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MIYA, Nicole Kemy Ida. Efeitos da nanoparticula de ferrihidrita sobre o estresse
oxidativo promovido por herbicidas em ratos Wistar. 2024. 48 p. Dissertagcéo
apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas da
Universidade Estadual de Londrina como requisito parcial a obtengdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Fisioldgicas, Londrina, 2024.

RESUMO

O uso excessivo de herbicidas pode levar ao estresse oxidativo e tem efeitos
prejudiciais a saude humana. A ferrihidrita, uma nanoparticula de é6xido de ferro,
mostra-se promissora contra os efeitos toxicos dos herbicidas, devido a sua alta
relagdo superficie/volume e excelente capacidade de adsorgdo. Este estudo avaliou
se a ferrihidrita previne o estresse oxidativo induzido por herbicidas, por meio de
parametros relacionados a defesa antioxidante e ao dano oxidativo. Um total de 64
ratos Wistar adultos com peso entre 260-290 g foram divididos em 8 grupos, com 8
ratos em cada grupo. Durante quatro dias consecutivos, os ratos receberam dose
diaria de 1000 mg/kg de peso corporal de diferentes substancias: ferrihidrita (F),
glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A), ferrihidrita associado ao glifosato (FG),
Roundup® (FR) ou atrazina (FA) via gavagem. O grupo controle (C) recebeu agua.
Apos 24 horas a ultima administracéo, os ratos foram eutanasiados por decapitagao
e o figado, rim e cérebro foram removidos para analise. Os parametros avaliados
incluiram glutationa-reduzida (GSH, ug.g prot'), malondialdeido (MDA, pmol.g prot
1), glutationa-S-transferase (GST, nmol CDNB conjugado.min'.g prot'), catalase
(CAT, pymol H202.min".g prot'), proteina carbonil (PCO, nmol carbonil.g prot') e
acetilcolinesterase (AChE, nmol DTNB.min"'.g prot™). A ferrihidrita isolada n&o
causou alteracdes no ceérebro e rins; porém promoveu aumento nas concentragdes
de MDA no figado que indica peroxidagao lipidica neste tecido. O glifosato levou ao
aumento da atividade de GST no figado, a associacdo com ferrihidrita diminuiu esta
atividade em relagédo ao glifosato isolado, porém esta associacéo (FG) apresentou
aumento nas concentracées de MDA em relagdo ao controle e ao glifosato; além
disso, ndo houve resultados consistentes com o esperado nos rins, no grupo FG as
concentragbes de GSH diminuiram em relacdo aos grupos controle e glifosato. O
Roundup® aumentou concentragdes de MDA no figado e no cérebro, em relagéo ao
controle, e a ferrihidrita associada ao Roundup® evitou estes aumentos; além disso,
a atividade da CAT diminuiu com administragdo do Roundup®, no entanto, houve
impedimento desta diminuicdo quando associado com a ferrihidrita. A atrazina
aumentou a concentragdo de GSH no figado em relagdo ao controle e o grupo FA
impediu este aumento. Concluindo, a ferrihidrita isolada induziu LPO no figado, mas
nao nos rins e cérebro. Quando associada ao glifosato, ndo mostrou resultados
consistentes. Porém, quando associada com o Roundup®, foi capaz de impedir o
estresse oxidativo, no figado e no cérebro; por fim, a nanoparticula em associagao
com a atrazina também pode indicar resultados consistentes em evitar o estresse
oxidativo promovido pelo herbicida.

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



MIYA, Nicole Kemy Ida. Effects of ferrihydrite nanoparticles on oxidative stress
promoted by herbicides in Wistar rats. 2024. 48 p. Dissertacdo apresentada ao
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Estadual de
Londrina como requisito parcial a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Fisiolégicas, Londrina, 2024.

ABSTRACT

Excessive use of herbicides can lead to oxidative stress and has harmful effects on
human health. Ferrihydrite, an iron oxide nanoparticle, shows promise against the
toxic effects of herbicides, due to its high surface/volume ratio and excellent
adsorption capacity. This study evaluated whether ferrihydrite prevents oxidative
stress induced by herbicides, through parameters related to antioxidant defense and
oxidative damage. A total of 64 adult Wistar rats weighing between 260-290 g were
divided into 8 groups, with 8 rats in each group. For four consecutive days, the rats
received a daily dose of 1000 mg/kg of body weight of different substances:
ferrinydrite (F), glyphosate (G), Roundup® (R), atrazine (A), ferrihydrite associated
with glyphosate (FG), Roundup® (FR) or atrazine (FA) via gavage. The control group
(C) received water. 24 hours after the last administration, the rats were euthanized by
decapitation and the liver, kidney and brain were removed for analysis. Parameters
evaluated included reduced-glutathione (GSH, ug.g prot'), malondialdehyde (MDA,
pmol.g prot), glutathione-S-transferase (GST, nmol CDNB conjugated.min-1.g prot™
), catalase (CAT, pmol H202.min"".g prot'), protein carbonyl (PCO, nmol carbonyl.g
prot’) and acetylcholinesterase (AChE, nmol DTNB.min'.g prot’'. Isolated
ferrihydrite did not cause changes in the brain and kidneys; however, it promoted an
increase in MDA concentrations in the liver, which indicates lipid peroxidation in this
tissue. Glyphosate led to an increase in GST activity in the liver, the association with
ferrinydrite decreased this activity in relation to glyphosate alone, however this
association (FG) showed an increase in MDA concentrations in relation to the control
and glyphosate; Furthermore, there were no results consistent with expectations in
the kidneys; in the FG group, GSH concentrations decreased in relation to the control
and glyphosate groups. Roundup® increased MDA concentrations in the liver and
brain, in relation to the control, and the ferrihydrite associated with Roundup®
prevented these increases; Furthermore, CAT activity decreased with the
administration of Roundup®, however, this decrease was prevented when associated
with ferrihydrite. Atrazine increased the concentration of GSH in the liver in relation to
the control and the FA group prevented this increase. In conclusion, ferrihydrite alone
induced LPO in the liver, but not in the kidneys and brain. When associated with
glyphosate, it did not show consistent results. However, when associated with
Roundup®, it was able to prevent oxidative stress in the liver and brain; Finally, the
nanoparticle in association with atrazine can also indicate consistent results in
avoiding oxidative stress promoted by the herbicide.

Key-words: glyphosate; Roundup®; atrazine; antioxidant; lipoperoxidation.
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1 INTRODUGAO

Praguicidas s&o substancias sintetizadas que apresentam atividade toxica
servindo para matar ou repelir pragas e sdo categorizados de acordo com o tipo de
organismo que visam combater. Por exemplo, os inseticidas sdo desenvolvidos para
controlar insetos, os fungicidas sdo criados para combater fungo, e os herbicidas tém
habilidade de restringir o crescimento ou até mesmo eliminar certas espécies de plantas
invasoras. Esse efeito ocorre devido a agao do ingrediente ativo do herbicida em locais de
acao especificos, que, na maioria das vezes, sdo enzimas cruciais para a manutencao da
homeostase e do funcionamento normal da planta invasora (ROMAN et al., 2007). O Brasil
€ 0 unico que adotou uma nomenclatura prépria para os praguicidas: agrotoxico (IBAMA,
2021).

Os agrotoxicos sao produtos quimicos, utilizados para controlar as doencgas
transmitidas por vetores e regular o crescimento da vegetacao (BRASIL, 2002). Segundo
dados recentes disponibilizados pela Food and Agriculture Organization of the United
Nations, o Brasil € considerado um dos maiores exportadores de commodities do mundo
(FAOSTAT, 2020), por isso, para proteger as lavouras e permitir aumento significativo da
producdo, pode acontecer uma utilizagdo irregular e excessiva de agrotoxicos,
principalmente em paises emergentes (GONCALVES et al., 2012), que aumenta o risco de
poluicdo do meio ambiente e o risco de danos a saude dos seres vivos (SANNINO et al.,
2008).

Dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) mostram que, no Brasil, a venda total de agrotdxicos de
produtos formulados atingiu 720,87 mil toneladas em 2021, que representa um aumento de
5,03% em relagao ao ano de 2020, com 686,35 mil toneladas (IBAMA, 2021), e subiu para
800 mil toneladas em 2022 (IBAMA, 2023). No Brasil, a classe de agrotéxicos mais
prevalente e amplamente utilizada sao os herbicidas, representando cerca de 60,35% do
total de agrotoxicos comercializados (IBAMA, 2021). Em 2022, os ingredientes ativos mais
comercializados no pais incluem o glifosato, 2,4-D, mancozebe, atrazina (IBAMA, 2023),
sendo que Mato Grosso, Sao Paulo e Parana se destacam como os estados com as
maiores quantidades de vendas no pais (IBAMA, 2023).

O ¢lifosato, também conhecido como N-fosfonometil-glicina (CsHsNOsP), € um
herbicida de amplo espectro com acgao sistémica, frequentemente aplicado apds o
surgimento de plantas daninhas em culturas anuais e perenes. A sua principal finalidade
reside no controle e na erradicagao de plantas indesejaveis na agricultura (DARUICH et al.,
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2001; BEURET et al., 2005; CAGLAR; KOLANKAYA, 2008). O glifosato figura como um

dos xenobiéticos mais amplamente empregados na agricultura moderna (PEIXOTO, 2005).
Esse uso generalizado se deve, em grande parte, ao seu custo relativamente baixo e a sua
notavel eficacia (TAVARES et al., 2010). O valor do limite maximo permitido no Brasil na
producédo do café é 10 vezes maior do que € permitido na Unido Europeia (UE), na de cana-
de-acgucar é 20 vezes maior, na de soja € 200 vezes maior. Além disso, o limite maximo
permitido de glifosato na agua potavel no Brasil € de 500 ug/L, 5000 vezes maior do que o
permitido na UE, que é de 0,1 ug/L (IBAMA, 2020; BOMBARDI, 2017).

O (¢lifosato, uma vez aplicado, é rapidamente absorvido pela superficie das
folhas (KIRKWOOD et al., 2000; PRATA; LAVORENTI, 2000) e atua inibindo a enzima 5-
enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) (SCHOUNBRUNN et al., 2001; FUNKE et
al., 2006; DUKE; POWLES, 2008). A EPSPS desempenha um papel fundamental na via do
shikimato, que produz o 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato precursor dos aminoacidos
essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano (TZIN; GALILI, 2010; POLLEGIONI et al., 2011),
bem como de vitaminas e lignina (BRAKE; EVENSON, 2004). Dessa forma, o glifosato
causa a morte da planta pela insuficiéncia dos aminoacidos essenciais que sao vitais para
o crescimento e desenvolvimento das plantas.

O glifosato € formulado com adjuvantes, como o surfactante polioxietiienoamina
(POEA), sendo que a composi¢gao mais conhecida ¢ o Roundup® (VAN BRUGGEN et al.,
2018). O POEA ¢é adicionado a formulagdo com o propésito de aumentar a eficacia do
herbicida (COX; SURGAN, 2006), por promover a difusdo do glifosato pela cuticula da folha
(HAEFS et al., 2002; LIU, 2004). E importante mencionar que alguns estudos sugerem que
o POEA pode ter efeitos téxicos, e chegou a ser considerado até trés vezes mais téxico do
que o proprio glifosato (GIESY et al., 2000).

Desde meados da década de 1990, houve uma continua expansao no uso do
Roundup® na agricultura (REDDY, 2001), especialmente em culturas geneticamente
modificadas para resistir ao glifosato (WILLIAMS et al., 2000). Essa ampla utilizagdo tem
suscitado preocupacdes sobre os potenciais efeitos adversos desses produtos quimicos no
meio ambiente, incluindo a possibilidade de toxicidade em situagdes de exposicao intensa
(WILLIAMS et al., 2000), o que representa riscos para a vida aquatica (GIESY et al., 2000)
e a saude humana (FERON et al., 2002; LUSHCHAK et al., 2009).

Outro herbicida amplamente utilizado no Brasil € a atrazina, este herbicida foi
proibido pela UE em 2004, porém ainda é utilizado no Brasil, sendo o terceiro herbicida
mais comercializado (IBAMA, 2020; BOMBARDI, 2017). A atrazina inibe o fluxo de elétrons
durante o processo de fotossintese, prejudicando a produgado de glicose. No entanto, a
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simples interrupgéo da fotossintese n&o é suficiente para causar a morte da planta. O fator
critico € que essa interrupgao no fluxo de elétrons leva a formagao de espécies reativas de
oxigénio, as quais provocam a peroxidacao dos lipideos das membranas celulares. Esse
processo € o principal responsavel pela morte das plantas (MARCHI; MARCHI;
GUIMARAES, 2008).

O uso excessivo dos herbicidas pode afetar a saude humana, devido as suas
acdes sobre vias relacionadas a geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais
livres (LUSHCHAK, 2011), que levam ao estresse oxidativo (TOWNSON, 1992). Em uma
condigao fisioldgica normal, ocorre um equilibrio entre o sistema pro-oxidante, responsavel
pela formacgédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio, e o sistema de
defesa antioxidante (NIKINMAA, 2014; PERSSON et al., 2014). Quando esse equilibrio é
perturbado em favor do sistema pré-oxidante, surge o quadro de estresse oxidativo
(NIKINMAA, 2014; PERSSON et al., 2014).

O quadro de estresse oxidativo acontece com aumento das ERO, com desequilibrio
entre os antioxidantes e compostos oxidantes; sendo que os radicais livres possuem
atomos com um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWEL; WHITEMAN, 2004,
JAKUBCZYK et al., 2020), que possuem alto potencial de danos em todos os tipos de
moléculas bioldgicas; podem provocar danos nos lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucleicos. Os danos oxidativos causados pelos radicais livres podem afetar os lipidios das
membranas, resultando no aumento da concentracdo de malondialdeido (MDA) (MAULIK
et al., 2013). Em proteinas, o dano oxidativo promove a oxidagdo dessas moléculas,
resultando na perda de grupos sulfidrilas e na modificagdo de aminoacidos, contribuindo,
em ultima analise, para a formacgao de proteinas carboniladas (PCO) e outros componentes
oxidados que estao associados ao desenvolvimento de varias doencas (PARVEZ, 2005).

Contudo, com o intuito de manter as concentracbes de ERO em equilibrio, o
organismo dispde de sistemas de defesa antioxidante, esses sistemas sao divididos em
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos, e tém a funcado de neutralizar as espécies
reativas. O sistema n&o-enzimatico é constituido por grande variedade de substancias
antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou dietética, como por exemplo, a vitamina
E, a vitamina C e o betacaroteno, além de minerais como o selénio e o manganés (COSTA,
2005; BARBOSA et al., 2010). Essas moléculas cooperam em conjunto com as defesas
antioxidantes enzimaticas, que englobam enzimas como a superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT), a glutationa-redutase (GR) e a glutationa-peroxidase (GPx) (LOPEZ-
ALARCON; DENICOLA, 2013; NIKINMAA, 2014; BURELLA, 2018), que previnem,

impedem e controlam a formacgao dos radicais livres e espécies nao-radicais, que ampliam
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a ocorréncia dos danos oxidativos e, de forma crénica, a varias doengas, tais como,
aterosclerose, diabetes, transtornos neurodegenerativos e cancer (BARBOSA et al., 2010).
Além disso, ha a glutationa-S-transferase (GST), uma molécula de significativa importancia
que faz parte de um grupo de enzimas detoxificantes de fase Il, envolvidas na
biotransformacdo. A GST catalisa a ligagdo da GSH a metabdlitos enddégenos e exdgenos,
facilitando sua excrecao (PRABHU et al., 2004; HAYES et al., 2005).

Neste contexto, em que o estresse oxidativo esta relacionado com a origem de
varias doengas cronicas e degenerativas (PHAM-HUY; PHAM-HUY, 2008), como doenga
de Parkinson, Alzheimer, esclerose lateral amiotréfica, enfisema, doengas cardiovasculares
(MAULIK et al., 2013), doengas inflamatdrias e neoplasias (GUTTERIDGE, 1993), o numero
de estudos e publicagdes que investigam o papel dos marcadores do estresse oxidativo em
diversas doengas humanas tem crescido, tornando essas analises relevantes para
compreender a extensdo e a natureza dos danos oxidativos (FRIJHOFF et al., 2015).
Portanto, a avaliagado do estresse oxidativo € um método utilizado para detectar a presenca
de toxicidade causada por substancias.

Um outro indicador crucial para avaliar a toxicidade de substancias € o processo
de metabolizacdo da acetilcolina (LIONETTO et al., 2013). Este neurotransmissor
desempenha um papel fundamental no comportamento, com os sistemas colinérgicos do
prosencéfalo envolvidos em processos essenciais como atengdo, memoria, aprendizado e
regulagdo do ciclo sono-vigilia (SARTER; BRUNO, 1997). Além disso, a acetilcolina
desempenha um papel importante nos mecanismos de atividade motora voluntaria e
comportamento motor, sendo o principal neurotransmissor nas jun¢gées neuromusculares;
e € um neurotransmissor chave no sistema nervoso autbnomo, em que controla fungoes
involuntarias, como a frequéncia cardiaca, respiragao, digestao e regulagao da temperatura
corporal (SERGUTINA; RAKHMANOVA, 2014). A acetilcolinesterase (AChE) é encontrada
nas fendas sinapticas, onde catalisam a degradacao da acetilcolina. A atividade da AChE
pode ser afetada por herbicidas (NIKINMAA, 2014), neste contexto, leva a estimulagao
excessiva dos receptores de acetilcolina, que ocorre quando ha um acumulo excessivo de
acetilcolina na sinapse devido a inibigcdo inadequada da acetilcolinesterase que resulta em
uma interferéncia na fungdo sinaptica, que pode causar efeitos como depressao
respiratéria, salivagao, broncoespasmos e bradicardia (MARRS, 1993).

As pesquisas sobre o uso de glifosato, Roundup® e atrazina evidenciam que
esses contaminantes desencadeiam alteracdes nas esferas celular e enzimatica do sistema
nervoso central (CATTANI et al., 2014; CHAVEZ-PICHARDO et al., 2020), desregulacdes
metabdlicas, disturbios hormonais, inibicdo de enzimas hepaticas (JASPER et al., 2012), e
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ocorréncia de estresse oxidativo (DJABER et al., 2020). Além disso, os herbicidas atuam
sobre processos bioldgicos vitais, que podem provocar efeitos colaterais, inclusive sobre o
organismo humano, levando por exemplo, a convulsdes, enjoos, dermatites, aumento no
metabolismo, teratogenicidade, dificuldade respiratéria, canceres, dentre outros
(TOWNSON, 1992).

Em um estudo realizado por Mili¢ et al. (2018) com ratos da linhagem Wistar,
onde a exposi¢ao a 10 mg/kg de glifosato ao longo de 28 dias resultou em danos no DNA
de células hepaticas, além de diminuigdo significativa nas concentracées de GSH e
aumento na atividade da GPx no figado. Semelhantemente, Turkmen et al. (2019)
avaliaram os efeitos do glifosato em ratos Wistar, com a administracdo de doses diarias de
375 mg/kg ao longo de 56 dias. Os resultados mostraram que o glifosato causou redugao
nas concentracées de GSH e na atividade da SOD e CAT nos tecidos nervoso, cardiaco,
hepatico e renal, que indicou diminuicdo das defesas antioxidantes. Del Rio (2005)
identificou aumento na concentracdo de MDA, nos mesmos tecidos, bem como no sangue,
que evidencia o processo de lipoperoxidagao.

O Roundup®, além de ter o glifosato na composigdo, possui também o
surfactante polioxietilenamina (POEA) que facilita a difusdo do glifosato na folha (COX;
SURGAN, 2006; LIU, 2004). A presenca do POEA parece ser trés vezes mais toxica do que
a presenca apenas do glifosato (GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000). Djaber et al. (2020),
constataram em ratos Wistar tratados com doses de 269,9 mg/kg de Roundup® por 30 dias,
a diminuicdo nas defesas antioxidantes, tanto enzimaticas quanto ndo enzimaticas,
incluindo CAT, GPx, SOD, GST, GSH. Além disso, foi observado aumento na concentragao
de MDA e elevagao na PCO no figado e nos rins desses animais. Owagboriaye et al. (2019)
demonstraram que ratos Wistar submetidos a doses diarias de 3,6 mg/kg, 50,4 mg/kg e
248,4 mg/kg de Roundup® durante 12 semanas apresentaram diminuicdo nas
concentragcdes de GSH no grupo de dose mais alta, bem como redugao na atividade da
catalase (CAT) em todos os grupos; observou-se aumento na lipoperoxidacdo de forma
dependente da dose. Em outro estudo com o Roundup®, a dose de 485 mg/kg de peso
corpoéreo, por gavagem durante 75 dias, provocou danos hepaticos (BENEDETTI et al.,
2004).

Em relagao a atrazina, no estudo conduzido por Santa Maria, Moreno e Lépez-
Campos (1987), a atrazina foi administrada por via de gavagem em ratos Wistar em quatro
diferentes doses (100, 200, 400 e 600 mg/kg). As trés primeiras doses foram administradas
ao longo de um periodo de 14 dias, enquanto a ultima dose foi administrada por um periodo
de 7 dias. Foi observada reducao no peso corporal dos ratos de forma dependente da dose,
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resultado semelhante ao que foi observado no estudo de Tsutsui (2022). Liu et al. (2014)
estudaram o tecido renal de ratas Wistar que receberam 125 mg/kg de atrazina ao longo
de 28 dias e observaram reducao na atividade das enzimas CAT, SOD e GPx, que indica
a inducao de estresse oxidativo pelo contaminante. Campos-Pereira et al. (2012) também
constataram estresse oxidativo e lipoperoxidagéo no figado, apds 14 dias de administragédo
de 400 mg/kg de atrazina em ratos Wistar. Abarikwu (2014) identificou diminuicdo na
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT, bem como aumento na concentragao de
MDA no cérebro, rins e figado de ratos Wistar submetidos a administracédo de 120 mg/kg
de atrazina.

Neste contexto, fica evidente a extensédo dos efeitos toxicos promovidos pelos
herbicidas glifosato, Roundup® e atrazina por meio de diferentes protocolos de doses e
modelos experimentais. Por isso, buscar formas de impedir ou minimizar esses efeitos
negativos € extremamente relevante a sustentabilidade; assim, a utilizacédo de
nanoparticulas de 6xido de ferro € uma possibilidade. As nanoparticulas de 6xido de ferro
tém revelado seu potencial como solugdes eficazes na remogao de poluentes ambientais
(SILVA; PINEDA; BERGAMASCO, 2015; GUTIERREZ; DZIUBLA; HILT, 2017). Isso se deve
ao tamanho reduzido dessas nanoparticulas, que varia entre 1 e 100 nanémetros, e uma
alta razao area superficie/volume. Entre essas nanoparticulas, destacam-se a hematita (a.-
Fe203), a maghemita (¥-Fe203) e a magnetita (Fe3Oas). Devido ao seu reduzido tamanho,
essas nanoparticulas apresentam elevada relacao entre superficie e volume, o que resulta
em alta reatividade e capacidade de adsorc¢ao para diversos herbicidas (SCHWANDT et al.,
1992; LEONE et al., 2001; PROCOPIO et al., 2001; GUTIERREZ; DZIUBLA; HILT, 2017;
ORCELLI et al., 2018; PEREIRA et al., 2019).

Sao varias as aplicagdes das nanoparticulas de 6xido de ferro, tais como
transporte de farmacos, acdo antimicrobiana, contraste em ressonancia magnética e
tratamento de doencgas (ARIAS et al., 2018; DADFAR et al., 2019). As nanoparticulas de
oxido de ferro podem atravessar membranas celulares e barreiras biolégicas, e em certas
doses, podem provocar alteragdes fisiologicas (SINGH et al., 2010). Quando internalizadas
pelas células, essas nanoparticulas podem ser degradadas pelos lisossomos, que liberam
o ferro contido nelas, e por meio da reagao de Fenton, pode atuar como um catalisador na
formagao de espécies reativas de oxigénio e no desencadeamento de estresse oxidativo
(VOLATRON et al., 2017; YARJANLI et al., 2017).

Estudos conduzidos por Wu, Ding e Sun (2013) em ratos Sprague Dawley, que
receberam magnetita por instilagédo nasal (1 a 4 doses de 20 mg), observaram o acumulo

dessa nanoparticula principalmente no bulbo olfatério, estriado e hipocampo, resultando em
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estresse oxidativo. Além disso, constatou-se que a magnetita pode levar a ocorréncia de
estresse oxidativo e a comprometimento da barreira hematoencefalica (IMAM et al., 2015).
Outros estudos, como o de Jain et al. (2008), também identificaram aumento plasmatico da
atividade de AST, ALT e aumento nas concentragdes de ferro no sangue, figado, bacgo,
cérebro e coragéo apos administracdo endovenosa de 10 mg/kg de magnetita durante um
periodo de 21 dias. Alarifi et al. (2014) realizaram uma investigacao dos efeitos das
nanoparticulas de magnetita em células de cancer de mama humano da linhagem MCF-7.
As nanoparticulas foram diluidas em meio de cultura celular nas concentrag¢des de 10, 30,
60 e 120 pg/mL. Os autores constataram que, a medida que as concentragdes de magnetita
aumentavam, ocorria reducdo nas concentragcoes de GSH e na atividade da SOD e CAT,
além de aumento na lipoperoxidagao e danos no DNA celular. Zhu et al. (2017) observaram
que 100-600 mg/L da nanoparticula de hematita em culturas de Saccharomyces cerevisiae,
levaram a morte celular, e o aumento na atividade enzimatica da SOD, CAT e GPx,

Entretanto, outra nanoparticula de Oxido de ferro que tem despertado
consideravel interesse é a ferrihidrita (FesHOs-4H20). Esta nanoparticula esta amplamente
distribuida no meio ambiente, abundantemente encontrada tanto no solo quanto no corpo
humano, onde desempenha papel fundamental como componente do nucleo da ferritina,
uma proteina responsavel pelo armazenamento de ferro em nosso organismo (CHILOM et
al.,, 2020; SVOBODOVA et al.,, 2020). A ferrihidrita € conhecida por sua notavel
caracteristica de possuir uma das maiores areas superficiais dentre as nanoparticulas de
oxido de ferro, variando de 200 a 400 m?/g, o que a torna significativamente superior a
outros Oxidos de ferro que possuem dreas superficiais inferiores a 100 m?/g. Essa
excepcional propriedade confere a ferrihidrita uma capacidade notavel de adsorver
moléculas organicas (PEREIRA et al., 2019) e de coprecipitar ions em solugdo. Como
resultado, ela é frequentemente empregada para a remogao de contaminantes de natureza
industrial e ambiental (WEATHERILL et al., 2016).

Portanto, ao consultar a literatura cientifica, torna-se evidente que os resultados
obtidos podem variar dependendo do tipo de 6xido de ferro, da dose e da via de
administracdo empregados. Yun et al. (2015), mostrou que n&o houve toxicidade, e
nenhuma alteracdo nos termos de mortalidade, peso corpéreo, ingestdo alimentar,
observacgoes clinicas, parametros hematoldgicos e bioquimicos, e lesdes histologicas de
ratos Sprague-Dawley machos e fémeas que receberam hematita na concentragéao de 2000
mg/kg de peso corpéreo por 14 dias via oral. Entretanto, no estudo conduzido por Askri et
al. (2019), os ratos Wistar receberam, via gavagem, uma unica dose de 100 ou 200 mg/kg
de magnetita, e apresentaram aumento na atividade da ALT na dose de 200 mg/kg,
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diferindo dos estudos de Tsutsui (2022), que utilizou dose de 1000 mg/kg de ferrihidrita e
nao observou essa alteragdo. Por outro lado, Attaran et al. (2018) administraram
nanoparticulas de hematita (200 mg/kg) em ratos Wistar machos, por via intraperitoneal, ao
longo de trés dias; esses pesquisadores relataram que as atividades plasmaticas de ALT e
fosfatase alcalina ndo apresentaram alteragdes significativas, enquanto a atividade da AST
aumentou. Gaharwar, Meena e Rajamani (2019) avaliaram a hematita em ratos Wistar, em
trés doses diferentes (7, 15 e 30 mg/kg) por via intravenosa; nao foi observada mortalidade
ou alteragdes no peso corporeo. No entanto, na dose maior, houve diminuigdo da ingestao
alimentar e aumento nas concentragdes de ferro no sangue e no cérebro. Diferente do
estudo realizado por Tsutsui (2022), em que foi observado que a ferrihidrita, quando
administrada isoladamente, 1000 mg/kg dose unica por 4 dias, nao provocou alteragoes
nao apresentou qualquer sinal de toxicidade, ndo se verificaram alteragées no peso ou nas
concentracdes de ferro sérico.

Apesar dos efeitos promissores da ferrihidrita para minimizar danos causados
pelos herbicidas, este tema ainda nao foi explorado, e até onde sabemos, nao ha trabalhos
na literatura avaliando o potencial da ferrihidrita como remediador da toxicidade de
herbicidas. Sao raros os estudos descrevendo o papel protetor de nanoparticulas sobre os
herbicidas glifosato, Roundup® e atrazina em animais de experimentagdo, em especial que
avalia o estresse oxidativo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da
ferrihidrita sobre o estresse oxidativo promovido pelo glifosato, Roundup® e atrazina, por

meio da quantificacado de parametros que avaliam defesa antioxidante e danos oxidativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em ratos Wistar, se a nanoparticula de
ferrihidrita € eficaz em evitar os efeitos toxicos provocados pelos herbicidas glifosato,
Roundup® e atrazina, por meio de parametros que avaliam a defesa antioxidante e danos

oxidativos.

2.2 Objetivos especificos
Com a administracdo dos herbicidas isolados ou em combinagao com a ferrihidrita,

buscou-se avaliar:

a) a concentragao ou atividade das defesas antioxidantes, para determinar os possiveis

efeitos da nanoparticula em proteger ou ndo contra o estresse oxidativo;

b) os danos teciduais pelas analises de lipoperoxidagdo e carbonilagdo proteica, com o
intuito de determinar a extensdo dos danos causados pelos contaminantes e a possivel

protecao provocada pela nanoparticula;

c) a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no cérebro, com intuito de verificar se
a nanoparticula promove ou nao alteragdes nas transmissdes sinapticas, para determinar

possivel efeito protetor da nanoparticula neste érgao.
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3 METODOLOGIA

3. 1 Animais

Para este trabalho, foram utilizados 64 ratos adultos, da linhagem Wistar,
pesando entre a 260 a 290 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Londrina. Os ratos foram mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas (CIF), em gaiolas individuais, por 5 dias para adaptagc&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 - Laboratdrio de Fisiologia Neuroendécrina 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 Comiss&o 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 (FesHOs-4H20) foi sintetizada em
agua destilada (CARNEIRO et al., 2013), analisada e caracterizada pelas técnicas de
fluorescéncia de raios-X, termogravimetria, espectroscopia Mdssbauer, espectroscopia
vibracional e espectroscopia Raman pelos laboratérios de Quimica Prebidtica, Fisica
Nuclear Aplicada, e Espectroscopia da Universidade Estadual de Londrina e de Agronomia
Experimental da Universidade Estadual de Maringd, a qual apresenta tamanho menor que
200 nm, area superficial entre 200-400 m?.g™" e pHpzc entre 6,4-8,5 (PEREIRA et al., 2019).

A ferrihidrita, misturada em agua de torneira, foi administrada via gavagem na
dose de 1000 mg/kg peso corpodreo, isolada ou associada aos herbicidas. Considerando
que o glifosato interage fortemente com a ferrihidrita, e que 80% desta interagédo € 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
adsorcéo aos herbicidas (CRUZ et al., 2007; BENETOLI et al., 2010; PEREIRA et al., 2019).

3.3 Herbicidas

Foram adquiridos na ADAMA Brasil (Londrina, PR), por doagao, 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-chloro-N2-
ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine), Gesaprim 500 CibaGeigy, foi adquirido na
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Agroterra Implementos e Defensivos Agricolas (Ibipora-PR) e possui, em sua composigéo,
500 g/L do principio ativo atrazina e 600 g/L de ingredientes inertes.

Cada herbicida foi administrado por gavagem utilizando-se canula de gavagem
apropriada para ratos (agulha-canula de gavagem para roedores, Insight Ltda., SP), sendo
o volume administrado de 0,4 mL/100 g peso corporeo, na dose de 1000 mg/kg de peso
corpéreo. Essa dose foi baseada 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).

Anteriormente, em nosso laboratério, foram realizados testes piloto com doses
menores dos herbicidas (100, 300 e 600 mg/kg de peso corpoéreo). No entanto, ndo foram
detectadas alteragdes significativas em comparagdo com o grupo de controle. Como o
objetivo principal deste estudo € investigar o potencial protetor da nanoparticula de
ferrinidrita, € fundamental que os herbicidas e seus formulados causem altera¢gdes para que
o efeito protetor possa ser avaliado adequadamente. Portanto, optou-se por utilizar a dose
de 1000 mg/kg, conforme indicado nas diretrizes da European Medicines Agency (EMA,
2010), que corresponde a metade da dose maxima recomendada pela OECD (2001). Por
ultimo, vale ressaltar que a escolha das quatro administracdes e dose foi feita para impactar
os parametros avaliados neste trabalho, sem prejudicar a analise estatistica deste estudo,
visto que com 5 administracbes dos herbicidas, em teste anterior, observou-se que a

mortalidade nos grupos era de 80 a 100%.

3.4 Protocolo Experimental
Os ratos foram submetidos, sempre entre 9 e 11 h, a administragdo de dose Unica

diaria, por 4 dias, dos componentes, constituindo 8 grupos (8 ratos/grupo), sendo eles:

- glifosato (grupo G), 1000 mg/kg peso corporeo;

- formulado a base de glifosato-Roundup® (grupo R), 1000 mg/kg peso corporeo;

- formulado a base de atrazina (grupo A), 1000 mg/kg peso corpéreo;

- ferrihidrita (grupo F), 1000 mg/kg peso corporeo;

- ferrihidrita associada ao glifosato (grupo FG), 1000 mg/kg peso corpéreo de cada
substancia;

- ferrihidrita associada ao formulado a base de glifosato-Roundup® (grupo FR), 1000 mg/kg
peso corpéreo de cada substancia;

- ferrihidrita associada ao formulado a base de atrazina (grupo FA), 1000 mg/kg peso
corpéreo de cada substancia;

- agua de torneira (grupo C), animais controles.
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3.5 Eutanasia
Apods 24 h da ultima gavagem, todos os ratos foram submetidos a decapitacgao,
sendo imediatamente retirados o lobo medial esquerdo do figado, os rins e o cérebro e

armazenados em freezer a -86 °C para analises bioquimicas do estresse oxidativo.

3.6 Analises bioquimicas do estresse oxidativo

Para as analises bioquimicas do estresse oxidativo, os tecidos foram pesados e
homogeneizados em tamp&o fosfato de potassio (0,1 M; pH 7,0), na diluigdo 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 de

proteina (g prot™), sendo determinada pelo método de Bradford et al. (1976).

3.6.1 Antioxidante ndo enzimatico

A concentragcdo de glutationa reduzida (GSH) foi mensurada pela reagdo da
glutationa com o 5,5’-ditiobis-2-acido nitrobenzéico (DTNB), formando o tiolato (TNB) de cor
amarelada, sendo determinada em 412 nm. A concentracdo de GSH foi determinada a
partir de uma curva padrao para GSH e os valores expressos em ug GSH.g prot-
(BEUTLER; DURON; KELLY, 1963).

3.6.2 Enzimas antioxidantes

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi medida pela complexacéo da
glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e expressa em nmol
conjugado.min-'.g prot'. A conjugacao de glutationa reduzida (GSH) com CDNB catalisada
pela GST foi monitorada por 1 min a 340 nm (KEEN; HABIG; JAKOBI, 1976).

A atividade da CAT foi avaliada pela velocidade de decomposi¢ao de perdxido de
hidrogénio (H202) pelo decréscimo da absorbancia, em 240 nm, sendo expressa em pmol
H202.min"'.g prot' (BEUTLER; DURON; KELLY, 1963).

3.6.3 Peroxidacgao lipidica (LPO)

O grau de peroxidagao lipidica ou lipoperoxidagédo (LPO) foi determinada pelos
teores de malondialdeido (MDA) medidos pela reacdo do acido tiobarbiturico (TBA) no
ensaio TBARS, método colorimétrico (FEDERICI; SHAW; HANDY, 2007), em que o MDA
presente na amostra reage com o TBA, em alta temperatura e meio acido, formando MDA-
TBA mensurado por espectrofotometria em 530-540 nm, sendo a concentragdo de MDA
expressa em pmol.g prot'.
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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 reagao 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™.

3.7 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 quantificacdo do produto da reagdo 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™".

3.8 Andlise 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 diferenca
entre as médias, foi utilizado o pds-teste Student Newman Keuls. Os resultados obtidos
pelo teste paramétrico foram expressos em média + erro padrao da média e representados
por graficos de barras. Quando os dados ndo atenderam os pressupostos, foi utilizado o
teste ndo paramétrico Kruskal Wallis seguido do pds-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 ndo provocou alteragdes nas
analises de GSH, GST, CAT, AChE, PCO nos 6rgaos analisados. A ferrihidrita provocou a
alteracao pontual no figado, sendo o aumento da peroxidagao lipidica (p<0,05) conforme
observado na figura 1, mas ndo apresentou alteragdes na analise de peroxidacéo lipidica,

nos rins (figura 2) ou no cérebro (figura 3).

4.2 Efeito do glifosato e da associagao de ferrihidrita com glifosato

O (¢lifosato provocou aumento (p<0,001) da atividade de GST no figado
comparado com o grupo controle e quando foi associado a ferrihidrita (grupo FG) esse
aumento nao foi observado (figura 1). O grupo FG apresentou também aumento da
peroxidacao lipidica no figado (figura 1) em relacdo ao controle (p<0,05) e ao glifosato
(p<0,05). Nos rins, o grupo FG apresentou diminuigdo das concentracbes de GSH em
relagéo ao controle (p<0,05) e ao glifosato (p<0,05) (figura 2). Nao houve qualquer alteragao
no cérebro dos animais estudados (figura 3). O glifosato e a associacao de ferrihidrita com

glifosato nao levaram a alteragbes nas analises de PCO, AChE, CAT.

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

O Roundup® promoveu algumas alteragdes, como o aumento da peroxidagéo
lipidica no figado em relacdo ao controle (p<0,05) e a associagdo com a nanoparticula
(grupo FR) evitou este aumento (figura 1), sendo o grupo FR igual ao controle; além disso,
o Roundup® diminuiu a atividade da CAT (p=0,04) em relagédo ao controle e o grupo FR
apresentou valor igual ao controle, mostrando que a associagao com a ferrihidrita evitou
esta alteragdo. Da mesma forma, no cérebro (figura 3), o Roundup® aumentou a
concentragdo de MDA (p<0,05) e a associagdo com a nanoparticula evitou este aumento,
sendo o grupo FR igual ao controle. Nos rins, o grupo FR apresentou diminuicdo na
concentragdo de GSH em relagdo ao controle (figura 2). O Roundup® e a associagéo de

ferrihidrita com Roundup® n3o levaram a alteragdes nas analises de GST, PCO, AChE.

4.4 Efeito da atrazina e da associacao de ferrihidrita com atrazina
Os animais que receberam atrazina apresentaram, no figado, aumento da
concentragdo de GSH em relagéo ao controle (p<0,05), e a associagdo com a ferrihidrita

(grupo FA) evitou este aumento, sendo o grupo FA igual ao controle. Nao houve alteragées
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em relagdo ao GST, LPO, PCO, AChE, CAT, em nenhum dos érgaos avaliados (figura 1,
figura 2 e figura 3).

Todos os resultados descritos acima estdo compilados na tabela 1. Nesta tabela,
pode-se observar os efeitos do glifosato, Roundup®, atrazina, ferrihidrita isolados, e os
herbicidas em associagao com a ferrihidrita, nos 6rgaos analisados frente aos parametros

avaliados.
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Figura 1. Valores no figado de glutationa reduzida (GSH), glutationa-S-transferase (GST),
malondialdeido (MDA), catalase (CAT), proteina carbonil (PCO) de ratos que receberam,
via gavagem, dose unica diaria (1000 mg/kg de peso corpdreo), por 4 dias, de agua de
torneira, sendo o grupo controle (C), nanoparticula de ferrihidrita (F), glifosato (G),
Roundup® (R), atrazina (A), ou a combinag&o da nanoparticula com os herbicidas. Gréaficos
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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531 Figura 2. Valores no rim de glutationa reduzida (GSH), glutationa-S-transferase (GST),
532 malondialdeido (MDA), e catalase (CAT) de ratos que receberam, via gavagem, dose Unica
533 diaria (1000 mg/kg de peso corpéreo), por 4 dias, de agua de torneira, sendo o grupo
534  controle (C), nanoparticula de ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A), ou
535 a combinacdo da nanoparticula com os herbicidas. Graficos de barras: média + EPM.
536  Graficos boxplot: mediana, primeiro e terceiro quartis. *Diferente do grupo C. #Diferente do
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Figura 3. Valores no cérebro de glutationa reduzida (GSH), glutationa-S-transferase (GST),
malondialdeido (MDA), catalase (CAT), e acetilcolinesterase (AChE) de ratos que
receberam, via gavagem, dose unica diaria (1000 mg/kg de peso corpdéreo), por 4 dias, de
agua de torneira, sendo o grupo controle (C), nanoparticula de ferrihidrita (F), glifosato (G),
Roundup® (R), atrazina (A), ou a combinag&o da nanoparticula com os herbicidas. Gréaficos
boxplot: mediana, primeiro e terceiro quartis. *Diferente do grupo C. #Diferente do respectivo
grupo somente com herbicida.
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Tabela 1. Compilagao dos resultados obtidos em tecidos de ratos Wistar: glutationa-
reduzida (GSH, yg GSH.g prot'), malondialdeido (MDA, pmol.g prot'), glutationa-S-
transferase (GST, nmol CDNB conjugado.min-'.g prot'), catalase (CAT, ymol H202.min"'.g
prot™), proteina carbonil (PCO, nmol carbonil.g prot') e acetilcolinesterase (AChE, nmol
DTNB.min"".g prot™).

Grupos Tecido

GSH

MDA  GST

CAT

PCO AChE

Figado
Rim

Cérebro

Figado
Rim

Cérebro

I —|

FG

Figado
Rim

Cérebro

dlll

Figado
Rim

Cérebro

I —|

_)

I <«

FR

Figado
Rim

Cérebro

<«

Figado
Rim

Cérebro

I —|

FA

Figado
Rim

Cérebro

Os ratos receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corporeo) unica diaria, por 4

dias, de agua de torneira, sendo o grupo controle (C), nanoparticula de ferrihidrita (F),

glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A) ou a combinagdo da nanoparticula com os

herbicidas. ---: pardmetro n&o avaliado. =: semelhante ao controle. 1: aumento em relagao

ao controle. |: redugao em relagao ao controle.
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5 DISCUSSAO

Estudos com ferrihidrita demonstram claramente sua elevada capacidade em
adsorver (PEREIRA et al., 2019) contaminantes no solo e na agua (WEATHERILL et al.,
2016) e, neste sentido, os dados do presente estudo sugerem que ela pode também
prevenir alguns efeitos téxicos promovidos por herbicidas em ratos.

A literatura mostra que as nanoparticulas de 6xido de ferro podem também levar ao
estresse oxidativo. Segundo Alarifi et al. (2014), diferentes concentra¢cdes de hematita (10,
30, 60, e 120 yg/mL), em cultura de células de cancer humano, promoveram deplecéo de
GSH e CAT e aumento da peroxidacao lipidica indicado pelo aumento das concentragdes
de MDA, que evidencia estresse oxidativo. Wu, Ding e Sun (2013), por instilagao nasal de
magnetita (1 a 4 doses de 20 mg), em ratos Sprague Dawley, observaram acumulo da
nanoparticula principalmente no bulbo olfatério, estriado e hipocampo constatando estresse
oxidativo, que sugere danos na barreira hematoencefalica, fato este demonstrado também
por Imam et al. (2015).

Como visto, as nanoparticulas de Oxido de ferro podem promover o estresse
oxidativo. Percebe-se o0 mesmo em nossos resultados, com o0 aumento especifico nas
concentragcdes de MDA no figado promovido pela ferrihidrita, que indica peroxidagao lipidica
nesse 0rgao; interessante notar que houve apenas alteragdes no figado, mas nao nos rins
ou cérebro. O figado € considerado o 6rgao mais importante no controle do processo
oxidativo frente a exposicao a substancias quimicas, o que poderia explicar a presenca de
lipoperoxidagcao nesse 6rgao (MORENO et al., 2005). Outro aspecto é que o ferro oriundo
da ferrihidrita poderia se acumular no figado. O acumulo de ferro acontece em maior
quantidade no figado comparado ao cérebro ou aos rins devido a fung¢ao propria do figado
de regular o ferro, além de ser o 6rgdo metabolizador primario (AGUIAR, 1980).

Os metais, que incluem o ferro, podem promover alteragdo no equilibrio entre
espécies reativas de oxigénio e no sistema de protegcado antioxidante e seus efeitos toxicos
resultam em alteragdes no funcionamento das células, que pode resultar em graves lesdes
celulares e teciduais (GROTTO, 2010) e a morte (RAND; McCARTY, 1995). Isso acontece
porque o ferro (Fe?*), por meio da reagdo de Fenton, reage com o peroxido de hidrogénio
(H202) que produz o radical hidroxil (OH), o qual tem a capacidade de agredir lipideos e
resulta na sua peroxidagdao (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Além disso, sabe-se que
a reacgao do radical superoxido com lipidios, proteinas e DNA sao lentas (HERMES-LIMA,
2004), porém, os ions de metais de transicdo também podem catalisar a reacao entre
peroxido de hidrogénio e o radical superéxido, pela chamada reacao de Haber-Weiss, que
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conduz a producdo do radical hidroxil (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Corrobora a

explicacéo o estudo em figado de ratos, em que verificaram que o excesso de ferro levou
a peroxidagao lipidica em hepatdcitos (BACON et al., 1983a, 1983b; ZHANG et al., 2012),
e induziu ao estresse oxidativo e dano hepatico (ZHANG et al., 2012), assim como
observado no presente trabalho.

Contribuindo com a explicacéo, € interessante notar que a hepcidina (HPN), um
horménio peptidico encontrado principalmente no figado, com fun¢gdo na homeostase do
ferro, faz a comunicacao entre os locais de absorc¢ao, utilizagcdo e estoque de ferro; e a
super expressao de HPN leva a anemia e morte (NICOLAS et al., 2002; RIVERA et al.,
2005), ou seja, a HPN, reduz a absorgao de ferro no intestino delgado e a liberagao de ferro
do figado para a corrente sanguinea. Sugere-se que o ferro da ferrihidrita liberado no figado
pode estar associado ao aumento da inflamacéao no 6rgéo (ZHANG et al., 2012). Ademais
foi demonstrado que a inflamagao nos hepatdcitos estimula a produgédo de HPN (RIVERA
et al., 2005). Sendo assim, a HPN evita a liberagao do ferro pelo figado, este ferro pode se
concentrar no o6rgdo, que leva a um quadro de estresse oxidativo e consequente
peroxidacao lipidica neste 6érgéo de forma mais especifica (FAIRBANKS; BEUTLER, 2001).

Apesar disso, um estudo realizado por Lima-Faria et al. (2023) mostrou que a
maghemita administrada por 7, 14 e 21 dias levou a altera¢des na concentragao de ferro e
integridade do figado, porém sete dias de pds-exposigao, a concentragao de ferro retornou
aos niveis normais, estatisticamente equivalentes ao grupo de controle. Isso sugere que os
danos causados aos figados dos animais pelas nanoparticulas podem ser reversiveis. Além
disso, Tsutsui (2022) mostrou que, na mesma dose de 1000 mg/kg, tempo de
administracao, e modelo experimental utilizado em nosso trabalho, a ferrihidrita isolada nao
apresentou toxicidade. Portanto, sugere-se, que a alteragdo pontual que a ferrihidrita
isolada apresentou em nosso trabalho, pode ser revertida, e ndo invalida os efeitos
protetores que a ferrihidrita em associagdo com os herbicidas pode apresentar; visto que
alguns estudos sugerem fortemente que, dependendo das associagdes e do tipo de oxido
de ferro, ha diferentes respostas. No estudo de Silva et al. (2020), a goethita mostrou
toxicidade isolada, mas quando combinada com o glifosato, essa resposta foi atenuada;
tais resultados divergem quando a goethita é associada ao Roundup®. O Roundup®
isoladamente causou efeitos citotoxicos e genotdxicos, enquanto a combinagcdo deste
herbicida com a goethita resultou em uma potencializagao sinérgica da toxicidade. Trigueiro
et al. (2021) mostraram que a co-exposi¢do da nanoparticula de maghemita com o
Roundup® resultou em danos no DNA mais pronunciados em comparagao com a exposicao
apenas a nanoparticula ou ao grupo controle, indicando uma interagao sinérgica. Portanto,
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torna-se evidente que os efeitos das nanoparticulas de 6xido de ferro variam em relagao ao
tipo e as associagdes com os herbicidas.

Em nosso trabalho, no grupo glifosato, houve um aumentou da atividade da GST no
figado, e pode-se inicialmente acreditar que a ferrihidrita impediu o aumento da GST
provocada pelo glifosato. Contudo, tal resultado n&o necessariamente é positivo, visto que
foi observado aumento nas concentragdes de MDA no grupo FG, indicando estresse
oxidativo no figado neste grupo em relagdo ao controle e ao glifosato. Em um estudo,
Hermes-Lima e Storey (1993) observaram que a atividade de GST, in vitro, € inibida na
presencga de agentes oxidantes “OH, H202 e Fe?*. Portanto, a diminuigdo da GST no grupo
FG em relagao ao grupo G, pode significar que na realidade houve aumento do acumulo de
ferro da ferrihidrita e a geracao de compostos oxidantes no figado; e ndo que a ferrihidrita
evitou o estresse oxidativo induzido pelo glifosato no figado.

A GST tem funcdo de atenuar a peroxidagao lipidica, porque algumas das
isoenzimas de GST podem reduzir de forma eficiente hidroperoxidos de acidos graxos e
hidroperoxidos de fosfolipidos, que interrompe a cadeia autocatalitica da lipoperoxidacao.
Os hidroperdéxidos lipidicos sdo muito instaveis e facilmente se decompéem em produtos
secundarios, como aldeidos e MDAs. A GST também protege as células dos produtos da
lipoperoxidagao que sao toxicos (HERMES-LIMA, 2004). Com isso, 0 aumento da atividade
da GST hepatica observada no grupo G, pode ser a razdo pela qual este grupo nao
apresentou aumento nas concentragées de MDA no figado. Seguindo esta mesma linha de
raciocinio, a reducao na atividade da GST no grupo FG em relagéo ao grupo glifosato, pode
estar relacionada com o aumento na concentracdo de MDA no figado observada nesse
grupo.

Faria et al. (2021) conduziram um estudo para investigar os efeitos da nanoparticula
de o6xido de ferro maghemita, administrada isoladamente ou em combinagdo com o
glifosato, sobre parametros bioquimicos e histolégicos no figado de peixes Poecilia
reticulata. A maghemita foi administrada em concentragcdo de 0,3 mg/L, isoladamente ou
em combinagao com o glifosato (65 mg/L) ao longo de trés periodos (7, 14 ou 21 dias). Os
resultados revelaram que as combinagdes da nanoparticula com o glifosato causaram
toxicidade no tecido hepatico. Lima-Faria et al. (2023), observaram que a maghemita em
combinagao com glifosato resultou em alteragdes na distribuicdo de lipidios nas células
hepaticas em peixes Poecilia reticulata, que sugere um impacto adverso nos tecidos
hepaticos e a ocorréncia de peroxidacao lipidica como parte da resposta ao estresse
oxidativo. Apesar de os trabalhos de Faria et al. (2021) e de Lima-Faria et al. (2023) terem

sido realizados com a maghemita e os parametros avaliados serem diferentes dos
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analisados no presente trabalho, ambos mostraram um padrdo semelhante, onde a
associacgao do glifosato com a nanoparticula de 6xido de ferro sugere toxicidade e LPO nos
hepatdcitos.

A ferrihidrita em associagdo com o glifosato e com o Roundup® diminuiu a
concentracdo de GSH nos rins podendo indicar que houve um consumo e utilizagdo do
GSH, mas sem resultar em danos oxidativos maiores, visto que ndo houve alteragbes nos
demais parametros, incluido LPO. Isso ocorre porque a GSH além de ser utilizada na
conjugacao de xenobidticos com a GST como catalisadora, atua como substrato para a
atividade de GPx. As GPx sao conhecidas por oferecerem protecdo contra a
lipoperoxidacédo ao interromper a cascata de peroxidagao lipidica através da redugao de
hidroperoxidos (HERMES-LIMA, 2004). Sendo assim, mecanismos de defesa podem ter
sido eficientes em equilibrar as concentragdes de MDA, consumindo o GSH. Alguns
estudos mostram concentracdes de MDA inalterados ou até diminuidos em diferentes
orgaos de peixes e outros organismos aquaticos expostos a poluentes; o MDA inalterado
em situagcdes de GSH diminuido pode ser atribuido a elevada capacidade antioxidante, que
supera os efeitos da peroxidagao lipidica (NOGUEIRA et al., 2013; PIAZZA et al., 2016;
RANSBERRY et al., 2016; UBANI-REX et al., 2017; SILVA et al., 2018; LIMA et al., 2019).
Segundo Hunt (2017), embora o modelo experimental seja muito distante do utilizado no
presente trabalho, ha uma notavel conservagédo evolutiva do mecanismo molecular de
equilibrio redox que permite estudar organismos mais simples para entender e descrever a
toxicidade na avaliagdo de estresse oxidativo em organismos mais complexos, uma vez
qgue os processos fisioldgicos e as respostas ao estresse sdo conservados.

Em relagdo ao Roundup®, o aumento que o herbicida provocou nas concentragbes
de MDA no figado e no cérebro indicam peroxidagao lipidica; resultados semelhantes sao
encontrados em outros estudos realizados com o Roundup®. O estudo conduzido por
Jasper et al. (2012), no qual doses de 50 ou 500 mg/kg de Roundup® foram administradas
via gavagem em camundongos Swiss ao longo de um periodo de 15 dias, mostrou que o
Roundup® resultou em perda de peso, induziu a lipoperoxidagéo hepatica. No estudo de El-
Shenawy (2009) com ratos Wistar, 269,9 mg/kg de peso corpéreo de Roundup®, por 14
dias, observou diminuicdo da GSH e o aumento da LPO no figado. Também foi observado
estresse oxidativo no SNC em ratos Wistar com administragdo do Roundup® (CATTANI et
al.,, 2014). No presente trabalho, o aumento na peroxidagao lipidica provocado pelo
Roundup® no figado e cérebro, foi revertida pela associagdo com a ferrihidrita, que sugere
papel protetor da ferrihidrita sobre o estresse oxidativo promovido pelo Roundup® nos dois
orgaos.
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Além disso, ainda em relacdo ao Roundup®, percebe-se que este provocou
diminuicdo na atividade da CAT no figado corroborando o estudo realizado por
Owagboriaye et al. (2019), em que mostraram que ratos Wistar que receberam doses
diarias de 3,6 mg/kg, 50,4 mg/kg e 248,4 mg/kg de Roundup® por 12 semanas,
apresentaram reducao na atividade da CAT. Esta mesma diminui¢gado foi observada por
Djaber et al. (2020), utilizando ratos Wistar que receberam doses de 269,9 mg/kg de
Roundup® por 30 dias. A inibicdo da atividade da CAT pode acontecer através do aumento
de H202 e/ou de radicais superoxido (RUAS et al., 2008). Neste contexto, a diminuigdo da
atividade da CAT promovida pelo Roundup® pode indicar estresse oxidativo gerado por este
herbicida, e a associagdo com a nanoparticula de ferrihidrita reverteu esse quadro.

Vale destacar que, no presente trabalho, a peroxidacgéao lipidica no figado e no
cérebro foi provocada pelo Roundup®, mas ndo foi provocada pelo glifosato; além disso,
nos mesmos 6rgdos, o Roundup® comparado ao glifosato, provocou maior concentragdo
de MDA e menor atividade da CAT, que indicam maior promogao de estresse oxidativo pelo
Roundup®do que pelo glifosato; resultados semelhantes s&o observados na literatura. O
Roundup® é um formulado que tem em sua composigdo a polioxietileno amina (POEA), que
engloba uma classe de surfactantes com uma estrutura quimica em comum (VAN OS,
1998). O POEA utilizado como adjuvante no Roundup® original, formulado empregado
neste estudo, contém uma mistura de surfactantes (OWAGBORIAYE et al., 2019). Estudos
sugerem que o POEA é considerado até trés vezes mais tdéxico que o préprio glifosato
(NAVARRO; MARTINEZ, 2014), o que contribui para a explicagédo do porqué do Roundup®
ter apresentado maiores efeitos toxicos em comparagao com aqueles apresentados apenas
pelo glifosato. EI-Shenawy (2009) em ratos Wistar com 269,9 mg/kg de Roundup® e 134,95
mg/kg de glifosato, por 14 dias, observou diminuicdo nas concentracdes de GSH e o
aumento nas concentragées de MDA no figado com os dois herbicidas, sendo que o
Roundup® promoveu aumento da peroxidagao lipidica maior do que o observado para o
grupo do glifosato, que pode indicar que o formulado tem um efeito mais tdxico em relagao
as defesas antioxidantes. Além disso, Owagboriaye et al. (2019), avalia ratos Wistar
expostos a doses (3,6; 50,4 e 248 mg/kg) de glifosato e Roundup®, via oral, durante 12
semanas, verificaram que ambos os herbicidas aumentaram a concentragdo de GSH no
sangue, porém o Roundup® mostrou-se mais toxico promovendo também deplecdo da
atividade da CAT e aumento nas concentragbes de MDA.

Com relagao a atrazina, o aumento nas concentragdes de GSH no figado pode
indicar estresse oxidativo promovido por este herbicida; visto que a atrazina pode gerar as
ERO (CAMPOS-PEREIRA et al. 2012), e que a GSH tem papel importante na
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biotransformacao e eliminagdo de xenobioticos e na defesa das células contra o estresse
oxidativo (OSTROWSKI; KISTLER, 1980). Slaninova et al. (2009), observaram que
organismos aquaticos tem resposta adaptativa que aumenta a sintese de GSH em quadros
de estresse oxidativo moderado. Nesta situagédo ha a indug¢ao da enzima y-glutamil-cisteina
sintetase, que controla biossintese de GSH no citoplasma. Tal enzima esta presente nao
somente em organismos aquaticos, mas também em ratos e humanos (LASH, 2005).
Sendo assim, o aumento nas concentragcbes de GSH apresentada pelos animais do
presente estudo, que receberam atrazina, pode indicar estresse oxidativo moderado e um
aumento nos compostos oxidantes. Vale destacar que a associagdo da atrazina com a
nanoparticula evitou este aumento, sugere-se neste caso, que o papel da ferrihidrita em

evitar o aumento nas concentragcdes de GSH no figado € plausivel.

6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostram que a nanoparticula de 6xido de
ferro ferrihidrita, apesar de promover peroxidagao lipidica no figado quando isolada, e ndo
apresentar resultados consistentes em relagdo ao glifosato, foi eficaz em evitar algumas
alteragdes provocadas pelo Roundup® e atrazina; quando associada com o Roundup® foi
capaz de impedir o estresse oxidativo no figado e no cérebro, e quando associada com a
atrazina evitou o estresse oxidativo no figado. Portanto, a ferrihidrita se mostrou capaz de
minimizar os danos causados pelos herbicidas Roundup® e atrazina apresentando potencial

como remediadora da toxicidade desses herbicidas.
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ANEXO 1: Aprovacao da CEUA

|||_ Jl' Universidade

=M= 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: “Prote¢io De Nanoparticulas De Oxido De Ferro Contra
Estresse Oxidativo Promovido por Herbicidas: Parimetros Plasmaticos, Teciduais E Histologicos Em
Ratos” protocolo CEUA n° 057.2021 sob a responsabilidade de Céssia Thais Bussamra Vieira Zaia, que envolve
a produgdo, manutengdo 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 Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo 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 combina¢do com a ferrihidrita, pretende-se avaliar se essas substancias: a)
comprometem a ingestdo alimentar e peso corporeo, isto &, a saude e o desenvolvimento do animal; b) interferem
na atividade de antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos; ¢) promovem dano no DNA, pela andlise do
cometa; d) promovem dano oxidativo tecidual, pela avaliagao histologica de orgaos. Grau de invasividade:
GI3.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autoriza¢io 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 & apreciagao da CEUA/UEL anteriormente a execugao das modificagdes.

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

Coloco-me a disposig¢ao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para
o momento, subscrevo-me, cordialmente,

ProrDr Paticia Chmim 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 Fisiologicas
C/C para a Diregdo do Centro de Ciéncias Biologicas/CCB
C/C para o Biotério Central/ CCB
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