neste trabalho tiveram aumento das concentragdes de ferro no encéfalo. Dessa forma,
podemos inferir que a associagao levou ao acumulo de ferro no cérebro de forma que
provocou o0 aumento da atividade da AChE nesse tecido.

Em suma, a nanoparticula de ferrihidrita em si alterou apenas alguns aspectos
pontuais. Além disso, os herbicidas apresentaram semelhantes padrdes de alteragao
dos parédmetros avaliados, sendo que o glifosato apresentou mais alteragdes, a

atrazina intermediaria e o Roundup® o que apresentou a menor quantidade de
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alteracbes. O fato é que todos os contaminantes foram capazes de provocar dano
oxidativo em algum grau. A nanoparticula de ferrihidrita ndo se mostrou eficaz em
proteger contra as alteragbes provocadas pelo Roundup® e pela atrazina, sendo que
a associacao provocou a mesma quantidade de alteragbes se comparado com o
contaminante isolado. Observa-se uma protegéo parcial contra o glifosato, uma vez

que a associagao ainda provocou algumas alteragdes em menor grau.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, as ratas Wistar foram expostas aos contaminantes glifosato,
Roundup® e Atrazina, e a nanoparticula de ferrihidrita em duas situagdes diferentes,
isoladamente e a combinagao dos contaminantes com a ferrihidrita, a fim de se avaliar os
efeitos protetores da nanoparticula sobre os animais que receberam foram expostos a
essas substancias toxicas.

Com avaliagao dos dados presentes neste trabalho conseguirmos observar que a
nanoparticula de ferrihidrita isoladamente alterou parametros pontuais e foi eficaz de
evitar algumas das alteragbes provocadas pelo Roundup®, pela atrazina e a maioria das
alteragdes provocadas pelo glifosato.

Esses resultados mostram-se importantes, uma vez que o modelo experimental €
raro na literatura, abrindo portas para outros estudos que avaliem novas formas de
aplicacédo da ferrihidrita bem como de outras moléculas que possuam carater protetor
contra as alteragbes do estresse oxidativo provocados pelo glifosato, Roundup® e

atrazina.
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Anexo 1: Aprovagao da CEUA

III_ JI' Universidade

=B Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 11/2022 Londrina, 22 de fevereiro de 2022.
Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Protegio De Nanoparticulas De Oxido De Ferro Contra
Estresse Oxidativo Promovido por Herbicidas: Parimetros Plasmaticos, Teciduais E Histolégicos Em
Ratos” protocolo CEUA n° 057.2021 sob a responsabilidade de Cassia Thais Bussamra Vieira Zaia, que envolve
a produgdo, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de
8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia 22/02/2022.

Este projeto tem por objetivo avaliar a eficacia da ferrihidrita, em proteger animais contra estresse
oxidativo e danos no DNA provocados pelos herbicidas glifosato, Roundup® e atrazina. Com a administragao
dos herbicidas isolados ou em combinagao com a ferrihidrita, pretende-se avaliar se essas substancias: a)
comprometem a ingestao alimentar e peso corporeo, isto ¢, a satide e o desenvolvimento do animal; b) interferem
na atividade de antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos; c¢) promovem dano no DNA, pela analise do
cometa; d) promovem dano oxidativo tecidual, pela avaliagao histologica de orgdos. Grau de invasividade:
GI3.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizacio 22/02/2022 a 31/12/2022

Espécie/ linhagem/ raca Rato heterogénico/Wistar

N° de animais 162 (81 Fémeas e 81 Machos)

Peso/ Idade 240-260

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério Central UEL

Amostras a serem coletadas | Sangue, encéfalo, figado, rim e estomago

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragoes no protocolo experimental aprovado,
deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugao das modificagoes.

Em cumprimento as exigéncias do Conselho Nacional de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEA), em até 30 dias da finalizagiio do projeto de pesquisa ou extensiao envolvendo o uso de
animais (verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é necessario encaminhar relatério da
descri¢io de uso de animais para ceua@uelbr, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php.

Coloco-me a disposi¢ao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necesséarios. Sem mais para
0 momento, subscrevo-me, cordialmente,

Prof® Dr? Pétricia Chimin Perandini
Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a) Cassia Thais Bussamra Vieira Zaia
Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas
C/C para a Diregao do Centro de Ciéncias Biolégicas/CCB
C/C para o Biotério Central/ CCB
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