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ZILLI, Renato Marcilio. Efeitos de Roundup® e atrazina, na auséncia e presenca de
goethita, em parametros metabdlicos e histoldgicos em ratos machos e fémeas. 2017. 86 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual de Londrina, 2017.

RESUMO

Roundup® e atrazina sdo herbicidas usados mundialmente na agricultura no combate as
plantas daninhas. Ha varios estudos, em diferentes espécies de seres vivos, demonstrando
efeitos toxicos celulares e metabdlicos desses herbicidas. O uso de nanoparticulas é cada vez
mais amplo visando a salde e bem-estar animal. Goethitas, nanoparticulas de 6xido de ferro,
tém a capacidade de adsorver tanto glifosato, produto ativo da formulagdo Roundup® quanto
atrazina, sugerindo um possivel papel protetor dos efeitos tdxicos desses herbicidas. O
presente trabalho avaliou as alteragfes resultantes do Roundup®, atrazina, goethitas e
associacdo de goethitas aos herbicidas sobre o0 ganho de peso corpéreo, ingestdo alimentar,
metabolismo periférico e parametros histoldgicos de ratos machos e fémeas. Os animais
foram tratados por gavagem diariamente com agua de torneira (grupo controle) ou 1.000 e
2.000 mg/kg de peso corpdreo de Roundup® ou atrazina por 5 dias. As goethitas isoladas néo
desencadearam quaisquer alteracfes nos parametros plasmaticos ou histologicos avaliados.
N&o houve diferenca estatistica nas concentracbes plasmaticas de glicose entre os grupos
experimentais comparados com 0S grupos controles, exceto no grupo R1000fD2. A
concentracdo de colesterol total se mostrou alterado apenas nos grupos de machos que
receberam atrazina na maior dose em comparacao com o controle (p<0,05) e as goethitas ndo
impediram essa resposta. Foi observado aumento significativo (p<0,05) na concentracdo
plasmatica das enzimas ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase),
em animais que receberam Roundup® e atrazina, sugerindo hepatotoxicidade, entretanto a
concentracdo dessas enzimas ndo diferiu do controle com a associacdo as goethitas. A
concentracdo plasmatica de creatinina apresentou-se aumentada em grupos de ratos machos e
fémeas que receberam Roundup® e atrazina, em comparagdo aos grupos controles (p<0,05).
A associacdo de goethita com atrazina, nas duas doses testadas, resultou em menor
mortalidade dos animais. Pela analise dos parametros histoldgicos avaliados, observou-se que
os herbicidas provocaram diminuicdo na espessura das camadas histolégicas que compdem o
estdmago, refletindo em diminuicdo na espessura média total da parede do mesmo; no figado
observaram-se alteracfes nos didmetros médios das veias centrolobulares e veias portas, além
de alteraces no numero de hepatdcitos ativos proximos a estes vasos; no rim foram
evidenciadas alteracbes no espaco de Bowman e no didmetro médio do corpusculo, do
glomérulo renal e dos tubulos contorcidos proximais e distais. A associacdo de goethitas a
atrazina, mostrou-se eficaz em adsorver o herbicida e manter dentro da normalidade alguns
dos parametros histologicos analisados. Conclui-se que a nanoparticula de goethita impediu,
em alguns casos, que a administracdo do herbicida levasse o animal & morte ou promovesse
alteracdes metabolicas ou histologicas nos protocolos estudados.

Palavras-chave: Ingestdo alimentar. Peso corporeo. AST. ALT. Estdmago. Hepatocito.
Creatinina.



ZILLI, Renato Marcilio. Effects of Roundup® and atrazine, in the absence and presence
of goethite, on metabolic and histological parameters in male and female rats. 2017. 86 p.
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ABSTRACT

Roundup® and atrazine are herbicides used worldwide in agriculture to combat weeds. There
are several studies, in different species of living beings, demonstrating the cellular and
metabolic toxic effects of these herbicides. The use of nanoparticles is increasingly widespread
for animal health and welfare. Goethites, nanoparticles of iron oxide, have the ability to absorb
both glyphosate, the active product of the Roundup® formulation and atrazine, suggesting a
possible protective role for the toxic effects of these herbicides. The present work evaluated the
changes resulting from Roundup®, atrazine, goethites and the association of goethites to
herbicides on body weight gain, food intake, peripheral metabolism and histological parameters
of male and female rats. The animals were treated by gavage daily with tap water (control
group) or 1,000 and 2,000 mg/kg body weight of Roundup® or atrazine for 5 days. The isolated
goethites did not trigger any changes in the plasma or histological parameters evaluated. There
was no statistical difference in plasma glucose concentrations between the experimental groups
compared to the control groups, except in the R1000fD2 group. The total cholesterol
concentration was altered only in the groups of males that received atrazine at the highest dose
in comparison with the control (p<0.05) and the goethites did not prevent this response. A
significant increase (p<0.05) in the plasma concentration of the ALT (alanine aminotransferase)
and AST (aspartate aminotransferase) enzymes was observed in animals that received
Roundup® and atrazine, suggesting hepatotoxicity, however the concentration of these enzymes
did not differ from the control with association to goethites. Plasma creatinine concentration was
increased in groups of male and female rats receiving Roundup® and atrazine, compared to the
control groups (p<0.05). The association of goethite with atrazine, in the two doses tested,
resulted in lower mortality of the animals. By analyzing the histological parameters evaluated, it
was observed that the herbicides caused a decrease in the thickness of the histological layers that
compose the stomach, reflecting in a decrease in the average total wall thickness of the same; In
the liver, changes were observed in the mean diameters of the centrilobular veins and portal
veins, as well as changes in the number of active hepatocytes near these vessels; in the kidney,
changes in Bowman's space and in the mean diameter of the corpuscle, the renal glomerulus,
and the proximal and distal convoluted tubules were evidenced. The association of goethites to
atrazine was effective in adsorbing the herbicide and maintaining within normality some of the
analyzed histological parameters. It was concluded that the nanoparticle of goethite prevented,
in some cases, that the administration of the herbicide would lead the animal to death or promote
metabolic or histological changes in the protocols studied.

Keywords: Food intake. Body weight. AST. ALT. Stomach. Hepatocyte. Creatinine.
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1. INTRODUCAO
1.1. HERBICIDAS

O herbicida Roundup® ¢é registrado em mais de 100 paises (WILLIAMS et al., 2000)
para controle de plantas daninhas (REDDY, 2001) em culturas de soja, milho, canola e
algodao, particularmente na Argentina, Brasil, Canadd e EUA (DUKE e POWLES, 2008). No
Brasil, o0 Roundup® ¢é responsavel por 76% da comercializacdo de herbicidas (IBAMA,
2010), sendo que no periodo de 2000 a 2004 seu consumo apresentou aumento de 95%
(LANGIANO e MARTINEZ, 2008).

O Roundup® é a formulacdo comercial do ingrediente ativo glifosato (n-fosfonometil-
glicina: C3sHgNOsP) e de ingredientes denominados inertes (ACQUAVELLA et al., 2004),
dentre eles o surfactante polioxietilenoamina (POEA), que é adicionado a formulacdo para
aumentar a eficacia do herbicida (KNOCHE e BUKOVAC, 1992; TSUI e CHU, 2003;
RICHARD et al., 2005; COX e SURGAN, 2006; BENACHOUR et al., 2007), favorecendo a
difusdo de glifosato pela cuticula da folha (HAEFS et al., 2002; L1U, 2004).

O grau de toxicidade de herbicidas € indicado nos frascos dos agroquimicos por meio
de faixas de cores distintas indicando o grau de toxicidade, sendo que o glifosato recebe em
sua embalagem a faixa azul, indicadora de toxicidade grau Ill, ou seja, mediamente toxico
(ALMEIDA, 2007; ANDEF, 2010), apresentando taxas de mortalidade de apenas 17% em
casos de suicidio. Alguns estudos, no entanto, sugerem que o POEA tenha efeitos toxicos,
sendo inclusive considerado até trés vezes mais tdxico que o proprio glifosato (GIESY et al.,
2000).

A ampla utilizacdo de Roundup® tem gerado preocupacao sobre os potenciais efeitos
adversos dos produtos quimicos sobre o meio ambiente, podendo gerar toxicidade na
condicdo de exposicdes intensas (WILLIAMS et al., 2000) com riscos a vida aquatica
(GIESY et al., 2000) e a satde humana (FERON et al., 2002; LUSHCHAK et al., 2009). A
concentracdo de glifosato usada em culturas de arroz e soja no sul do Brasil varia de 0,36 a
2,16 mg/L (GLUSCZAK et al., 2007), sendo estes os valores limites de tolerancia e intervalos
de seguranga do glifosato em alimentos, conforme estabelecidos pela ANVISA em 2001
(ANVISA, 2001 apud AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Os processos mais importantes de dissipacdo de glifosato e do seu metabolito acido
aminometilfosfénico (AMPA) para ambientes terrestres e aquaticos pode ocorrer em solucao
e em suspensdo (BORGGAARD e GIMSING, 2008). A meia-vida desses compostos, em
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ambientes aquaticos, dependendo das condi¢des do local, € relatada para variar de 7 a 14 dias
e 21 a 42 dias, respectivamente (GIESY et al., 2000).

O glifosato ¢ ligado aos constituintes do solo atraves do radical acido fosfénico por um
mecanismo semelhante ao do fosfato inorganico e sua inatividade é principalmente devido a
formagdo de complexos com metais (MORILLO et al., 2000), como Oxidos de ferro e
aluminio (TONI et al., 2006) e matéria orgénica (PICOLLO et al., 1996). A adsorcdo é
atribuida a formacdo de complexos em solucédo entre glifosato e cations (GLASS, 1987) na
dependéncia do pH (BORGGAARD e GIMSING, 2008; CRUZ et al., 2007; JONGE e
JONGE, 1999; McCONNELL e HOSSNER, 1985; MILES e MOYE, 1988) podendo persistir
no solo adsorvido como residuo ligado de forma irreversivel (PRATA et al., 2005) resultando
em muitos problemas ambientais (BENETOLI et al.,, 2010) ou lixiviar para &aguas
subterraneas (de SANTANA et al., 2006) comprometendo a vida aquatica.

O ambiente aquético esta sendo continuamente contaminado com produtos quimicos
toxicos de atividades industriais, agricolas e domésticos. A resposta bioldgica de um
organismo aquatico a xenobidticos apos absorcao e distribuicdo induz a alteracdes celulares e
bioquimicas, em termos tanto estruturais, funcionais de células e tecidos como
comportamentais do organismo (PARVEZ e RAISUDDIN, 2005).

A dose letal 50% (DLso) oral de glifosato é maior que 5.000 mg/kg (WILLIAMS et al.,
2000), no entanto, é possivel notar varios estudos onde concentrages menores promovem
diversas alteraces no organismo. A severidade clinica e a taxa de mortalidade sao
correlacionadas com a quantidade de exposicdo (HSIAO et al., 2008). Varios estudos tém
também avaliado a toxicidade de herbicidas na tentativa de associagdo com diferentes
sintomas e patologias, tanto em humanos quanto em ratos.

Em caso de ingestdo acidental de glifosato, ocorre inicialmente distribuicdo para o
intestino delgado, colon, rins e 0ssos, com grande parte do produto sendo degradado no local
de absorcdo (ANADON et al., 2009) ou rapidamente excretado sem biotransformagdo na
urina (BRADBERRY et al., 2004 apud CHANG e CHANG, 2009), corroborando estudos
realizados em ratos Sprague-Dawley (BREWSTER et al., 1991). O herbicida, em seres
humanos, é excretado na urina praticamente na forma inalterada, sendo detectada diminuta
concentracdo do metabdlito AMPA (HORI et al., 2003). A elevada ingestdo de Roundup®,
numa tentativa de suicidio, causa toxicidade significativa resultando em nauseas, vémitos, dor
oral e abdominal, podendo ocorrer insuficiéncia renal e hepatica e edema pulmonar (CHANG
e CHANG, 2009), pancreatite aguda (HSIAO et al., 2008), acidose metabdlica severa,
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aumento do lactato sanguineo e da osmolaridade plasmatica com acetilcolinesterase inalterada
(MALHOTRA et al., 2010).

Encontram-se varios estudos na literatura sobre roedores com exposi¢do a agrotoxicos
mostrando que tanto glifosato como Roundup® podem promover uma variedade de
anormalidades funcionais na atividade especifica das enzimas hepaticas, como alteracdo de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) com a presenca de danos
histologicos (BENEDETTI et al., 2004; HEYDENS et al., 2008) em ratos machos (VAINIO
et al., 1983). Verifica-se ainda concentracdo diminuida de creatinina e glutationa reduzida;
com aumento de ureia, acido drico, triglicerideos e colesterol, quando administrados
Roundup® ou glifosato intraperitonealmente por periodo de duas semanas (EL-SHENAWY,
2009), aumento do colesterol total e alteracdes de lipoproteinas (CAGLAR e KOLANKAYA,
2008), aumento significativo do colesterol plasmatico em fémeas submetidas a diferentes
doses de Roundup®, por gavagem, sugerindo hepatotoxicidade (ROMANO et al., 2010),
estresse oxidativo no figado e cérebro de ratos (ASTIZ et al., 2009) e diminuicdo dos
horménios sexuais (DALLEGRAVE et al., 2007; ROMANQO et al., 2010).

Outro herbicida amplamente utilizado na agricultura € a atrazina (2-cloro-4-etilamino-
6-isopropilamino-s-triazina), produto extensivamente usado para controle de ervas daninhas
por inibir a fotossintese em uma grande variedade de culturas (POGRMIC-MAJKIC et al.,
2012), como milho, sorgo e cana-de-agucar (BRZEZICKI et al., 2003) de maneira especifica
(fotossistema 1) pela acdo na cadeia transportadora de elétrons (PFISTER et al., 1979); sua
persisténcia no solo é dependente do teor de matéria organica e pH (RAJKOVIC et al., 2011),
sendo o pH 7 6timo para o processo de biodegradacdo (DEHGHANI et al., 2013).

A atrazina é o segundo herbicida mais utilizado no Brasil, com aproximadamente 10
mil toneladas anuais (MINISTERIO do MEIO AMBIENTE, 2003), na qual sua ampla
utilizacdo pode proporcionar risco para os trabalhadores rurais e a populacdo em geral devido
aos residuos na cultura e dguas subterraneas (McMULLIN et al., 2007). E um potencial
contaminante devido as suas caracteristicas quimicas, tais como: lipofilico, hidrdlise lenta,
moderada a baixa solubilidade em &agua, e alta solubilidade em solventes organicos com alta
absorcdo por matéria organica, argila, e tecido adiposo (ROSS et al., 2009).

Por via oral, a atrazina é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal (CAMPOS-
PEREIRA et al., 2012), é bioacumulavel (ROSS et al., 2009) e seu metabolismo ocorre
principalmente pelo citocromo P450, resultando em metabdlitos plasmaticos (desetilatrazina,
desisopropilatrazina e diaminoclorotriazina) que sdo excretados na urina (BRZEZICKI et al.,

2003) permanecendo biologicamente ativos no ambiente (BARR et al., 2007).
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A avaliacdo de toxicidade da atrazina associando diferentes sintomas e patologias,
tanto em rato quanto em humanos, sdo muitos. A dose letal 50% (DLso) oral deste herbicida é
maior que 3.000 mg/kg de peso corpdreo em ratos (BRECKENRIDGE et al., 2010 apud
SONG et al., 2015), no entanto, estudos com concentracbes menores mostram diversas
alteracdes no organismo.

Apesar da ampla literatura da agdo da atrazina em diversos parametros avaliados, séo
poucos os estudos da acdo deste herbicida sobre os parametros metabdlicos. Estudos em ratos
mostram que a atrazina promove inibicdo de horménios do sistema reprodutor, além de
alteracbes morfoldgicas e funcionais (COOPER et al., 2000; ELDRIDGE et al., 1994;
ELDRIDGE et al., 1999; FORADORI et al., 2009; FORADORI et al., 2011; FORADORI et
al., 2014; WETZEL et al., 1994). Valores elevados de AST, ALT e fosfatase alcalina (ALP)
no figado e aumento da creatinina e ureia nos rins (JESTADI et al., 2014); alteracdes nas
enzimas antioxidantes de hepatocitos (CAMPOS-PEREIRA et al., 2012); estresse oxidativo
no tecido renal (LIU et al., 2014) e ovariano (ZHAO et al., 2014); ativacdo do eixo
hipotdlamo-hipofise-adrenal em ratos fémeas (FORADORI et al., 2011; FRAITES et al.,
2009; GOLDMAN et al., 2013; LAWS et al., 2009); aumento da citocromo P450 em células
intestinais (RAJKOVIC et al., 2011) sdo também encontrados; verifica-se também que esse
herbicida pode se complexar a proteinas plasmaticas levando a hipoxia (DOOLEY et al.,
2006); exposicOes cronicas promove obesidade abdominal e resisténcia insulinica por
disfuncdo mitocondrial (LIM et al., 2009).

Deve ser ressaltado que poucos trabalhos na literatura descrevem os efeitos do
glifosato, Roundup® e atrazina sobre o metabolismo energético de ratos e humanos. O
namero de pessoas com doencas associadas a distlrbios metabolicos € crescente no mundo
(GHO, 2011; IBGE, 2010). No entanto, existem poucos estudos em humanos ou ratos, que

relacionem diferentes distirbios metabdlicos a utiliza¢do indiscriminada de herbicidas.

1.2. NANOPARTICULAS E HERBICIDAS

Poluentes geralmente sdo adsorvidos a superficie das nanoparticulas de éxido de ferro,
por meio de interagdes incluindo: adsorcéo fisica, troca idnica, ligacdo quimica (complexacao
e/ou quelacdo), ligacOes de hidrogénio e forcas de Van Der Waals. A utilizacdo de
nanoparticulas deve considerar as complexas condi¢cbes ambientais, tais como: substancias
hamicas, temperatura e pH (XU et al., 2014). Apesar de alguns conhecimentos recentemente

adquiridos sobre os efeitos das nanoparticulas na toxicologia humana e, em menor escala, em
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ecotoxicologia, pouco se sabe dos mecanismos de absorcao bioldgica e acdo de toxicidade, a
respeito do transporte entre os compartimentos ambientais e bioldgicos e seu comportamento
quimico no meio ambiente (JU-NAM e LEAD, 2008).

A producdo em escala industrial e ampla variedade de aplicacdes de nanoparticulas
fabricadas e sua possivel liberacdo em quantidades considerdveis no ambiente aquético
natural tém produzido uma crescente preocupacdo entre a nanotecnologia e a comunidade da
ciéncia ambiental. H4 muitas variaveis a considerar quando se trabalha com nanomaterial.
Para se quantificar a concentracao e alteragcdes na forma fisico-quimica destes materiais, um
grande numero de parametros deve ser avaliado, incluindo o tipo de material, tamanho, a &rea
superficial especifica, forma, superficie, carga, revestimento, dispersdo, aglomeracdo,
agregacao, concentracdo e matriz (JU-NAM e LEAD, 2008).

Em geral, as nanoparticulas podem ser metais (ouro, prata e ferro), nanoparticulas
inorgénicas (6xido de zinco, oxido de ferro, etc.), materiais a base de carbono, dentro outros.
Estes nanomateriais apresentam diferentes morfologias, tais como esferas, tubos e prismas
(todas as trés dimensdes entre 1 e 100 nm) e podem ligar-se a uma ampla variedade de
substancias, incluindo as proteinas, drogas e nucleotideos (JU-NAM e LEAD, 2008; TESKE
e DETWEILER, 2015). H& muitos trabalhos na literatura sobre nanomateriais baseados em
carbono e 6xido de titanio, porém, nanomateriais baseados em dxidos de ferro necessitam ser
estudados com maiores detalhes.

Existem 16 tipos diferentes de Oxidos de ferro, sendo alguns deles: goethita, wustita,
lepidocrocita, ferridrita, feroxita, bernalita, hematita, magnetita e maghemita. Os 6xidos de
ferro consistem em arranjos de anions (normalmente hexagonais ou cubicos) nos quais 0s
intersticios s&o parcialmente preenchidos com ferro bivalentes ou trivalentes.

Goethita € um mineral de 6xido de ferro encontrado na natureza em diferentes cores
(castanho, laranja, vermelho e amarelo) que recebeu este nome, em 1806, por Johann Georg
Lenz, em homenagem ao poeta, filésofo e geocientista alemao Johann Wolfgang von Goethe
(1749-1832). Goethitas sintetizadas na presenca de cisteina apresentam pHP41 menor do que
0 de goethitas normais, isto é, goethitas com cisteina tém menos cargas positivas em sua
superficie fazendo com que facilite a adsor¢do de moléculas carregadas positivamente
(CARNEIRO et al., 2013).

Nanoparticulas de oxido de ferro s&o quimicamente inertes sendo usados

principalmente para distribuicdo de drogas (XIONG et al., 2015), ressonancia magnética

1 pHP®Z: ponto de carga zero, onde o nimero de cargas positivas e negativas sao iguais.
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(ALVARIM et al., 2014; KIM et al., 2015; MESENTIER-LOURQO et al., 2014; WACKER et
al., 2014), imobilizacéo de proteinas e bioseparacdo (XU et al., 2014), deteccdo e tratamento
de cancer (NDONG et al., 2015) e quimioterapicos (SHENHAR e ROTELLO, 2003).

As nanoparticulas de ferro possuem a capacidade de adsorver e transformar uma
grande variedade de contaminantes do meio ambiente (BENETOLI et al., 2010). Estudos
mostram que o glifosato e atrazina possuem alta afinidade por nanoparticulas minerais e
organicas, cujas reacdes entre estes compostos incluem desde simples adsorcdo fisica,
quimica e até a formacdo de novas fases nano cristalinas (CRUZ et al., 2007). Esses
herbicidas podem ser imobilizados por adsor¢do sobre nanoparticulas, porém ndo ha na
literatura um consenso de qual é o fator preponderante (pH, forca idnica da solucdo, éxidos de
ferro, matéria organica, etc.) nesta imobilizacdo (CARNEIRO et al., 2013).

Sabe-se que a maioria dos tecidos contém uma concentracdo substancial de ferro que
pode ser maior do que a quantidade de nanoparticulas de ferro injetados (BARGHEER et al.,
2015). Nanoparticulas podem representar riscos a saude devido a sua capacidade de atingir
qualquer parte dos 6rgdos e tecidos e sua interacdo com as funcbes celulares (BARATLI et
al., 2014). No entanto, nenhuma alteracdo em termos de mortalidade, peso corpéreo, ingestdo
alimentar, observacdes clinicas, parametros hematolégicos e bioquimicos, e lesdes
histoldgicas foram observados em ratos machos e fémeas, que receberam nanoparticulas de
oxido de ferro na concentracdo de 2.000 mg/kg de peso corpéreo por 14 dias via oral (YUN et
al., 2015).

Considerando que ndo existem muitos trabalhos na literatura caracterizando as
modificacfes hormonais, metabdlicas e teciduais causadas pela intoxicagdo por Roundup® ou
atrazina, e a possibilidade de adsorcdo desses herbicidas a nanoparticulas de 6xido de ferro
como uma forma de protecdo para a salde, torna-se relevante avaliar esta possibilidade em

animais.
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2. ESTRATEGIAS

2.1. ESTRATEGIA GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da administracdo de
Roundup®, atrazina e nanoparticulas de oxido de ferro sobre o peso corpéreo, ingestdo

alimentar, parametros plasmaticos e histologicos em ratos machos e fémeas.

2.2. ESTRATEGIAS ESPECIFICAS

a) Estudar, em ratos machos e fémeas, os efeitos da administracdo de Roundup®, atrazina,
goethitas isoladas ou goethitas seguida da administracdo de Roundup® ou atrazina, por
gavagem, durante 5 e 4 dias, respectivamente, no indice de mortalidade, ganho de peso

corporeo e ingestao alimentar diarios.

b) Estudar, em ratos machos e fémeas, os efeitos da administracdo de Roundup®, atrazina,
goethitas isoladas ou goethitas seguida da administracdo de Roundup® ou atrazina, por
gavagem, durante 5 e 4 dias, respectivamente, nas concentragdes plasmaticas de glicose,
colesterol total e creatinina, e de enzimas hepaticas (ALT e AST), e possiveis alteracdes

histoldgicas (estdmago, figado e rim).
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos realizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais de Experimentacdo, da Universidade Estadual de Londrina
(protocolo n°. 30861.2014.66).

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos (peso = 220 - 250 g) e fémeas (peso = 200 - 230 g),
adultos, da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina (UEL). Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas (CIF), por pelo menos 4 dias de ambientacdo antes do inicio dos procedimentos
experimentais, em gaiolas individuais, em ambiente controlado de luz (ciclo 12 h
claro/escuro) e de temperatura (22 + 2 °C), recebendo alimento e &gua ad libitum. Todos os
experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia Neuroenddcrina e Metabolismo
(LaFiNeM) do CIF/UEL sempre no mesmo periodo conforme o protocolo (8:00 as 9:00 h)

para minimizar qualquer influéncia do ritmo circadiano e ingestéo alimentar.

3.2. HERBICIDAS

O herbicida Roundup® Original (R), cuja composicdo € 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 (Monsanto do Brasil LTDA) e o herbicida
atrazina (ATR), cuja composicdo € de 500 g/L do principio ativo (2-cloro-4-etilamino-6-
isopropilamino-s-triazina) e 600 g/L de ingredientes inertes, foram adquiridos da Agroterra

Implementos e Defensivos Agricolas, Ibipord, PR.

3.3. NANOPARTICULAS DE FERRO

As nanoparticulas de oxido de ferro — goethitas (Go) — foram sintetizadas na forma
pura (Go), ou com o aminoacido cisteina (proporcéo ferro: cisteina 1:1, em mol) em agua
ultrapura Milli-Q® (Gog) ou em agua do mar sintética (Gom). Todas essas nanoparticulas
foram analisadas e caracterizadas pelas técnicas de fluorescéncia de raios-X, espectroscopia

Madossbauer, espectroscopia vibracional, espectroscopia Raman, e termogravimetria, pelo Dr,
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Dimas Augusto Morozin Zaia, no Laboratorio de Quimica Prebidtica, do Departamento de
Quimica da UEL, pelo Laboratério de Fisica Nuclear Aplicada, do Departamento de Fisica da
UEL, pelo Laboratério de Espectroscopia da UEL e pelo Laboratério de Agronomia
Experimental, da Universidade Estadual de Maringd (CARNEIRO et al., 2013).

3.4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os protocolos conduzidos nesse trabalho se basearam no Guideline The Organization
for Economic Co-operation and Development 423 (OECD 423), que determina que a da dose
de 2.000 mg/kg de peso corpéreo, € a maxima a ser utilizada para avaliacéo de toxicidade de

herbicidas. Os seguintes protocolos foram realizados:

Protocolo 1- Estudo, em ratos machos, dos efeitos da administracéo de herbicidas e goethitas

sobre 0 peso corporeo, ingestdo alimentar, alguns parametros plasmaticos e histoldgicos

Protocolo 2- Estudo, em ratos fémeas, dos efeitos da administracéo de herbicidas e goethitas

sobre 0 peso corporeo, ingestdo alimentar, alguns parametros plasmaticos e histolgicos

Para tal, os ratos receberam, via gavagem, uma vez ao dia, sempre entre 8 e 9 h, dose
diaria do herbicida ou de goethita isolada ou sua associacdo com o herbicida, sendo nos
machos (m) por 5 dias e nas fémeas (f) somente por 4 dias, pois estudos prévios do
laboratério mostraram mortalidade de 90 a 100% ap6s administragdo dos herbicidas por 4
dias. O grupo controle (grupo C) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do
herbicida. Tanto peso corporeo como ingestdo alimentar foram avaliados diariamente durante
todo o periodo experimental. Todos os animais foram eutanasiados por decapitacdo ao
término do protocolo experimental e foram coletados sangue para analises quimicas (glicose,

colesterol total, ALT, AST e creatinina) e tecidos para andlise histoldgica.

3.4.1. Administracao de herbicidas

Os animais receberam Roundup® nas doses de 1.000 mg/kg de peso corporeo (grupos
R1000m e R1000f; 0,208 mL/100 g de peso corpéreo) ou 2.000 mg/kg de peso corporeo
(grupos R2000m e R2000f; 0,416 mL/100 g de peso corporeo). Essas doses utilizadas foram
as que promoveram teratogenicidade, comprometimento do desenvolvimento de 6rgaos

sexuais e mudancas em alguns pardmetros bioguimicos (DALLEGRAVE et al., 2003;
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DALLEGRAVE et al., 2007; EL-SHENAWY, 2009). Nos ratos que receberam atrazina,
administrou-se as doses de 1.000 mg/kg de peso corporeo (grupos ATR1000m e ATR1000f;
0,2 mL/100 g de peso corporeo) ou 2.000 mg/kg de peso corporeo (grupos ATR2000m e
ATR2000f; 0,4 mL/100 g de peso corporeo), de acordo com estudos que mostraram alteracdes
de enzimas antioxidantes (CAMPOS-PEREIRA et al., 2012).

3.4.2. Administracao de goethitas e associacdo com herbicidas

Os ratos foram tratados com dose de 0,4 mL/100 g de peso corpéreo de goethita pura
(grupos Go: solucdo de 2,5 g de nanoparticulas em 25 mL de &gua de torneira, na propor¢do
1:10), goethita em agua ultrapura Milli-Q® mais cisteina (grupos Gog: solugdo de 2,5 g de
nanoparticulas em 25 mL de &gua de torneira, na propor¢do 1:10) ou goethita em adgua do mar
mais cisteina (grupos Gom: solucédo de 2,5 g de nanoparticulas em 25 mL de agua de torneira,
na proporcdo 1:10), ou a associacdo dessas goethitas com os herbicidas, sendo a goethita
administrada 30 min antes da administragdo de Roundup® ou atrazina. A capacidade de
adsorcéo de herbicidas na molécula de goethita definiu as proporcées escolhidas (BENETOLI
etal., 2010; CRUZ et al., 2007).

3.5. EUTANASIA E COLETA DE MATERIAIS

A eutanasia foi feita por decapitacdo ocorrendo no 1° 2° 3° 4° ou 5° dias apos a
gavagem (D1, D2, D3, D4 ou D5, respectivamente). Sangue foi coletado em tubo
heparinizado, centrifugado a 14.000 x g por 20 min e o plasma obtido foi armazenado em
freezer (-20 °C) para posteriores dosagens bioquimicas (glicose, colesterol total, ALT, AST e
creatinina). Imediatamente apos, foram também retirados o estbmago, figado e rim, e

colocados em solu¢do de Bouin 10% para posterior processamento histoldgico.

3.6. DETERMINACAO DO PESO CORPOREO E INGESTAO ALIMENTAR

O peso corpdreo de todos os ratos foi medido diariamente durante todo o periodo
experimental e expresso em gramas. Para o calculo da ingestdo de alimentos, diariamente
todos os animais recebiam ragéo para roedores (100 g/dia; Nuvilab CR1, Nuvital®), sendo as
sobras retiradas apos 24 h e a quantidade diéria de alimento ingerido calculada pela diferenca

entre a oferta e sobra de alimentos e expressa em g/100 g de peso corporeo.
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3.7. DOSAGENS BIOQUIMICAS PLASMATICAS

3.7.1. Dosagem de glicose plasmatica

A determinacdo da concentracdo plasmatica de glicose foi feita com o KIT comercial
enzimético Glicose BioLiquid (Laborclin — PR), baseado na reacéo de Trinder (1969), onde a
glicose reage com a glicose oxidase produzindo acido glicurénico e perdxido de hidrogénio; o
peroxido de hidrogénio reage com o hidroxibenzoato de sdédio e 4-aminofenazona com a
peroxidase presente, produzindo quinoamina de coloracdo rosea. A intensidade da coloracédo
rosea corresponde a concentracdo de glicose da amostra. Os tubos de padréo e amostras foram
realizados em triplicata pipetando-se 10 pL de padrdo de glicose (100 mg/dL) ou amostra de
plasma e adicionando-se 1 mL de reagente; no tubo considerado como branco pipetou-se
somente 1 mL de reagente. Os tubos foram homogeneizados por agitacdo e incubados em
banho-maria a 37 °C, por 10 minutos; com subsequente leitura feita em espectrofotdmetro
(Shimadzu Mod. UV-1201) no comprimento de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da

concentracdo plasmatica de glicose foram expressos em mg/dL.

3.7.2. Dosagem de colesterol total

A concentracdo plasmaética de colesterol total foi determinada com o KIT comercial
Colesterol BioLiquid (Laborclin — PR), baseado na reacdo enzimatica de Allain et al (1974),
onde a enzima colesterol esterase promove hidrélise dos ésteres de colesterol; o colesterol
obtido nessa reacdo é oxidado pelo colesterol oxidase formando colest-4-en-3-ona e peroxido
de hidrogénio. Este perdxido de hidrogénio produzido é avaliado por produto corado presente,
originado pela reagcdo com 4-aminofenazona e fenol na presenca de peroxidase resultando em
produto final de coloracdo rosea, cuja a intensidade da coloracdo rosea corresponde a
concentracdo de colesterol total existente na amostra. As dosagens foram feitas sempre em
triplicatas pipetando-se no tubo 10 pL de padrdo de colesterol (200 mg/dL) ou amostra de
plasma e 1 mL de reagente (no tubo branco pipetou-se apenas 1 mL de reagente). Apds
homogeneizacao, por agitacdo, e posterior incubacéo, dos tubos, em banho-maria a 37 °C por
5 minutos; fez-se leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu Mod. UV-1201) no comprimento
de onda de 500 nm. Os resultados obtidos da concentracdo plasmatica de colesterol total

foram expressos em mg/dL.
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3.7.3. Dosagem de alanina aminotransferase (ALT)

A determinacdo da concentracdo plasmatica de ALT foi feita com o KIT comercial
Transaminase  Glutamico-Piravica-TGP  por colorimetria  (Analisa), por método
espectrofotométrico de Reitman-Frankel (1957). A enzima ALT catalisa a transferéncia do
grupo amina da alanina para o cetoglutarato com formacdo de glutamato e piruvato. O
piruvato formado reage com a 2,4-dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire
coloragdo méaxima pela adicdo de hidroxido de sddio, sendo a intensidade de coloragédo
proporcional a atividade enzimatica da amostra. Todas as analises foram feitas em triplicata.
Para a curva de calibragdo (0 U/mL; 28 U/mL; 57 U/mL; 97 U/mL e 150 U/mL), 0, 50, 100,
150 ¢ 200 pL de padrdo da transaminase glutdmico-pirtvica (TGP) foram pipetados; aos
tubos foram acrescidos 100 pL de &4gua destilada e 500 pL de reagente de cor,
homogeneizados e deixados em repouso por 20 minutos e, ap6s, 5 mL de NaOH foram
adicionados a todos os tubos e apds 5 minutos fez-se leitura em espectrofotdmetro. Para as
amostras de plasma, 250 puL de TGP-substrato foram colocados em tubos de ensaio e
incubados em banho-maria a 37 °C por 2 minutos; apos 50 uL de plasma foram adicionados,
homogeneizados e incubados em banho-maria a 37 °C por 30 minutos; em seguida 250 pL do
reagente de cor foram adicionados, os tubos homogeneizados e deixados em repouso por 20
minutos; finalmente 2,5 mL do NaOH foram adicionados, os tubos homogeneizados e ap6s 5
minutos fez-se leitura. Para as leituras, utilizou-se espectrofotometro (Shimadzu Mod. UV-
1201) no comprimento de onda de 505 nm, para o tubo (branco) utilizou-se dgua destilada. Os
resultados obtidos da concentracdo plasmatica de ALT foram expressos em U/L (U/mL x

0,482) e usou-se os pontos da curva de calibragdo como padrdes.

3.7.4. Dosagem de aspartato aminotransferase (AST)

Para a determinacdo da concentracdo plasmatica de AST foi utilizado o KIT comercial
Transaminase Glutdmico-Oxalacética-TGO por colorimetria (Analisa), baseado no método
espectrofotométrico de Reitman-Frankel (1957). A enzima AST catalisa a transferéncia do
grupo amina da aspartato para o cetoglutarato com formacéo de glutamato e oxaloacetato. O
oxaloacetato formado reage com a 2,4-dinitrofenilhidrazina formando a hidrazona que adquire
coloragcdo méxima pela adigdo de hidroxido de sodio, sendo esta intensidade de coloragdo
proporcional a atividade enzimatica da amostra. Todas as analises foram feitas em triplicata.
Para a curva de calibracéo (0 U/mL; 24 U/mL; 61 U/mL; 114 U/mL e 190 U/mL), 0, 50, 100,
150 e 200 pL de padrdo da transaminase glutamico-oxalacética (TGO) foram pipetados; aos

tubos foram acrescidos 100 puL de agua destilada e 500 pl de reagente de cor,
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homogeneizados e deixados em repouso por 20 min a temperatura ambiente. Apds, 5 mL de
NaOH foram adicionados a todos os tubos e apds 5 minutos fez-se leitura em
espectrofotbmetro. Para as amostras de plasma, 250 uL. de TGO-substrato foram colocados
em tubos de ensaio e incubados em banho-maria a 37 °C por 2 minutos; ap6s 100 uL de
plasma foram adicionados, homogeneizados e incubados em banho-maria a 37 °C por 30
minutos; em seguida 250 pL do reagente de cor foram adicionados, os tubos homogeneizados
e deixados em repouso por 20 minutos; finalmente 2,5 mL do NaOH foram adicionados, 0s
tubos homogeneizados e ap6s 5 minutos fez-se leitura. Para as leituras, utilizou-se
espectrofotdmetro (Shimadzu Mod. UV-1201) no comprimento de onda de 505 nm, para o
tubo (branco) utilizou-se &gua destilada. A concentracdo plasmatica de AST foi expressa em

U/L (U/mL x 0,482) usando-se os pontos da curva de calibracdo como padrdes.

3.7.5. Dosagem da creatinina plasmatica

A concentracdo plasmatica de creatinina foi determinada por KIT comercial pelo
método de colorimetria (Analisa). O KIT utilizado baseia-se no método colorimétrico picrato
alcalino. A creatinina e os interferentes presentes na amostra reagem com o picrato alcalino,
formando um complexo colorido que é medido fotometricamente. A adicdo de um
acidificante abaixa o pH para 5,0 e decompde o picrato de creatinina, deixando inalterada a
cor derivada dos cromogénios que também é medida fotometricamente. Nesta metodologia,
mede-se a absor¢do do complexo formado antes e apos a acidificacdo do meio. O valor de
creatinina da amostra é calculado pela diferenca entre as duas leituras fotométricas (A1 e A2).
As dosagens foram feitas em triplicatas pipetando-se no tubo 0,25 mL de padréo de creatinina
(4,0 mg/dL) ou amostra de plasma, 2 mL de tampé&o alcalino e 0,5 mL de acido picrico; no
tubo branco pipetou-se 0,25 mL de &gua destilada, 2 mL de tampdo alcalino e 0,5 mL de
acido picrico. Realizou-se homogeneizacao, por agitacdo, e posterior incubacdo dos tubos, em
banho-maria a 37 °C por 10 minutos. A primeira absorbancia da amostra foi considerada Au.
Posteriormente, adicionou-se o acidificante, efetuou-se a homogeneizacdo e esperou 5
minutos na temperatura ambiente; uma segunda leitura foi realizada das amostras sendo
considerados os valores de absorbancia de A2. O valor das amostras foi calculado da seguinte
forma: AA (A1—-A2). Fez-se leitura em espectrofotometro (Shimadzu Mod. UV-1201) no
comprimento de onda de 510 nm. A concentracdo plasmatica de creatinina foi expressa em

mg/dL e usando-se o fator de calibragdo como padrdes.
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3.8. PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apls a eutanasia, rapidamente foram retirados figado (lobo lateral esquerdo),
estdmago (as porcdes de fundo e corpo foram separadas) e rim (esquerdo) e imediatamente
colocados em solucgdo fixadora de Bouin 10% por 48 horas. Apos, 0s 6rgaos foram retirados
da solucéo fixadora e permaneceram em alcool etilico 70% até ser realizado o protocolo de
desidratacdo. Utilizou-se protocolo padréo de histologia em parafina para inclusdo dos 6rgaos
que foram cortados na espessura de 7 um em micrétomo de parafina, a coloracdo com a
solucdo corante de hematoxilina-eosina e apds foi feita a montagem das laminas
(MICHALANY, 1980). As observacdes e a captura de imagens foram realizadas em sistema
de captura de imagens Moticam (Motic, Xiamen, China) acoplado ao fotomicroscopio
(Axiophot, Zeiss, Alemanha) do Departamento de Histologia da UEL. A captura e anlise das
imagens foram feitas com auxilio do software Motic Image Plus 2.0 (Motic, Xiamen, China)
com sistema de captura de imagens Moticam (Motic, Xiamen, China) acoplado a um
fotomicroscopio (Axiophot, Zeiss, Alemanha). O processamento histoldgico e andlise dos
resultados foram feitos no Laboratorio de Andlise Histopatoldgica (LaHip) do Departamento
de Histologia da UEL.

3.8.1. Analise histologica do figado

A anélise histoldgica do figado foi realizada em imagens capturadas em aumento de
200 x, onde foram determinados: o diametro da veia centrolobular (média da medicéo em cruz
de 5 veias centrolobulares por lamina histoldgica, por animal); o nimero de hepatécitos mais
ativos e menos ativos, em um quadrante de 1.000 pm? préximo & cada veia centrolobular
anteriormente medida. Foram considerados os hepatdcitos mais ativos aqueles cujo nucleo
apresentou cromatina frouxa e 0s menos ativos, aqueles com cromatina condensada; a
presenca ou auséncia de infiltrado de células inflamatorias nos mesmos quadrantes
estabelecidos no critério anterior; o didmetro da veia porta: média da medicdo em cruz de 5
veias porta por lamina histoldgica por animal; o nimero de células aderidas as veias porta

onde foi realizada a determinacdo do diametro (figura 1).
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Figura 1. Fotomicrografia do figado: a) regido da veia porta (<); b) regido da veia centrolobular (<).
Foram delimitados campos com éreas de 250 um? para quantificacéo de hepatdcitos ativos. Coloragéo:
hematoxilina e eosina; aumento de 400 x.

3.8.2. Analise histologica do estdmago

As analises histologicas das por¢des do fundo no estdmago foram realizadas em
aumento de 100 x, com captura de 6 imagens por ldamina, em campos que apresentaram as
camadas mucosa (queratina; epitélio de revestimento; ldamina prépria), submucosa, muscular e
serosa integras. Em cada uma destas imagens, em 3 regides distintas, foram realizadas as
medicOes de cada uma das camadas. Ao final, a somatdria destas medidas resultou na
espessura total da parede do 6rgdo (figura 2).

As andlises histoldgicas das por¢des do corpo no estbmago em aumento de 400 x onde
foram capturadas 6 imagens da camada mucosa, por lamina. Na regido da base das glandulas
géstricas foram delimitados 4 campos por imagem, com areas de 50 pm x 50 um (250 um?),
onde foi realizada a contagem das células zimogénicas ou principais. Na regido do colo das
glandulas géstricas foram delimitados 4 campos por imagem, com areas de 50 um x 50 um

(250 um3), onde foi realizada a contagem de células parietais ou oxinticas (figura 3).
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Figura 2. Fotomicrografia do fundo do estdbmago, onde sdo evidenciados 0s seguintes componentes:
queratina (A); epitélio de revestimento (B); lamina prépria (C); camada mucosa (D); camada
submucosa (E); camada muscular (F). Coloragdo: hematoxilina e eosina; aumento de 100 Xx.

v T
gl

Figura 3. Fotomicrografia da parede do corpo do estdbmago: a) aumento de 100 x, onde sdo
evidenciados 0s seguintes componentes: camada mucosa (A), camada submucosa (D), camada
muscular (C) e regido de glandulas gastricas (D); b) aumento de 400 x de uma regido de glandulas
gastricas, onde foram delimitados campos com é&reas de 250 pum? para quantificacdo de células
oxinticas (<) e células zimogénicas (*). Coloragdo: hematoxilina e eosina.
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3.8.3. Andlise histologica do rim

Para a andlise histologica do rim foram capturadas 10 imagens por lamina da regido
cortical, em aumento de 400 X, que continham corpusculos renais e para determinacdo do polo
vascular e urinario de cada um. O diametro dos corpusculos foi determinado considerando o
menor e o maior didmetro dessa estrutura, tendo como ponto de partida o polo vascular.
Nesses corpusculos também foram realizadas medi¢des do espaco de Bowman em 3 locais: a
direita, a esquerda e no polo urinario. Em cada imagem foi determinado o didmetro de 1
tubulo contorcido proximal e 1 tubulo contorcido distal, considerando o menor e o maior
didmetro dessas estruturas. A frequéncia de infiltrados inflamatorios nas imagens analisadas
foi determinada pela verificagdo de presenca/auséncia em cada imagem capturada (figura 4).

Figura 4. Fotomicrografia da regido cortical do rim, onde séo evidenciados os seguintes componentes:
glomérulo (A); espaco de Bowman (B); corpusculo renal (C); tubulo contorcido proximal (€); tubulo
contorcido distal (*). Coloragdo: hematoxilina e eosina; aumento de 400 x.
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3.9. ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados obtidos das determinacdes bioquimicas, foram expressos como
média + erro padrdo da média (E.P.M.). A distribuicdo normal e a homogeneidade dos dados
foram testados. O teste "t" de Student (Student’s t test) foi utilizado para comparagdes simples
e para comparagGes multiplas usando ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls (SNK).
Para as andlises estatisticas das pecas histoldgicas utilizou-se andalise de variancia
(paramétrica ou ndo paramétrica, dependendo da normalidade e homogeneidade de variancia)
para a comparacao dos resultados obtidos nos diferentes tratamentos experimentais (ANOVA
one way, teste de Tukey). Foi considerado como nivel de significancia p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. ESTUDO EM RATOS MACHOS

Efeitos da administragdo de herbicidas e goethitas sobre o peso corpéreo, ingestao
alimentar, alguns parametros metabdlicos e histologicos.

Os valores médios diarios do ganho de peso corporeo (g), a porcentagem de
mortalidade (%) e a quantidade de alimento ingerido diério (g/100 g de peso corpdreo) de
ratos machos que receberam herbicidas podem ser encontrados na tabela 1 e 2,
respectivamente (Anexo 1).

Os grupos que receberam somente as goethitas apresentaram os valores médios de
ganho de peso corporeo (tabela 1) e de ingestdo alimentar (tabela 2) semelhantes ao do grupo
controle. A porcentagem de mortalidade (tabela 1) desses animais tratados com as goethitas
foi zero (0%).

Os grupos R1000m e R2000m apresentaram diminuicao significativa, comparado com
o controle (Cm), em relacdo ao ganho de peso corpéreo a partir do 4° e 3° dias de
administracdo, respectivamente, sendo que a dose mais baixa promoveu morte dos animais no
5° dia e a mais elevada no 4° dia da administracdo. Com relacdo a ingestdo de alimentos,
diminuicdo significativa estd presente desde o primeiro dia apdés a administracdo de
Roundup®. A associacdo das duas goethitas com R2000m determinou significativa
diminuicdo no ganho de peso corpéreo e ingestdo de alimentos semelhante & administracéo do
herbicida sozinho. Nos grupos Gog+R1000m e Gom+R1000m, no mesmo periodo apds o
herbicida, houve perda de peso de 17,7% e 7,9%, respectivamente, em comparacdo com 0
grupo R1000m. Apesar da porcentagem de diminuicdo de peso corporeo do grupo
Gom+R1000m ter sido menor, a mortalidade desses animais ocorreu no mesmo periodo que
foi observado quando do herbicida sozinho.

Os grupos que receberam as goethitas associadas ao herbicida Roundup®
(Gog+R1000m, Gog+R2000m, Gom+R1000m e Gom+R2000m) apresentaram indice de
mortalidade idéntica aos grupos R1000m e R2000m (tabela 1).

As doses do herbicida atrazina promoveram significativa diminui¢do da quantidade de
alimento ingerido ap6s o 1° dia de administragdo e perda de peso a partir do 2° dia
(ATR1000m) e 3° dia (ATR2000m), comparado com o controle.

Os grupos que receberam as goethitas antes da atrazina apresentaram diminuicao

significativa da quantidade de alimento ingerido, comparado ao grupo Cm, durante todo o
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periodo estudado. Os grupos Gog+ATR1000m e Gom+ATR1000m apresentaram perda de
peso de 8,2% e 17,3%, respectivamente, em comparacdo com o grupo ATR1000m e os
grupos Gogq+ATR2000m e Gom+ATR2000m, apresentaram perda de peso de 11,7% e 19,6%,
respectivamente, em comparacao com o grupo ATR2000m, mostrando que a Goq determinou
uma menor perda de peso que a Gom na associa¢do com ATR, em ambas as doses estudadas.
Os grupos que receberam as goethitas associadas ao herbicida atrazina
(Gog+ATR2000m Gom+ATR1000m, e Gom+ATR2000m) apresentaram diminuicdo de
mortalidade em 48%, 100% e 48%, respectivamente, em compara¢do com 0S grupos
(ATR1000m e ATR2000m). O grupo Gog+ATR1000m mostrou mortalidade semelhante ao
grupo ATR1000m (tabela 1). A nanoparticula Gom, mas ndo Goq foi capaz de reduzir a

mortalidade dos animais que receberam atrazina.

Os valores médios dos parametros plasmaticos de glicose, colesterol total, ALT, AST
e creatinina avaliados podem ser observados na tabela 3. N&o houve diferenca estatistica na
glicemia entre todos os grupos experimentais comparados ao grupo Cm. Com relacdo a
concentracdo plasmatica de colesterol, apenas os grupos que receberam ATR2000m em D4 e
D5, Gog+ATR2000m e Gom+ATR2000m (p<0,05) apresentaram aumento significativo em
relacdo ao grupo Cm.

As duas goethitas isoladas ndo alteraram a concentracdo das enzimas hepaéticas
estudadas. Em relacdo a concentracdo de ALT, observou-se aumento significativo (p<0,05)
para 0s grupos R1000mD1, D2 e D3, R2000mD1 e D2, ATR1000mD4 e D5 e
ATR2000mD2, D3, D4 e D5, comparados ao grupo Cm. A associacdo com as goethitas ndo
promoveu alteracdo dessas respostas. Com relacdo aos herbicidas isolados, a concentracdo da
enzima AST se mostrou aumentada nos grupos ATR2000m em D4 e D5 (p<0,05). Na
associacdo das goethitas, verificou-se que no grupo Gog+ATR2000mD5 (p<0,05) a
concentracdo da enzima AST aumentou e no grupo Gom+ATR2000mD5 a concentracdo da
enzima AST ndo apresentou concentragao estatisticamente diferente do Cm.

Em relacdo a concentracdo da creatinina plasmatica houve aumento significativo
(p<0,05) nos grupos R1000mD2, D3 e D4, R2000mD1 e D2, ATR1000mD3, D4 e D5,
ATR2000mD2, D3, D4 e D5, comparados ao grupo Cm. As duas goethitas isoladas nédo
alteraram a concentracdo da creatinina plasmatica. Com a associagédo das goethitas, verificou-
se que nos grupos Gog+R1000mD4, Gog+ATR1000mD5, Gog+ATR2000mDS5,
Gom+R1000mD4, Gom+ATR1000mD5 e Gom+ATR2000mD5 a concentracdo da creatinina

plasmatica apresentou aumento significativo (p<0,05) comparados ao grupo controle (Cm).



32

Os resultados das analises histoldgicas de estbmago, figado e rim dos grupos de ratos
machos tratados com Roundup® 1.000 mg/kg de peso corpdreo, goethitas isoladas ou
associacdo de ambos encontram-se nas figuras 5 a 12 (Anexo 2).

Em decorréncia das caracteristicas anatdmicas do estdbmago de ratos Wistar e
consequentemente da variacdo no plano de corte utilizado, foi realizada a transformacéo dos
dados obtidos em porcentagens, considerando 100% o maior valor em cada grupo, para cada
critério. O fundo do estbmago de ratos Wistar tratados com Roundup® apresentou alteracdes
na espessura de todas as camadas histoldgicas. Houve aumento médio na camada de queratina
somente em R1000mD4 (figura 5A), aumento da camada epitelial a partir de R1000mD1
(figura 5B) e aumento na lamina prépria, apenas em R1000mD1 e R1000mD?2 (figura 5C). A
soma destes dados resultou no aumento da camada mucosa em resposta a administracdo de
Roundup® em todos os grupos (figura 5D). Na camada submucosa houve aumento de
R1000mD1 a R1000mD3 (figura 5E). Foi observada atrofia da camada muscular em todos os
grupos tratados com Roundup® (figura 5F). A técnica histoldgica empregada ndo permitiu
evidenciar a camada serosa do fundo do estdmago destes animais. Em decorréncia das
alteracdes citadas e considerando que a camada muscular constitui aproximadamente 50% da
parede do 6rgédo, houve diminuicdo na espessura total da parede do estbmago em resposta ao
Roundup® (figura 5G).

Com relacdo a espessura média da camada de queratina (figura 6) nos animais tratados
somente com goethita isolada, houve aumento apenas em Gom1000mD4. Nos animais
tratados com Roundup® houve aumento em todos os grupos (R1000mD4, Gom+R1000mD4
e Gog+R1000mD4) (figura 6A). Em todos os grupos foi verificado o aumento da espessura
média da camada de células epiteliais (figura 6B). Nos grupos tratados apenas com goethita
isolada (Gom1000mD4 e Gogl000mD4) foi verificado aumento na espessura média da
lamina propria (figura 6C). A soma destes dados permite inferir que houve aumento da
camada mucosa em resposta a goethita isolada ou associada ao Roundup® (figura 6D). Houve
aumento na espessura média da camada submucosa nos grupos tratados com goethita isolada
(Gom1000mD4 e Goql000mD4) e associada ao Roundup® (Gom+R1000mD4 e
Gog+R1000mD4) (figura 6E). A camada muscular sofreu atrofia em resposta a administracéo
de Roundup® (R1000mD4), com goethita isolada (Gom1000mD4 e Gogl000mD4) e a
associagdo de ambos (Gom+R1000mD4 e Gogq+R1000mD4) (figura 6F) e diminuicdo na
espessura total da parede do estbmago (figura 6G), exceto no grupo Gog+R1000mD4.

Na parede do corpo do estdbmago de ratos com administracdo de Roundup® 1.000

mg/kg de peso corpdreo (figura 7), foi observado aumento na espessura média da camada
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mucosa a partir de R1000mD2 (figura 7A). Nas glandulas gastricas, foram observadas
alterac6es no numero de células oxinticas em R1000mD1 (figura 7B). O nimero de células
zimogénicas apresentou discreta diminuicdo em R1000mD1 (figura 7C). Houve também
diminuicdo da espessura média da submucosa a partir de R1000mD1 (figura 73D) e atrofia da
camada muscular em R1000mD2 e R1000mD3 (figura 7E). A soma destes dados resultou na
diminuicdo da espessura média da parede do corpo do estdmago em resposta a administracéo
de Roundup® (figura 7F).

A administracdo de goethita isolada ou sua associacdo com o0 herbicida pode ser
analisada na figura 8. Observa-se que as goethitas isoladas e R1000m sozinhos causaram
aumento da espessura média da camada mucosa. Resultado semelhante foi observado no
grupo Gog+R1000mD4. Assim, apenas 0 grupo Gom+R1000mD4 apresentou resultados
semelhantes ao Cm (figura 8A). Houve aumento no nimero de células oxinticas apenas no
grupo Gom1000mD4 (figura 8B) e pequena diminui¢cdo no nimero de células zimogénicas
(figura 8C). Os grupos tratados com R1000m ou goethita isolada apresentaram diminui¢éo na
espessura média da camada submucosa. Nos grupos tratados com associacdo de goethita ao
Roundup® os resultados foram semelhantes ao controle (figura 8D). Apenas 0S grupos que
foram tratados com Gom1000m e Gog+R1000m apresentaram atrofia da camada muscular
(figura 8E). Houve diminuicdo da espessura total média da parede do corpo do estdmago em
todos os grupos tratados com goethita isolada e associada ao Roundup® (figura 8F).

Foram observadas alteracdes histologicas significativas no figado de ratos com
administracdo de Roundup® 1.000 mg/kg de peso corporeo (figura 9). Houve diminuicdo do
didmetro médio da veia centrolobular no grupo R1000mD3 (figura 9A) e aumento do
didametro médio da veia porta hepatica nos grupos R1000mD1 e R1000mD4 (figura 9B). O
nimero médio de hepatdcitos ativos proximos a veia centrolobular foi maior nos grupos
R1000mD1 a R1000mD3 comparados ao grupo controle, além disso, houve aumento
pronunciado do nimero destas células no grupo R1000mD4 em relagéo ao grupo R1000mD3
(figura 9C). Na regido da veia porta houve aumento no nimero meédio de hepatdcitos ativos
apenas em R1000mD4 (figura 9D).

Os resultados das goethitas isoladas e sua associa¢do ao herbicida estdo na figura 10.
N&o se observaram alteracdes no didametro medio da veia centrolobular em todos os grupos
(figura 10A). Os grupos R1000mD4, Gom1000mD4 e Gogl000mD4 apresentaram dilatagéo
da veia porta. No entanto, os grupos Gom+R1000mD4 e Gog+R1000mD4 apresentaram
resultados semelhantes ao Cm (figura 10B). Ndo houve alteracdo no numero médio de

hepatocitos ativos proximos a veia centrolobular nos grupos tratados apenas com goethitas
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isoladas. Os grupos tratados com goethita associada ao Roundup® apresentaram resultados
menores que o grupo R1000mD4 e semelhantes ao grupo controle (figura 10C). Com relacédo
aos hepatdcitos ativos proximos a veia porta, 0s grupos tratados apenas com goethita isolada
apresentaram valores meédios maiores que o0 grupo Cm, enguanto nos grupos
Gom+R1000mD4 e Gog+R1000mD4, os resultados foram semelhantes ao Cm (figura 10D).

Na figura 11 encontram-se os dados da analise histolégica do tecido renal. A
administracdo com Roundup® causou alteracbes na maioria das caracteristicas histologicas
analisadas nos rins dos ratos. O grupo R1000mD1 e R1000mD4 apresentaram diminuicdo do
espaco de Bowman (figura 11A) e aumento nos didmetros médios dos glomérulos (figura
11B). Os corpusculos renais tiveram aumento apenas em R1000mD1 (figura 11C). O
didametro médio dos tubulos contorcidos proximais foi menor que o grupo controle apenas em
R1000mD1 e R1000mD3 (figura 11D). Nos tubulos contorcidos distais houve alteracdes
significativas no grupo R1000mD3 (figura 11E).

Na figura 12 encontram-se os resultados do tecido renal dos animais com goethitas
isoladas ou sua associacdo com o herbicida. Houve aumento no espaco de Bowman em
resposta ao grupo Gom1000m e também associada ao Roundup®. Nos grupos onde foi
utilizada Gogq1000m n&o houve alteracdo no espaco de Bowman (figura 12A); observou-se
alteracdo no diametro médio dos glomérulos apenas em Gom+R1000mD4 (figura 12B); ndo
se verificou alteragBes no corpusculo renal dos animais quando comparados ao grupo controle
(figura 12C). N&o houve altera¢6es nos tubulos contorcidos proximais e distais (figura 12D e
12E).

Para os dados histolégicos, foi realizada a transformacdo dos dados obtidos em
porcentagens, considerando 100% o maior valor em cada grupo, para cada critério. O fundo
do estdbmago de ratos Wistar tratados com atrazina apresentou alteracdes na espessura de
todas as camadas histologicas. Houve diminui¢cdo na camada de queratina somente em
ATR1000mD4 (figura 13A), diminuicdo da camada epitelial e na l&mina propria em
ATR1000mD4 e D5 (figura 13B e 13C). A soma destes dados resultou na diminui¢do da
camada mucosa em resposta a administracdo de atrazina em todos os grupos (figura 13D). Na
camada submucosa houve diminuicdo de ATR1000mD4 e D5 (figura 13E). Foi observada
atrofia da camada muscular em todos os grupos tratados com atrazina (figura 13F). A técnica
histologica empregada ndo permitiu evidenciar a camada serosa do fundo do estdmago destes
animais. Em decorréncia das alteracbes citadas e considerando que a camada muscular
constitui aproximadamente 50% da parede do 6rgdo, houve diminuigdo na espessura total da

parede do estdmago em resposta a atrazina (figura 13G).
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Na parede do corpo do estdmago de ratos com administracdo de atrazina 1.000 mg/kg
de peso corpéreo (figura 14), foi observado diminuicdo na espessura média da camada
mucosa em ATR1000mD4 e D5 (figura 14A). Nas glandulas gastricas, foram observadas
alteracdes no nimero de células oxinticas em ATR1000mD4 e D5 (figura 14B). O nimero de
células zimogénicas apresentou aumento em ATR1000mD5 (figura 14C). Houve também
diminuicdo da espessura média da submucosa em ATR1000mD4 e D5 (figura 14D) e atrofia
da camada muscular em ATR1000mD4 e ATR1000mD5 (figura 14E). A soma destes dados
resultou na diminuicdo da espessura média da parede do corpo do estdmago em resposta a
administracdo de atrazina (figura 14F).

A camada de queratina e o epitélio de revestimento apresentaram aumento
significativo em ATR2000mD4 e ATR2000mD5 (figura 15A e 15B), diminuicdo na lamina
prépria apenas em ATR2000mD5 (figura 15C). Em relac¢do a camada mucosa, houve aumento
em resposta & administracéo de atrazina em ATR2000mD4 e ATR2000mD5 (figura 15D). Na
camada submucosa, os grupos experimentais foram semelhantes ao grupo Cm (figura 15E).
Para os resultados da camada muscular, foi observada atrofia em todos os grupos tratados com
atrazina (figura 15F). Em decorréncia das alteracGes relatadas e considerando que a camada
muscular constitui aproximadamente 50% da parede do 6rgdo, houve diminui¢do na espessura
total da parede do estdmago em resposta a atrazina 2.000 mg/kg de peso corp6reo em D4 e
D5 (figura 15G).

Na parede do corpo do estdmago de ratos tratados com atrazina 2.000 mg/kg de peso
corporeo (figura 16), observou-se aumento na espessura média da camada mucosa em
ATR2000mD4 e D5 (figura 16A). Nas glandulas géstricas, o numero de células oxinticas
apresentaram-se aumentadas em ATR2000mD4 e D5 (figura 16B). O nimero de células
zimogénicas apresentou aumento apenas em ATR2000mD5 (figura 16C). Houve também
diminuicdo da espessura média da submucosa somente em ATR2000mD4 (figura 16D) e
atrofia da camada muscular em ATR2000mD4 e ATR2000mD5 (figura 16E). A soma destes
dados, ndo resultou em anormalidades da espessura média da parede do corpo do estbmago
em resposta a administracdo de atrazina (figura 16F).

Foram observadas alteracBes histologicas significativas no figado de ratos com
administracdo de atrazina 2.000 mg/kg de peso corporeo (figura 17). Houve aumento do
didmetro meédio da veia centrolobular no grupo ATR2000mD2 e ATR2000mD5 (figura 17A)
e nenhuma diferenca estatistica no didmetro médio da veia porta hepatica (figura 17B). O
namero médio de hepatdcitos ativos préximos a veia centrolobular foi menor nos grupos

ATR2000mD1, D3, D4 e D5 comparados ao grupo controle (figura 17C). Na regido da veia
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porta houve diminuicdo no niamero médio de hepatdcitos ativos apenas em ATR2000mD3 e
D5 (figura 17D).

Na figura 18 encontram-se os dados da analise histologica do tecido renal. A
administracdo de atrazina causou alteragdes na maioria das caracteristicas histologicas
analisadas nos rins dos ratos. Os grupos ATR2000mD1, D2, D4 e D5 apresentaram
diminuicdo do espaco de Bowman (figura 18A), nos diametros médios dos glomérulos (figura
18B) e nos corpusculos renais (figura 18C). Nao houve alteragdes nos tubulos contorcidos

proximais e distais (figura 18D e 18E).

4.2. ESTUDO EM RATOS FEMEAS

Efeitos da administracdo de herbicidas e goethitas sobre o peso corpdreo, ingestao
alimentar, alguns pard@metros metabolicos e histoldgicos.

Os valores médios diarios do ganho de peso corp6reo (g), a porcentagem de
mortalidade (%) e a quantidade de alimento ingerido diario (g/100 g de peso corporeo) de
fémeas que receberam herbicidas podem ser encontrados na tabela 4 e 5, respectivamente
(Anexo 1).

As trés goethitas administradas isoladamente ndo alteraram a ingestdo alimentar e o
ganho de peso corpdreo comparados com o grupo Cf.

Os grupos R1000f e R2000f apresentaram diferencas estatisticas no ganho de peso
corporeo a partir do 4° e 1° dias de administracdo, respectivamente, em relacdo ao controle
(Cf). Na associacdo das goethitas com R1000f, a porcentagem de perda de peso dos animais
foi semelhante (R1000f: 12,7%; Go+R1000f: 14,2%; Gom+R1000f: 10,9%), com a excec¢do
de Gog+R1000f que apresentou uma porcentagem menor de perda de peso (6,4%).

Os grupos de ratos fémeas que receberam as goethitas associadas ao herbicida
Roundup® (Go+R2000f, Gog+R1000f, Gog+R2000f e Gom+R2000f) apresentaram indice de
mortalidade idéntica aos grupos R1000m e R2000m; exceto os grupos (Go+R1000f e
Gom+R1000f) apresentaram diminuicdo significativa (p<0,05) de mortalidade em 60% e
40%, em comparacdo ao respectivo grupo (R1000f) (tabela 4). As nanoparticulas Go e Gom
diminuiram a mortalidade dos animais que receberam o herbicida Roundup® na concentracao
de 1.000 mg/kg de peso corporeo.

Com relacdo a administracdo de atrazina, peso corpdreo foi significativamente menor
para 0 grupo ATR1000f, comparado ao Cf em D4. No entanto, a associacdo das goethitas
determinou significativa perda de peso, em relacdo a Cf, a partir de D1 para Go+ATR1000f e
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Gom+ATR1000f, e para Gog+ATR1000f em D2. O grupo ATR2000f, ndo apresentou peso
corporeo diferente do grupo Cf no periodo estudado, porém as goethitas associadas
determinaram perda de peso significativo em D2 (Goq+ATR2000f) e em D1
(Gom+ATR2000f), comparado com Cf.

A quantidade de alimento ingerido (tabela 5), em relacdo a Cf, foi significativamente
menor a partir da primeira administragdo das duas doses dos herbicidas, sendo que a dose
mais elevada de Roundup® promoveu mortalidade dos animais em D2. As goethitas ndo
alteraram essa resposta diminuida de ingestdo alimentar em todos 0s grupos experimentais.

Para 0s grupos que receberam as goethitas associadas ao herbicida atrazina
(Go+ATR1000f, Go+ATR2000f, Gog+ATR1000f, Gog+ATR2000f, Gom+ATR1000f e
Gom+ATR2000f), apresentaram diminuicdo significativa (p<0,05) de mortalidade em 100%,
60%, 100%, 55%, 100% e 60%, em comparacdo aos respectivos grupos (ATR1000f e
ATR2000f) (tabela 4). Pelos valores citados acima, verifica-se que as nanoparticulas Go, Goq

e Gom diminuiram a mortalidade nos animais que receberam o herbicida atrazina.

Os valores médios dos parametros plasmaticos avaliados nesses grupos de fémeas
podem ser observados na tabela 6.

A glicemia e a colesterolemia de todos os grupos experimentas ndo diferiram do
controle Cf, exceto no grupo R1000f em D2 (p<0,039).

Aumento significativo na concentracdo plasmatica das enzimas ALT e AST,
comparado com o grupo Cf, foi observado para as doses 1.000 mg/kg e 2.000 mg/kg do
herbicida Roundup® somente no 1° dia apés a gavagem (D1; p<0,001), nos outros dias da
administracdo das doses do herbicida, os valores dessas enzimas ndo diferiram
estatisticamente do controle. Resposta oposta foi, entretanto, observado para o herbicida
atrazina, pois aumento significativo, em relacdo ao grupo Cf, foi observado a partir do 2° dia
para ATR2000f e 3° dia para ATR1000f, para ambas as enzimas.

Nenhuma das goethitas isoladas utilizadas promoveu qualquer alteracdo significativa
nas concentracdes plasmaticas das enzimas ALT e AST comparado com o grupo controle. As
concentragdes de ALT e AST nos grupos em associagdo das goethitas com o herbicida
(R1000f) em D4, nédo diferiram significativamente de Cf. Ao contrario, com relagcdo ao
herbicida atrazina, as concentracdes das enzimas ALT e AST apresentaram-se aumentadas em
todos os grupos de associac¢do do herbicida com goethita em DA4.

Em relagdo a concentracdo da creatinina plasmatica nos grupos de ratos fémeas houve
aumento significativo (p<0,05) nos grupos R1000fD2, D3 e D4, R2000fD1 e D2,
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ATR1000fD2, D3 e D4, ATR2000fD1, D2, D3 e D4, comparados ao grupo Cf. As duas
goethitas isoladas ndo alteraram a concentracdo da creatinina plasmatica nos ratos fémeas.
Com a associacdo das goethitas, verificou-se que nos grupos Go+R1000f D4, Go+ATR1000f
D4, Go+ATR2000f D4, Gog+R1000f D4, Gog+ATR1000f D4, Gog+ATR2000f D4,
Gom+R1000f D4, Gom+ATR1000f D4 e Gom+ATR2000f D4 a concentragdo da creatinina
plasmaética apresentou aumento significativo (p<0,05) comparados ao grupo Cf.

Os resultados da analise histoldgica de estdmago, figado e rim dos grupos de ratos
fémeas tratadas com atrazina 1.000 e 2.000 mg/kg de peso corpdreo, goethitas isoladas ou
associacdo de ambos encontram-se nas figuras 19 a 23 (Anexo 2).

Foram observadas alteracdes histologicas significativas no figado de ratos com
administracdo de atrazina 1.000 mg/kg de peso corporeo (figura 19). Houve aumento do
didmetro médio da veia centrolobular e da veia porta nos grupos ATR1000fD1, D2 e D4
(figura 19A e 19B). O nimero médio de hepatdcitos ativos proximos a veia centrolobular foi
maior no grupo ATR1000fD1 e menor no grupo ATR1000fD4, comparados ao grupo controle
(figura 19C). Na regido da veia porta houve aumento no nimero médio de hepatocitos ativos
nos grupos ATR1000fD1, D2 e D3 (figura 19D).

Na figura 20 encontram-se os dados da analise histolégica do tecido renal. A
administracdo de atrazina causou alteracbes na maioria das caracteristicas histoldgicas
analisadas nos rins dos ratos. Os grupos ATR1000fD1, D2, D3 e D4 apresentaram aumento
do espaco de Bowman (figura 20A), nos diametros medios dos glomérulos néo foi encontrado
diferenga estatistica comparados ao controle (figura 20B). Em relacdo ao diametro dos
corpusculos renais, foi encontrado diferenca estatistica apenas no grupo ATR1000fD3 (figura
20C). Houve alteracdo nos tubulos contorcidos proximais no grupo ATR1000fD4 (figura
20D); enquanto, nos tubulos contorcidos distais os resultados foram semelhantes ao controle
(figura 20E).

O fundo do estdmago de ratos Wistar tratados com atrazina apresentou alteragfes na
espessura de todas as camadas histologicas. Houve diminuicdo na camada de queratina nos
grupos ATR2000fD1, D2, D3 e D4 (figura 21A), aumento da camada epitelial em
ATR2000fD1, D2, D3 e D4 (figura 21B). A lamina prépria apresentou-se com diminuicéo
significativa em todos os grupos experimentais (figura 21C). A soma destes dados resultou na
diminuicdo da camada mucosa em resposta a administragdo de atrazina em todos 0s grupos
(figura 21D). Na camada submucosa houve diminui¢do apenas em ATR2000fD4 (figura 21E).

Foi observado aumento da camada muscular em todos os grupos tratados com atrazina (figura
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21F). A técnica histolégica empregada ndo permitiu evidenciar a camada serosa do fundo do
estbmago destes animais. Em decorréncia das alteragfes citadas, houve diminui¢do na
espessura total da parede do estbmago em resposta a atrazina para todos oS grupos
experimentais (figura 21G).

Na parede do corpo do estdmago de ratos com administracdo de atrazina 2.000 mg/kg
de peso corpéreo (figura 22), foi observado aumento na espessura média da camada mucosa
em ATR2000fD1, D2, D3 e D4 (figura 22A). Nas glandulas gastricas, foram observadas
alteracdes no nimero de células oxinticas em ATR2000fD2, D3e D4 (figura 22B). O numero
de células zimogénicas apresentou diminuicdo em ATR2000fD2, D3e D4 (figura 22C).
Houve também diminuicdo da espessura média da submucosa em todos 0s grupos
experimentais (figura 22D) e atrofia da camada muscular apenas em ATR2000fD4 (figura
22E). A soma destes dados resultou na diminui¢cdo da espessura média da parede do corpo do
estdbmago em resposta a administragdo de atrazina somente em ATR2000fD4 (figura 22F).

Para os resultados hepaticos dos grupos que receberam atrazina 2.000 mg/kg de peso
corporeo, houve aumento do didmetro médio da veia centrolobular nos grupos ATR2000fD1,
D2, D3 e D4 (figura 23A); na veia porta, os grupos ATR2000fD1, D3 e D4, apresentaram
aumento significativo em relacdo ao Cf (figura 23B). O numero médio de hepatdcitos ativos
proximos a veia centrolobular foi menor nos grupos ATR2000fD3 e D4, comparados ao
grupo controle (figura 23C). Na regido da veia porta houve diminuicdo no nimero médio de

hepatdcitos ativos apenas no grupo ATR2000fD3 (figura 23D).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos do Roundup®, atrazina, goethitas isoladas e a
associacdo de goethitas com ambos os herbicidas, por gavagem, em ratos machos e fémeas,
nas concentracdes de 1.000 e 2.000 mg/kg de peso corpéreo, por 5 dias.

A toxicidade pode ser avaliada quando se observam alteragdes no ganho diario de peso
corporeo e na quantidade de alimento ingerido, além de outros aspectos clinicos como
aumento de salivagdo, lacrimejamento, miose ou tremor (MOSER et al., 2006 apud ASTIZ et
al., 2009). Sabe-se que a dose letal de glifosato é de 12.000 mg/kg e DLso de 5.000 mg/kg de
peso corporeo de acordo com Williams et al. (2000); para o herbicida atrazina a DLso € maior
que 3.000 mg/kg de peso corporeo (BRECKENRIDGE et al., 2010 apud SONG et al., 2015).
As doses usadas no nosso trabalho, apesar de elevadas, sdo 6x menores que a dose letal de
glifosato e 3x menores que a DLso de atrazina, no entanto, foram observados efeitos de
toxicidade, desordens metabdlicas e danos histoldgicos nos animais pelos dois herbicidas.

Os animais submetidos aos herbicidas isoladamente e sua associa¢do as goethitas
apresentaram, durante todo o periodo experimental, sinais de toxicidade e diminuicdo no
ganho de peso corporeo e ingestdo alimentar comparado aos seus respectivos controles, na
qual o indice de mortalidade para os ratos machos apresentou-se entre 40 e 100%, exceto para
0 grupo Gom+ATR1000m, onde ndo obteve mortalidade. Nos grupos de fémeas, a
mortalidade foi de 20 e 100% e apenas o0s grupos Go+ATR1000f, Gog+ATR1000f,
Gom+ATR1000f ndo apresentaram mortalidade no periodo experimental, sendo semelhantes
ao grupo Cf; isso demonstra a prevengdo de mortalidade efetuada pelas goethitas utilizadas
em alguns momentos do protocolo experimental. No entanto, as goethitas administradas
isoladamente ndo promoveram sinais de toxicidade, perda de peso corp6reo e ingestao
alimentar comparado aos controles (Cm e Cf). Para os animais que receberam as goethitas
isoladas (Gog e Gom), esses dados corroboram estudos de outros autores que sugerem
desenvolvimento normal dos animais, sem comprometimento do controle neural de ingestdo
alimentar, peso corpéreo, auséncia de mortalidade, observacBGes clinicas, parametros
hematoldgicos e bioquimicos, e lesdes histologicas de ratos machos e fémeas apoOs
administracdo com goethitas, na concentracdo de 2.000 mg/kg de peso corpéreo por 14 dias,
via gavagem (YUN et al., 2015).

Alguns trabalhos utilizando ratos com administracdo de Roundup®, mostraram menor
ingestdo acompanhada de perda de peso corpéreo atribuindo ao alto poder corrosivo e

possibilidade de propiciar danos a mucosa oral (WILLIAMS et al., 2000), impedindo a
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degluticdo e consequente processo de digestdo do alimento. Inclusive, alguns autores
verificaram perda de peso e ingestdo alimentar quando administrado, por gavagem, o
herbicida atrazina 400 mg/kg de peso corpéreo em 14 dias (CAMPOS-PEREIRA et al., 2012)
e, da mesma forma, em doses menores (ELDRIDGE et al., 1999; ENOCH et al., 2007; LAWS
etal., 2003; STOKER et al., 2002; TRENTACOSTE et al., 2001), como por exemplo, dose de
300 mg/kg de peso corporeo por 21 dias (COOPER et al., 2000), e 100 mg/kg de peso
corporeo no periodo gestacional (FRAITES et al., 2011). Por outro lado, outros autores
observaram aumento do peso corporeo (LIM et al., 2009) ou normalidade do peso corporeo e
ingestdo alimentar quando atrazina foi administrada em baixas concentragfes (10 a 200 mg/kg
de peso corpéreo) (BARDULLAS et al., 2011; FRAITES et al., 2009; FRIEDMANN et al.,
2002; JESTADI et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2005; UEDA et al., 2005).

No presente trabalho, a concentracdo utilizada foi proxima aos valores destacados
como subletais e/ou irritativos do sistema digestorio e corroboram protocolos de outros
autores com Roundup® (WILLIAMS et al., 2000) ou atrazina (CAMPOS-PEREIRA et al.,
2012), tanto em machos como em fémeas. No entanto, sdo diferentes aos estudos onde apds 1
ou 2 semanas (EL-SHENAWY, 2009) ou 5 e 13 semanas de administracdo (CAGLAR e
KOLANKAYA, 2008), ndo observaram alteracdes significativas no ganho de peso corpéreo e
quantidade de alimento ingerido. Em testes realizados no LaFiNeM (dados n&o mostrados), a
administracdo do principio ativo de Roundup®, o glifosato, por gavagem, na dose DLso para
ratos machos (4.200 mg/kg de peso corpdreo) e fémeas (6.000 mg/kg de peso corporeo)
promoveu intensa diarreia e utilizando dose de 12.000 mg/kg de peso corpéreo de glifosato,
considerada letal pela World Health Organization (WHO, 1994), determinou morte dos
animais em 5 dias, como resultado da intensa diarreia e perda de peso corpdreo com auséncia
de ingestdo de alimentos. Resultados similares foram encontrados no grupo R2000m e
R2000f, com dose 2 a 3 vezes menor que a DLsp e com mortalidade apos o 2° dia (D2) de
administragdo em ratos machos e fémeas.

Portanto, a administracdo da formulacdo Roundup® se mostrou mais téxica que o
principio ativo glifosato, sugerindo que outros componentes da formulacdo sejam
responsaveis por esses resultados. Alguns estudos, sugerem que seja o POEA, que é
adicionado a formulacdo de Roundup® para aumentar a eficacia do herbicida (KNOCHE e
BUKOVAC, 1992), o responsavel pelos efeitos toxicos, sendo inclusive considerado até trés
vezes mais toxico que o proprio glifosato (GIESY et al., 2000).

Os resultados da administragdo das nanoparticulas de 6xido ferro associadas aos

herbicidas ndo evitaram a significativa perda de peso corpdreo e diminui¢cdo na ingestdo
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alimentar, ndo sendo, portanto, capaz de prevenir essas alteracdes. Verifica-se que goethitas
tém alta afinidade tanto ao Roundup® quanto a atrazina, mas que uma série de fatores podem
interferir nessa imobilizacdo dos herbicidas pelas goethitas, como pH e forca ibnica
(CARNEIRO et al., 2013). Assim, essa auséncia de efeito protetor pode estar relacionado ao
pH do estdbmago interferindo no efeito de adsorcao entre a goethita e o herbicida.

Avaliagdo de pardmetros plasméaticos metabdlicos ou hormonais é relevante para se
avaliar os efeitos de toxicidade do Roundup®, atrazina e goethitas. Aumento de glicemia e
AGL sdo sinais metabdlicos de estresse (GUEZENNEC et al.,, 1988; OLLER do
NASCIMENTO CURI et al., 1990; ZAIA et al., 1997). Vérios sdo os trabalhos na literatura
mostrando hiperglicemia em peixes devido a contaminacdo da agua, tanto por glifosato
guanto Roundup®, sendo este aumento relacionado ao periodo de exposi¢do ou concentracdo
do herbicida (GLUSCZAK et al., 2007; LANGIANO e MARTINEZ, 2008). Até onde
sabemos, ndo existem trabalhos avaliando esses parametros em roedores com administragéo
de herbicidas.

Os resultados aqui apresentados demonstram que as concentracdes plasmaticas de
glicose de todos os ratos machos e fémeas, com a excecdo do grupo R1000fD2, apresentaram
normoglicemia semelhante aos seus respectivos grupos controles. S&o vastos os dados na
literatura sobre toxicidade do glifosato e Roundup® em invertebrados e vertebrados
(WILLIAMS et al. 2000), porém em nenhum estudo foi mostrado efeito sobre 0 metabolismo
de glicose, exceto hiperglicemia em peixes (GLUSCZAK et al., 2007; LANGIANO e
MARTINEZ, 2008). Estudo com administracdo de atrazina também mostrou aumento da
concentracdo de glicose e resisténcia a insulina (LIM et al., 2009). Assim, os resultados
apresentados neste trabalho, vém acrescentar informac6es desses herbicidas nesse parametro
sinalizador de estresse.

O aumento de colesterol total € relatado apds administracdo de glifosato por via
intraperitoneal em ratos machos (EL-SHENAWY, 2009) e de Roundup® por gavagem
(CAGLAR e KOLANKAYA, 2008), porém nenhuma alteracéo neste pardmetro foi observada
nos ratos machos (tabela 3) e fémeas (tabela 6) que receberam Roundup®, atrazina, goethitas
isoladas e associa¢do de goethitas aos herbicidas, corroborando outros resultados (VAINIO et
al., 1983). Entretanto, os grupos ATR2000mD4, ATR2000mD5, Gog+ATR2000mD5 e
Gom+ATR2000mD5, que receberam as maiores doses de atrazina, apresentaram aumento
significativo (p<0,05) da concentragdo de colesterol, comparado com os controles (Cm),
corroborando resultados obtidos por Lim et al. (2009) que observaram tendéncia no aumento

dos valores de colesterol e triglicerideos nos animais tratados com dose de 300 pg/kg de peso
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corpdreo de atrazina diluida em &gua, durante 5 meses. Resultados semelhantes séo relatados
por outros autores que observaram alteracfes séricas de colesterol total, lipoproteinas e
enzimas hepaticas, sugerindo hepatotoxicidade do Roundup® (CAGLAR e KOLANKAYA,
2008; EL-SHENAWY, 2009) e da atrazina (JESTADI et al., 2014), com a diminuicdo da
atividade da proteina reguladora aguda da esteroidogénese - a StAR (ROMANO et al., 2010;
WALSH et al., 2000) para Roundup® e atrazina (ABARIKWU et al., 2011), resultando em
menor metabolismo de colesterol e seu consequente aumento sérico (NING et al., 2009).
Assim, essa resposta de aumento de colesterol total nos animais que receberam por mais
tempo a atrazina podem estar sinalizando altera¢éo na via de metabolismo de esteroides.

As duas goethitas isoladas ndo alteraram a concentracdo plasmatica das enzimas
hepéaticas ALT e AST nos grupos avaliados. Alteracdo significativa tanto de ALT quanto de
AST, em ratos machos e fémeas, foi verificada tanto para administracdo de Roundup® como
atrazina. Porém, atrazina determinou alteracdo inversa ao Roundup®, isto é, a concentracao
das enzimas estava aumentada apds a primeira administracdo de Roundup® retornando a
valores semelhantes ao controle apds a Gltima administracdo (D5); ao contrario, nos grupos
que receberam atrazina, a concentracdo das enzimas foi aumentando com o numero de
administragdes. Respostas semelhantes foram verificadas também para os animais com a
associacao entre goethitas e herbicidas. Alguns autores também encontraram aumento da
concentracdo dessas enzimas apds administracdo de atrazina por 15 dias em ratos machos
(JESTADI et al., 2014), porém outros autores nao verificaram qualquer alteracdo apés
administracdo de glifosato (BENEDETTI et al., 2004; HEYDENS et al., 2008) ou atrazina
(CAMPOS-PEREIRA et al., 2012). McMullin et al. (2007) sugerem que quanto maior a
concentracdo de atrazina, inversamente sera a capacidade de absor¢do de nutrientes pelo trato
digestorio. Assim, altas doses de atrazina, explicariam a alteracdo de ALT e AST apenas nos
ultimos dias do protocolo experimental.

Valores aumentados da creatinina plasmatica € observado nos grupos que receberam
Roundup® e atrazina, e associagdo das goethitas aos herbicidas, para ratos machos e fémeas.
Nossos resultados sdo discrepantes a outros autores (CAGLAR e KOLANKAYA, 2008),
onde encontraram valores normais da creatinina plasmatica nas concentragdes de 56 e 560
mg/kg de peso corpéreo de Roundup® por 5 e 13 semanas, respectivamente; nossos
resultados também diferem de EI-Shenawy (2009), encontrando valores menores comparados
aos controles em estudo com glifosato e Roundup®, nas concentragdes de 134,95 e 269,9
mg/kg de peso corporeo, respectivamente. Na utilizacdo de atrazina, nossos resultados

corroboram outros autores (JESTADI et al., 2014), que utilizaram 300 pg/kg™? de peso
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corpdreo de atrazina, por periodo de 15 dias, culminando com aumento plasmatico de
creatinina e ureia. Da mesma maneira, Liu et al. (2014), encontrou valores aumentados da
creatinina plasmatica na concentracdo de 125 mg/kg de peso corpdreo de atrazina, por periodo
de 28 dias. Assim, as goethitas ndo foram capazes de prevenir o aumento da creatinina
plasmética em nossos estudos.

Doses de Roundup® consideradas letais promovem severa diarreia, logo no periodo
inicial de administracdo, apresentando morte subsequente por desidratacdo (CAGLAR e
KOLANKAYA, 2008), no entanto, alguns autores relataram baixa absor¢do de Roundup®
pelo trato digestorio (ANADON et al., 2009) e baixa toxicidade devida a excrecdo do mesmo
nas fezes (WILLIAMS et al., 2000). Os resultados deste trabalho corroboram os vérios efeitos
toxicos do Roundup® relatados na literatura e a baixa absorcao poderia explicar as respostas
das enzimas ALT e AST aumentadas apenas no inicio da administracdo do herbicida.

As alteracdes das enzimas hepéticas e de colesterol sugerem a existéncia de uma dose
limiar para dar inicio aos varios efeitos hepéaticos e plasméaticos como sugerem outros autores
gue também encontraram alteracdes, dose dependentes, das enzimas hepéticas e de colesterol
apos administracdo de Roundup® ou atrazina (CAGLAR e KOLANKAYA, 2008; EL-
SHENAWY, 2009; ROMANO et al., 2010; WALSH et al., 2000). Deste modo, outros
estudos se tornam relevantes para esclarecer 0s possiveis mecanismos para os efeitos toxicos
desses herbicidas sobre pardmetros plasmaticos.

Este trabalho é pioneiro em verificar as alteracdes histologicas em érgdos de ratos
machos decorrentes da administracdo com 1.000 mg/kg de peso corpéreo de Roundup®,
goethitas isoladas e associacdo de ambos. Em cada 6rgdo estudado foram analisadas
caracteristicas histologicas distintas que permitiram a identificacdo de diversas alteragdes.
Considerando as modificacBGes na espessura média da mucosa gastrica, ndo foram encontrados
trabalhos na literatura que relacionassem protocolos semelhantes com variagdes histoldgicas
no estbmago.

Como o tecido epitelial é um importante constituinte da mucosa do estdbmago (GEHIN
et al., 2006), estudos com Roundup® em pele de ratos, demonstraram que o glifosato causa
estresse oxidativo, levando a desordens estruturais, podendo culminar em morte dos
queratinocitos. Williams et al. (2000) relataram que o glifosato pode levar a hiperplasia
epitelial em bexiga de ratos. Apesar dos resultados histologicos evidenciados nos animais que
receberam Roundup®, observou-se que, em alguns casos, quando a goethita era associada ao
herbicida, o agrotoxico ndo causava altera¢cdes na mucosa tanto do fundo como do corpo do

estobmago. Cruz et al. (2007) mostraram que a capacidade de adsorcdo da goethita é
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inversamente proporcional ao pH. Relacionando isto a producdo de H* pelo estdbmago, pode-
se sugerir que o ambiente acido aumente a adsorcdo do herbicida pela goethita. Assim,
acredita-se que a associacdo de goethita ao Roundup® em meio acido tenha evitado
transformacdes histoldgicas severas na mucosa gastrica.

As modificacdes histoldgicas causadas pela administracdo do herbicida Roundup® e
goethita, na camada submucosa do estdbmago dos ratos, sdo de grande importancia do ponto
de vista funcional. Sendo uma regido constituida de tecido conjuntivo denso e com grande
vascularizagdo, com finalidade de nutricdo tanto da camada mucosa quanto de parte da
camada muscular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013), degradacdo na mesma podem levar a
deficiéncias no funcionamento do 6rgdo. Hong et al. (2014), demonstraram que ratos
recebendo nanoparticulas por via oral, desenvolveram edema na submucosa e inflamacao no
corpo do estbmago. Julgando que as goethitas usadas no presente trabalho tinham dimensdes
nanométricas, pode ter ocorrido quadro inflamatdrio na submucosa dos animais tratados com
goethita isolada.

Foram observadas também alteracdes histoldgicas na camada muscular dos segmentos
do fundo e do corpo do estbmago, sendo a regido do fundo mais afetada por Roundup® e/ou
goethita isolada. Como as camadas histoldgicas do fundo do estdmago sdo mais delgadas,
pode ter ocorrido difusdo maior das solugdes utilizadas, ocasionando alteracbes mais
relevantes no fundo do que no corpo do estdbmago. No corpo do estdmago as deformagdes no
tecido muscular foram mais discretas, tanto nos animais com administracdo de Roundup®
isolado quanto em associacao com as goethitas. Como a camada muscular é responsavel pelo
peristaltismo (GENESER, 2003), alteragdo nessa camada sugere comprometimento da
movimentacdo do bolo alimentar no estdmago, durante a digestdo. Além disso, considerando
gue a camada muscular representa aproximadamente 50% da parede do 6rgdo, a diminuicao
da espessura dessa camada resultou na diminuicdo da espessura total da parede do estémago,
observada em todos 0s grupos experimentais.

Contudo, as goethitas utilizadas ndo foram capazes de proteger as camadas estomacais
na associacdo ao herbicida Roundup®; e até mesmo, sua administracdo isolada resultou em
comprometimento de algumas camadas avaliadas deste Orgdo. Alguns pardmetros, onde
observou-se resposta protetora das goethitas, pode ser devido a adsorcdo destas nanoparticulas
ao herbicida, pelo baixo pH encontrado no estbmago, como citado anteriormente.

Em relagdo ao figado, as principais alteracGes foram observadas nos didmetros médios
das veias centrolobulares e veias portas nos animais com administragdo de Roundup® e

goethitas isoladas. Embora ndo tenham sido encontrados relatos na literatura sobre alteracGes



46

hepéticas causadas por administracdo de goethitas, Benedetti et al. (2004) verificaram que
exposicOes de elevadas concentragbes de Roundup® podem resultar em aumento na
quantidade de células de Kupffer, deposicdo de fibras reticulares no figado de ratos Wistar e
aumento nos valores plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) nestes animais. Outros estudos também mostram alteracdes hepaticas
quando administrado glifosato (ASTIZ et al., 2009; BEURET et al., 2005; DARUICH et al.,
2001).

A administracdo de Roundup® 10 mg/kg de peso corpdreo na especie de peixes
Prochilodus lineatus promoveu alteracGes hepéaticas (LANGIANO e MARTINEZ, 2008;
MODESTO e MARTINEZ, 2010). Lueken et al. (2004), verificaram que fibroblastos in vitro
tratados com glifosato, apresentaram aumento de proliferacdo. Danos na fosforilagdo
oxidativa das mitocéndrias hepéticas de ratos (PEIXOTO, 2005) e células hepéticas de
humanos (GASNIER et al., 2009) em estudos in vitro. Ndo foram encontrados trabalhos que
relacionassem o Roundup® as alteracdes vasculares no figado de mamiferos. No entanto,
Albinati et al. (2009) descreveram que peixes expostos ao Roundup® apresentaram alteracdes
hepéticas, com focos de necrose e respostas vasculares como congestdo venosa no figado de
piaugu (Leporinus macrocephalus).

Em relacdo as alteracdes no nimero de hepatocitos ativos, ndao foram encontrados na
literatura trabalhos que avaliaram este parametro em resposta a administracdo de herbicidas
ou goethitas. Como a atividade dos hepatdcitos estd diretamente relacionada ao
funcionamento normal do figado, a diminui¢cdo na atividade dos mesmos pode ser indicativa
de lesdes hepaticas. Roman et al. (2009) demonstraram que ratos tratados com glifosato
apresentaram hipercromatismo no nucleo de hepatdcitos. Benedetti et al. (2004) relataram que
ratos tratados com glifosato apresentaram alteracdes irreversiveis em hepatdcitos.
Similarmente como visualizado no estbmago, em alguns parametros avaliados no tecido
hepatico, as nanoparticulas resultaram em aumentos significativos no didmetro da veia porta,
no entanto, na veia centrolobular mostrou-se eficaz em relacéo aos danos proporcionados pelo
herbicida Roundup® isolado.

Nas andalises dos componentes renais dos animais que receberam o herbicida
Roundup®, foi evidenciado alteracfes dos rins e que as goethitas podem impedir este quadro.
Heydens et al. (2008) evidenciaram varia¢Oes renais apenas em ratos tratados por injecédo
intraperitoneal de glifosato e afirmaram que por via oral, a administragdo ndo produz
toxicidade. EI-Shenawy (2009) descreveu que ratos tratados com glifosato e Roundup® por 2

semanas, apresentaram baixos teores de creatinina e altos de ureia e &cido Urico no sangue,
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sugerindo a ocorréncia de danos renais. No entanto, Dalton (2011), relatou que a creatinina
ndo é um bom pardmetro de avaliacdo de lesdo renal. Também foi observado aumento da
catalase renal na espécie de peixes Carassius auratus na concentracdo de Roundup® 2,5 e 20
mg/L por 96 horas de exposi¢do (LUSHCHAK et al., 2009).

Portanto, é possivel confrontar os resultados metabolicos aos parametros histologicos
analisados. Os valores aumentados das enzimas hepéaticas ALT e AST em ambos 0S Sexos €
herbicidas utilizados neste protocolo experimental, denota as alteracdes histoldgicas no figado
pela possivel hepatotoxicidade. Da mesma forma, os resultados encontrados para a creatinina
plasmética em nosso trabalho, complementa as modificagdes histolégicas ocorridas nos rins.
Porém, outros estudos sdo necessdrios a fim de complementar 0s nossos resultados,
promovendo uma melhor compreensdo destes herbicidas em relacdo a satide humana.

Para os animais que receberam atrazina, foram observadas também alteracdes
histologicas quando administrado o herbicida, no fundo e corpo do estbmago, nas doses de
1.000 e 2.000 mg/kg de peso corpdreo em ratos machos e fémeas. No corpo do estdmago as
deformacdes no tecido muscular foram relevantes, obtendo da mesma forma que para 0s
animais tratados com Roundup®, comprometimento da movimentacdo do bolo alimentar no
estomago, durante a digestdo; e diminuicdo da espessura total da parede do estdmago,
observada nos grupos experimentais. Apesar da ampla literatura da acdo da atrazina em
diversos parametros avaliados, ndo foi encontrado estudos da acgdo deste herbicida sobre os
parametros histoldgicos no estdbmago.

Ja nos dados histoldgicos do figado, as principais alteracdes foram observadas nos
diametros médios das veias centrolobulares e veias portas nos animais com administracdo de
atrazina. Valores elevados de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT) e fosfatase alcalina (ALP) no figado foram observados por outros autores (JESTADI et
al., 2014) e alteracdes nas enzimas antioxidantes de hepatécitos (CAMPOS-PEREIRA et al.,
2012), corroborando nossos estudos.

Nossos resultados da histologia renal dos animais que receberam o herbicida atrazina,
foi evidenciado diversas alteracoes, e sdo de acordo aos autores que encontraram aumento da
creatinina e ureia (JESTADI et al., 2014) e estresse oxidativo no tecido renal (LIU et al.,
2014) de ratos; da mesma maneira, alteragdes em peixes (Cyprinus carpio L.) (XING et al.,
2012). Esses resultados histologicos encontrados denotam que a atrazina, rapidamente
absorvido pelo trato gastrointestinal, por via oral (CAMPOS-PEREIRA et al., 2012),
tornando-se bioacumulaveis (ROSS et al., 2009), promovem danos irreversiveis nos 6rgaos

estudados.
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6. CONCLUSAO

As goethitas administradas isoladamente ndo desencadearam alteracbes no ganho de
peso corpdreo, ingestdo de alimentos ou em parametros metabdlicos avaliados; e em alguns
grupos de ratos fémeas, sua associa¢do ao herbicida atrazina, mostrou-se eficaz e diminuiu o
indice de mortalidade, quando comparado ao herbicida isolado.

Administracdo de Roundup® e atrazina alterou o peso corpdreo e a ingestdo alimentar,
indicando comprometimento no desenvolvimento de ratos machos e fémeas durante o periodo
experimental.

As concentragfes plasméticas normais de glicose para ambos os herbicidas, indicam
que a glicemia nao é um sinalizador adequado para avaliar toxicidade desses herbicidas.

O herbicida Roundup® ndo promoveu alteracdo na concentracdo de colesterol em
ambos 0s sexos. Atrazina levou a um aumento significativo na concentracdo de colesterol
total em alguns grupos de machos, mas néo nas fémeas.

Os valores de ALT e AST apresentaram-se elevados para Roundup® e atrazina, em
ratos machos e fémeas.

A creatinina plasmatica mostrou-se aumentada em alguns grupos de ratos machos e
fémeas.

As goethitas isoladas ndo desencadearam alteracfes plasméticas em relacdo a nenhum
parametro metabodlico avaliado; e a associacdo com os herbicidas ndo promoveu alteracéo
dessas respostas em ambos 0s animais. Estes resultados sugerem hepatotoxicidade para ambos
0s herbicidas e para melhor compreender este fato, estudos adicionais devem ser realizados
para determinar os mecanismos do metabolismo hepético.

A andlise das caracteristicas histologicas do estbmago, do figado e dos rins, permitiu
inferir que 0 Roundup® quando administrado por via oral causou modificacdes histoldgicas
importantes nestes 6rgdos. Também foram observados danos histoldgicas nos érgdos
estudados em resposta a administracdo de goethita isolada. No entanto, quando associada ao
Roundup®, a goethita mostrou-se eficaz em adsorver o herbicida e manter dentro da
normalidade alguns dos parametros histologicos analisados.

Conclui-se que a administracdo de goethita foi parcialmente eficaz na protecdo de

tecidos animais contra os efeitos do Roundup® e atrazina.
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Tabela 1. Valores médios de peso corporeo (em g) de ratos machos (m) submetidos a uma administracao
diaria, por 5 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula ou herbicida ap6s 30 min da administracdo de
nanoparticula, e eutanasiados no 1°, 2°, 3° 4° ou 5° dia (D1, D2, D3, D4 e D5, respectivamente) apds a
gavagem. DO: 1° dia de gavagem. Herbicidas: Roundup® (R) e atrazina (ATR), nas doses de 1.000 ou 2.000
mg/kg de peso corporeo. Nanoparticulas: goethita em agua Milli-Q (Goq) e goethita em &gua do mar (Gom),
nas doses correspondentes a dos grupos com herbicidas. O controle (Cm) recebeu agua de torneira em

volume correspondente ao do grupo com herbicida. 1 (%): porcentagem de mortalidade.

Grupos DO D1 D2 D3 D4 D5 T (%)
Cm 2500+7,8(13)  2503+70(13) 252669 (13)  2584#85(13)  2594+91(13)  2623+79(13) O
R1000m 266554 (20)  259562(20) 2505+#86(15)  2349+70(10) 2205444 (4)* 100
R2000m 2614+56(20)  2502+69(20) 232,8+55(10) 100
ATR1000m 2461448 (40)  2316+51(40) 2255+48(32)* 2132+49(23)* 2070446 (14 2022+44(6)* 75
ATR2000m 2530+7,0(25)  2485+7,1(25) 2308#32(20) 2250+99(12)* 2240#81(7)* 2113+62(39)* 88
Gog2000m 2474459(6)  2496+64(5)  2496455()  2528#41(5)  2554+47(5)  2558+66() O
Gom2000m 2214434(6)  2220x29(5) 2288+15()  2284¥27(5)  2336+23(5)  2402+24() O
Gogr+R1000m 2628+49(5)  2620+45()  2566457(5)  2338+68(5)  2163t84(3)* 100
Gogr+R2000m 2562460 (10)  2344+75(10) 2260421 (4)* 100
GogtATRI000M  2288+83(6)  2090+99(5) 1930+107()  1890+154(4)  1990+210(2) 2100 (1) 80
GogtATR2000m  2326461(5)  2154#51(5) 2088#57(5)  2032470(5)  2010+103(4) 2053+102(3) 40
Gom+R1000m 2194+19(5)°  2142#41(5)° 2080:65(5)°  2038+108(5)° 2020+91(5)° 100
Gom+R2000m 2427438(10)  221,8450(10) 203350 (7)* 100
Gom+ATR1000m  2524+70(5)  2426+75()  2314+68()  2248+49(5)* 21624¢52(5)* 2088#32()* 0
Gom+ATR2000m  257,0426(5)  2418+73() 2318#80(4)  2250+66(4)* 2123t07(3)* 2065:55@3)* 40

Valores expressos como média £ E.P.M. ( ): nimero de animais. *Diferente do grupo Cm no tempo
respectivo (p<0,05; “Student’s t test”). ®Diferente do grupo R1000m e Gog+R1000m (p<0,05; ANOVA
seguido de SNK).
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Tabela 2. Valores médios da ingestdo de alimentos (g/100 g de peso corpéreo) de ratos machos (m)
submetidos a uma administracdo diaria, por 5 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula ou
herbicida ap6s 30 min da administracdo de nanoparticula, e eutanasiados no 1°, 2°, 3°, 4° ou 5° dia (D1,
D2, D3, D4 e D5, respectivamente) apos a gavagem. Herbicidas: Roundup® (R) e atrazina (ATR), na
dose de 1.000 ou 2.000 mg/kg de peso corpdreo. Nanoparticulas: goethita em agua Milli-Q (Goq) e
goethita em agua do mar (Gom), nas doses correspondentes a dos grupos com herbicidas. O controle
(Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida.

Grupos D1 D2 D3 D4 D5

Cm 6,8+0,5 (13) 8,6+0,7 (13) 8,3+0,6 (13) 7,6£0,4 (13)  7,4%0,6 (13)
R1000m 4,1+0,5 (20) * 2,1+0,8 (15)*  1,3+0,2 (10) * 0,0£0,0 (4)
R2000m 3,2+0,5 (20) * 0,3£0,2 (15) * 0,2+0,3 (5) *
ATR1000m 2,6+£0,4 (40)* 0,9£0,3 (32)* 1,2#0,2 (24)* 1,7x0,5(15)* 1,910 (6) *
ATR2000m 3,84£0,5 (25) * 22404 (20)*  1,7#0,7 (14)* 2,7x13(10)* 2,3x1,2(4)*
G00g2000m 6,9+0,5 (5) 7,7£0,4 (5) 7,5%0,3 (5) 7,240,4 (5) 7,2%0,2 (5)
Gom2000m 7,3x0,5 (5) 8,2%0,1 (5) 7,920,5 (5) 8,6x0,4 (5) 7,8£0,4 (5)
Gog+R1000m 5,9+0,5 (5) 3,703 (5)* 4,4x0,6 (5)* 5,514 (5)*
Goqg+R2000m 2,4+0,6 (10) * 0,2+0,1 (10) *
Gog+ATR1000m 4,0£0,5 (5) * 1,8+0,9 (5) * 2,312 (5)* 1,912 (4)* 2,2+12(2)*
Gog+ATR2000m 4,605 (5) * 4,3+0,8 (5) * 35+1,1(5)* 30£12(5)* 32+14(4)*
Gom+R1000m 4,9+0,4 (5) 4,2+0,7 (5) * 3,7£1,4 (5)* 42+13(5)*
Gom+R2000m 2,3£0,7 (10) * 0,2+0,1 (10) *
Gom+ATR1000m 4,8+0,4 (5) * 2,8+0,2 (5)* 2,6£0,4 (5)* 1,504 (5)* 1,2+0,8 (5)*
Gom+ATR2000m 3,6£0,6 (5) * 2,3+0,7 (5)* 3,409 (4)* 22£12 (4)* 2116 (3)*

Valores expressos como média £ E.P.M. (): nimero de animais. *Diferente do grupo Cm no tempo

respectivo (p<0,05).
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Tabela 3. Valores médios plasmaticos de glicose (mg/dL), colesterol total (mg/dL), alanina
aminotransferase (ALT; U/L), aspartato aminotransferase (AST; U/L) e creatinina (mg/dL) de ratos
machos (m) submetidos a uma administracdo diaria, por 5 dias, via gavagem, de herbicida,
nanoparticula ou herbicida ap6s 30 min da administracdo de nanoparticula, e eutanasiados no 1°, 2°, 3°,
4° ou 5° dia (D1, D2, D3, D4 e D5, respectivamente) ap6s a gavagem. Herbicidas: Roundup® (R) e
atrazina (ATR), na dose de 1.000 ou 2.000 mg/kg de peso corpdreo. Nanoparticulas: goethita em agua
Milli-Q (Goq) e goethita em agua do mar (Gom), nas doses correspondentes a dos grupos com
herbicidas. O controle (Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com
herbicida.

Grupos Glicose Colesterol Total ALT AST Creatinina
(mg/dL) (mg/dL) (ULL) (ULL) (mg/dL)

Cm 1289+26 (13) 76,3+3,7 (13) 9,605 (13) 55,9+3,9 (13) 0,7402 (13)
R1000mD1 128,5+34 (5) 79,4426 (5) 19611 (5)* 69,6431 (5) * 0,8+0,2 (5)
R1000mD2 122,4+1,7 (5) 76,145,7 (5) 147+10(5)* 56,5+3,9 (5) 09+01(5)*
R1000mD3 121,9+7,9(5) 70,3:24(5) 130416 (5)* 56,3+4,7 (5) 12402 (5)*
R1000mD4 1237494 (3) 70,2+3,1(3) 9,6+1,1(3) 52,316,0 (3) 1,1+01(3)*
R2000mD1 1236418 (5) 79,1+1,1 (5) 194418 (5)* 70,515,8 (5) 14402 (5)*
R2000mD2 1254417 (5) 78,9+1,0 (5) 18,1+12 (5)* 68,416,7 (5) 15+03(5)*
ATR1000mD1 120,2+1,7 (8) 71,2+4,0(8) 9,9+038 (8) 56,85,5 (8) 0,8+0,2 (8)
ATR1000mD2 1234425 (8) 78,1427 (8) 9,1+04 (8) 58,1+2,5(8) 0,8+0,2 (8)
ATR1000mD3 125,3+0,1 (6) 78,7+3,0 (6) 11,1405 (6) 62,745,5 (6) 1,0+0,2 (6) *
ATR1000mD4 124,3+03 (8) 77,1455 (8) 145+1,1 (8)* 67,5+4,6 (8) 1,3+0,1 (8)*
ATR1000mD5 127,108 (6) 76,9+4,6 (6) 15,3+2,0 (6) * 67,6177 (6) 12402 (6) *
ATR2000mD1 1251+1,7 (5) 75,5+4,3 (5) 10,2406 (5) 54,2+3,8 (5) 09102 (5)
ATR2000mD2 126,9+35 (5) 81,9+2.1 (5) 124413 (5)* 65,4+4.6 (5) 1,1+0,1 (5)*
ATR2000mD3 126,633 (3) 86,915,2 (3) 17,904 (3)* 70,8453 (3) 12402 (3)*
ATR2000mD4 126,2+3.2 (3) 954+6,0 (3) * 194421 (3)* 750+1,5(3) * 15+03(3)*
ATR2000mD5 1241438 (3) 97,0£79(3) * 19,6435 (3) * 759+70(3) * 14402 (3)*
G0g2000mD5 1239429 (5) 71,2435 (5) 10,3102 (5) 54,7+1,3(5) 0,740,1 (5)
Gom2000mD5 1284434 (5) 78,5+18 (5) 10,1407 (5) 55,0+2,4 (5) 0,7402 (5)
Gog+R1000mD4 1217427 (3) 71,2412 (3) 10,040,6 (3) 54,6+1,6 (3) 1,3+02(3)*
Gog+ATR1000mD5 1296 (1) 796 (1) 154 (1) 63,7 (1) 13 ()*
Gog+ATR2000mD5  1289+30(3) 93,6+1,8(3) * 200+1,6 (3)* 779+20(3)* 14402 (3)*
Gom+R1000mD4 126,8+4,8 (5) 72,1441 (5) 10,2+1,0(5) 55,0+£3,4 (5) 14+03(5)*
Gom+ATR1000mD5 121,6+1,2 (5) 78,0+2,0 (5) 16,7403 (5) * 69,4+2,3(5) 1,302 (5) *
Gom+ATR2000mD5  1272+75(3) 94,7430(3) * 199+28(3)* 73809 (3) * 15+03(3)*

Valores expressos como média £ E.P.M. (): nimero de animais. *Diferente do grupo Cm (p<0,05).
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Tabela 4. Valores médios de peso corporeo (em g) de ratos fémeas (f) submetidas a uma administracdo
diaria, por 5 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula ou herbicida ap6s 30 min de administracdo de
nanoparticula, e eutanasiadas no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) ap0s a gavagem.
DO0: 1° dia de gavagem. Herbicidas: Roundup® (R) e atrazina (ATR), na dose de 1.000 ou 2.000 mg/kg de
peso corpdreo. Nanoparticulas: goethita pura (Go), goethita em adgua Milli-Q (Goq) e goethita em agua do
mar (Gom), nas doses correspondentes a dos grupos com herbicidas. O controle (Cf) recebeu agua de
torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. T (%): porcentagem de mortalidade.

Grupos DO D1 D2 D3 D4 T(%)
Cf 224,359 (8) 228,5+4,4 (8) 230,8+4,7 (8) 231,5+4,3(8) 232,5+45 (8) 0
R1000f 240,7437(20)  238,2+3,0(20) 2278+42 (15  2199+44(10) 2102429(4)* 80
R2000f 221,0453(20) 202,8+53(20)* 192,054 (6) * 100
ATR1000f 262,0£64 (20)  253,5+6,0 (20) 2401460 (15)  2323+42(10) 2192+46(5)* 75
ATR2000f 239,7443(20)  231,5+4,6 (20) 2274+38(19) 226,035 (8) 2253+25 (4) 80
G02000f 224,039 (5) 2246422 (5) 221.2+1,7 (5) 2232433 (5) 2252427 (5) 0
G0g2000f 2324459 (5) 237,245,1 (5) 233,045,5 (5) 2314440 (5) 232,8155 (5) 0
Gom2000f 2242432 (5) 226,4+39 (5) 225,249 (5) 2248454 (5) 2264442 (5) 0
Go+R1000f 2278+34 (5) 220,66,7 (5) 2064149 (5)*  2030+41(4)* 1955+72(4)* 20
Go+R2000f 2326+4,7(10)  223,3+58(10) 200,3+59 (10) * 100
Go+ATR1000f 223044,7(5) 2172423 (5)*  2112+40(B)* 2090+25(5)* 209,0£54 (5) * 0
Go+ATR2000f 232,019 (5) 222.2+41 (5) 218,057 (5) 224,042 (4) 2228421 (4) 20
Gog+R1000f 256,4+36 (5) 243,8+3,6 (5) 229,245,1 (5) 2305+25(2) 2400 (1) 80
Gog+R2000f 2422454 (10) 2276452 (10) 210,771 (5)* 100
Gog+ATR1000f 2243158 (4) 221,859 (4) 213041 (4>  207,0£65(4)* 1998466 (4) * 0
Gog+ATR2000f 2255449 (4) 220,0£58 (4) 21408554 * 2105454 (4)* 211,7+29(3)* 25
Gom+R1000f 2234130 (5) 2175426 (5) 2076+4,7(5)*  1914495(5)* 199,0+10(3)* 40
Gom+R2000f 2444+43(10)  226,7450(10) 2163+35(3)* 100
Gom+ATR1000f  2236+2,7(5) 2140£1,7()* 207,0£21(5)* 2038+24(5)* 199,029 (5)* 0
Gom+ATR2000f  2314+433(5) 2176+45(B)* 210456 (B)* 2084+71(5)* 2020484 (4)* 20

Valores expressos como média + E.P.M. (): nUmero de animais. *Diferente do grupo Cf no tempo

respectivo (p<0,05).



Tabela 5. Valores médios da ingestdo de alimentos (g/100 g de peso corporeo) de ratos fémeas
(f) submetidas a uma administracdo diaria, por 4 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula
ou herbicida apds 30 min de administracdo de nanoparticula, e eutanasiadas no 1°, 2°, 3° ou 4°
dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) ap6s a gavagem. Herbicidas: Roundup® (R) ou atrazina
(ATR), na dose de 1.000 ou 2.000 mg/kg de peso corpdreo. Nanoparticulas: goethita pura (Go),
goethita em agua Milli-Q (Goq) e goethita em dgua do mar (Gom), nas doses correspondentes a
dos grupos com herbicidas. O controle (Cf) recebeu &gua de torneira em volume correspondente
ao do grupo com herbicida.

Grupos D1 D2 D3 D4

Cf 8,4%0,5 (8) 7,8+0,5 (8) 7,4%0,6 (8) 7,9%0,5 (8)
R1000f 4,5+0,3 (20) * 1,6x0,6 (15) * 0,7£0,5 (10) * 0,5£0,5 (5) *
R2000f 2,040,6 (20) * 0,0+0,0 (6)
ATR1000f 2,2+0,4 (20) * 1,240,4 (15) * 1,1+0,4 (10) * 1,0+0,5 (5) *
ATR2000f 2,8+0,5 (20) * 2,2+0,7 (15) * 2,1+0,5 (10) * 2,5+0,6 (4) *
Go02000f 9,0£0,6 (5) 6,8+0,4 (5) 6,920,5 (5) 7,5£0,4 (5)
Gog2000f 7,0£0,2 (5) 7,0£0,5 (5) 6,2+0,3 (5) 6,8+0,4 (5)
Gom2000f 8,9%0,3 (5) 6,9£0,2 (5) 7,1+0,4 (5) 7,31£0,3 (5)
Go+R1000f 2,0£0,7 (5) * 0,0+0,0 (5) 0,4+0,4 (5) * 1,2+1,2 (4) *
Go+R2000f 3,0£0,7 (10) * 0,0+0,0 (5)
Go+ATR1000f 4,2+0,3 (5) * 3,0£0,4 (5) * 2,140,6 (5) * 1,9+0,8 (5) *
Go+ATR2000f 3,8£0,3 (5) * 2,7£0,7 (5) * 1,7+0,6 (5) * 3,0+0,4 (4) *
Gog+R1000f 4,1+0,7 (5) * 0,910,7 (5) * 1,0£0,9 (5) * 1,442,0 (2) *
Gog+R2000f 2,0£0,5 (10) * 0,3+0,1 (5) *
Goq+ATR1000f 4,4+0,2 (4) * 3,1+0,6 (4) * 2,1+0,7 (4) * 1,3+0,7 (4) *
Gog+ATR2000f 3,1£0,6 (4) * 2,8£0,8 (4) * 2,6£0,8 (4) * 1,940,9 (4) *
Gom+R1000f 4,6+0,6 (5) * 2,0£1,3(5) * 1,14£0,7 (5) * 0,0+0,0 (5)
Gom+R2000f 1,7+£0,4 (10)* 0,2£0,1 (5) *
Gom+ATR1000 4,2+0,2 (5) * 2,61£0,6 (5) * 2,0£0,6 (5) * 0,840,6 (5) *
Gom+ATR2000 3,1+0,4 (5) * 2,2+0,7 (5) * 1,5+0,4 (5) * 1,0+0,7 (5) *

Valores expressos como média + E.P.M. ( ): nimero de animais. *Diferente do grupo Cf no
tempo respectivo (p<0,05).
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Tabela 6. Valores médios plasméaticos de glicose (mg/dL), colesterol total (mg/dL), alanina
aminotransferase (ALT; U/L), aspartato aminotransferase (AST; U/L) e creatinina (mg/dL) de ratos
fémeas (f) submetidas a uma administracdo diaria, por 5 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula
ou herbicida apds 30 min da administragdo de nanoparticula, e eutanasiadas no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1,
D2, D3 e D4, respectivamente) apds a gavagem. Herbicidas: Roundup® (R) e atrazina (ATR), na dose
de 1.000 ou 2.000 mg/kg de peso corporeo. Nanoparticulas: goethita pura (Go), goethita em agua Milli-
Q (Goq) e goethita em &gua do mar (Gom), nas doses correspondentes a dos grupos com herbicidas. O
controle (Cf) recebeu &gua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida.

Grupos Glicose Colesterol Total ALT AST Creatinina
(mg/dL) (mg/dL) (UL (UL (mg/dL)

Cf 124,025 (8) 71,0£3,3(8) 10,3+0,8 (8) 531+2,2 (8) 0,603 (8)
R1000f D1 129,8+1,7 (5) 78,3+3,1(5) 16,008 (5) * 65,2+1,8 (5) * 0,8+0,2 (5)
R1000f D2 1322+18(5)* 77,374 (5) 11,7410 (5) 54,5+3,3(5) 09402 (5)*
R1000f D3 128,3+39(5) 70,3+4,5(5) 102+1,0(5) 54,2423 (5) 13t03(5)*
R1000f D4 125,8+4,7 (4) 68,1+3,0 (4) 11,0+1,1 (4) 54,3+3,3 (4) 12402 (4)*
R2000f D1 1252459 (5) 73,5+1,8 (5) 184+19(5)* 69,6+7,8(5)* 14402 (5)*
R2000f D2 128,0+9,3 (3) 745+1,3(3) 132+31(3) 65,8+7,8 (3) 15402 (3)*
ATR1000f D1 126,2+2,1 (5) 66,915,3 (5) 10,0+0,7 (5) 54,5+4,5 (5) 08102 (5)
ATR1000f D2 124,7+19 (5) 78,2+4,8 (5) 12,4408 (5) 60,2454 (5) 09+01(5)*
ATR1000f D3 122,1+1,0 (5) 79,1+7,6 (5) 152+15(5)* 70,5156 (5) * 12402 (5)*
ATR1000f D4 128,0+2,7 (5) 70,7+6,9 (5) 17,109 (5)* 704+4,1 (5)* 14+01(5)*
ATR2000f D1 127,3+3,1 (5) 70,745,6 (5) 10,0+06 (5) 53,615,0 (5) 10801 (5)*
ATR2000f D2 123,9+4,6 (4) 79,1497 (4) 14,7414 (4)* 66,746,5 (4) * 12402 (4) *
ATR2000f D3 127,0+4,1 (4) 745431 (4) 15,0406 (4) * 71,7466 (4) * 1502 (4) *
ATR2000f D4 126,7+4,2 (4) 72,5+4.6 (4) 16,4+2,2 (4)* 71,9+4.8 (4)* 1,3+0,1 (4)*
G02000f D4 120,8+1,0 (5) 67,0+£3,1(5) 9,9+03 (5) 52,2+3,0 (5) 0,740,1 (5)
G0g2000f D4 122,7+1,8 (5) 71,5+2,2 (5) 10,0£1,2 (5) 54,8+3,7 (5) 0,602 (5)
Gom_2000f D4 125,3+4,6 (5) 74,845,1 (5) 10,8406 (5) 52,4+3,7 (5) 0,7402 (5)
Go+R1000f D4 121,3+1,2 (4) 70,2+1,0 (4) 10,1+0,3 (4) 54,0+4,6 (4) 13+01(4)*
Go+ATR1000f D4 1231+1,4(5) 77,6+1,2 (5) 17,004 (5)* 69,9425 (5) * 13+02(5)*
Go+ATR2000f D4 1232+1,6 (4) 75,5+3,3 (4) 18,7406 (4)* 70,0+1,6 (4)* 1401 (4)*
Gog+R1000f D4 1233 (1) 782 (1) 106 (1) 55,9 (1) 14 ()*
Gog+ATR1000fD4 125,712 (4) 70,8+1,8 (4) 18,1414 (4)* 71,045,0 (4) * 1,3+0,1 (4)*
Gog+ATR2000fD4 124,023 (3) 69,9+2,1(3) 178+1,7(3)* 72,9+4.8(3)* 15402 (3)*
Gom+R1000f D4 127,634 (3) 76,0+1,3(3) 10,1+0,1 (3) 56,9429 (3) 12401 (3)*
Gom+ATR1000fD4 121,318 (5) 76,7+2,6 (5) 16,705 (5) * 69,6+3,1 (5)* 13+01(5)*
Gom+ATR2000f D4 122,3+2,1(4) 73,6+3,6 (4) 18414 (4)* 69,8422 (4)* 14801 (A *

Valores expressos como média = E.P.M. (): nimero de animais. *Diferente do grupo Cf (p<0,05).
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Figura 5. Andlise histol6gica do fundo do estdbmago de ratos
machos (m) submetidos a uma administracdo didria, via
gavagem, por 4 dias, de Roundup® na dose de 1000 mg/kg de
peso corpdreo (R1000m), e eutanasiados no 1°, 2°, 3° ou 4° dia
(D1, D2, D3 e D4, respectivamente) apds a gavagem. O controle
(Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do
grupo com herbicida. Espessura percentual média das camadas:
queratina (A); epitélio de revestimento (B); lamina propria (C);
mucosa total (D); submucosa (E); muscular (F). Espessura total
da parede do drgdo (G). Diferenca em relacdo ao grupo Cm;
“diferenca em relagéo ao grupo anterior; ANOVA one way, teste
de Tukey (p<0,05).



Espessura (%)

Espessura (%)

Espessura (%)

Espessura (%)

15+

104

QUERATINA A

L
S & & & & &
& & & & &£
$ N N N $
S NN
S &S L E
& &
Grupos
LAMINA PROPRIA C
20+
*
A
154
104
5_
c T T T T T T
S & & & F
N N N & N
O & & & ¢
& F & &L
o &5 &
Grupos
SUBMUCOSA E
40- |*—#|
I*—i —
301
20
104
c T T T T T T
& h » ™ > &
() QO O Q QO Q
s & & & &
NS )
L & © & £
© 0°& 00
Grupos
ESPESSURA TOTAL G
80- .
P #
60
40
20
0 T T T T T
R S S S P i
© & & & &
NSO N
& F & E
() 004\ &
Grupos

69

EPITELIO DE REVESTIMENTO B

30- &
[ 1
| ; 1
e
< 20 #
s
=
n
7]
T
(7]
w
c T T T T L) T
& & & & &
& & & & &
S & & & &
N N N N N
S &> ¢ & R
© © & &
* ©
Grupos
MUCOSA D
60+
*
I |
= .
9 #
< 404
g
=]
[}
N
g 204
(7]
w
c T T T T T T
& 3 3 > ) 3
S TS SESS
N N & N N
NPT
& & ¢ &
() 00'& &
Grupos
MUSCULAR F
60_.
-
€ ]l | y :
s
3
7]
2 ‘ H “ H \H
o 204
w
c T T T T T 1
S & & & &
& & & &F &
N N N § )
xS S S & 8
& S
© 00(0 Oo
Grupos

Figura 6. Andlise histologica do fundo do estdmago de ratos machos (m)
submetidos a uma administragdo diaria, por 4 dias, via gavagem, de
herbicida, nanoparticula ou herbicida apés 30 min de administracdo de
nanoparticula, e eutanasiados no 4° dia (D4) ap6s a gavagem. Roundup®
na dose de 1000 mg/kg de peso corporeo (R1000m). Goethita em &gua do
mar (Gom), goethita em &gua Milli-Q (Goq) e associacdo de ambas
goethitas com Roundup®, na dose correspondente a do herbicida. O
controle (Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do
grupo com herbicida. Espessura percentual média das camadas: queratina
(A), epitélio de revestimento (B), lamina prdpria (C), mucosa total (D),
submucosa (E) e muscular (F); e espessura total da parede do 6rgéo (G).
“Diferenca em relagdo ao grupo Cm; “diferenca em relacdo ao grupo
R1000mD4; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 7. Andlise histologica do corpo do estdbmago de ratos machos (m) submetidos a uma
administracdo diaria, via gavagem, por 4 dias, de Roundup® na dose de 1000 mg/kg de peso corpdreo
(R1000m), e eutanasiados no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) apds a gavagem.
O controle (Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida.
Espessura percentual média das camadas mucosa (A), nimero médio de células oxinticas em area de
2000 um? das glandulas gastricas (B), nimero médio de células zimogénicas em area de 2000 pm? das
glandulas gastricas (C), submucosa (D), muscular (E) e espessura total média da parede (F).

“Diferenca em relacéo ao grupo Cm; *diferenca em relagdo ao grupo anterior; ANOVA one way, teste
de Tukey (p<0,05).
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Figura 8. Analise histolégica do corpo do estdmago de ratos machos (m) submetidos a uma
administracdo diéria, por 4 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula ou herbicida ap6s 30 min de
administracdo de nanoparticula, e eutanasiados no 4° dia (D4) ap6s a gavagem. Roundup® na dose de
1000 mg/kg de peso corpéreo (R1000m). Goethita em agua do mar (Gom), goethita em agua Milli-Q
(Goq) e associagdo de ambas goethitas com Roundup®, na dose correspondente a do herbicida. O
controle (Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida.
Espessura percentual média das camadas: mucosa (A), namero médio de células oxinticas em area de
2000 um? das glandulas gastricas (B), nimero médio de células zimogénicas em area de 2000 pm? das
glandulas géastricas (C), submucosa (D) e muscular (E); e espessura total média da parede (F).
“Diferenca em relacdo ao grupo Cm; *diferenca em relagdo ao grupo R1000mD4; ANOVA one way,
teste de Tukey (p<0,05).



72

VEIA CENTROLOBULAR A VEIA PORTA B

801 80
= —_ *#
%L "fﬁ‘ £ T
= 60 2 604
° o 1= i 5 60 *
§ * 5 I
E 40- T £ 40 4 L
o le) ——
= =
Q [
:E 20 :E 204
a [a)

c I I ] I L e ] ] ] ] 1

S & & &E S & & &E
N N & & N & N N
S > & & S S S e
N N N N N N N N
< < < < 2 < < <
Grupos Grupos
HEPATOCITOS - CENTROLOBULAR C HEPATOCITOS - VEIA PORTA D
25+ # 25-
* T * 4

N
o
1
N
o
1

-
(3]
1
-
A
1

Numero de células
—
o (4] o
1 1
Numero de células
-
o [4,] o
1 1

S N 7 ) J < N 4% () D
¢ & & & & ¢ & & & &£
S O Q & & F & &
& & & & & & & &
Grupos Grupos

Figura 9. Analise histolégica do figado de ratos machos (m) submetidos a uma administracdo diéria,
via gavagem, por 4 dias, de Roundup® na dose de 1000 mg/kg de peso corp6éreo (R1000m), e
eutanasiados no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) apds a gavagem. O controle
(Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. A: didmetro
médio da veia centrolobular. B: diametro médio da veia porta. C: nimero médio de hepatdcitos ativos
em area de 1000 pm? préxima a veia centrolobular. D: nimero médio de hepatdcitos ativos em area de
1000 um? préxima a veia porta. “Diferenca em relacdo ao grupo Cm; *diferenca em relacéo ao grupo
anterior; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 10. Analise histologica do figado de ratos machos (m) submetidos a uma administracdo diéria,
por 4 dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula ou herbicida ap6s 30 min de administracdo de
nanoparticula, e eutanasiados no 4° dia (D4) ap6s a gavagem. Roundup® na dose de 1000 mg/kg de
peso corporeo (R1000m). Goethita em agua do mar (Gom), goethita em agua Milli-Q (Goq) e
associagdo de ambas goethitas com Roundup®, na dose correspondente a do herbicida. O controle
(Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. A: didmetro
médio da veia centrolobular. B: didmetro médio da veia porta. C: niUmero médio de hepatdcitos ativos
em area de 1000 um? préxima a veia centrolobular. D: nimero médio de hepatdcitos ativos em area de
1000 um? préxima a veia porta. “Diferenca em relacdo ao grupo Cm; *diferenca em relacéo ao grupo
R1000mD4; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 11. Anélise histologica do rim esquerdo de ratos machos (m) submetidos a uma administragdo
diaria, via gavagem, por 4 dias, de Roundup® na dose de 1000 mg/kg de peso corpéreo (R1000m), e
eutanasiados no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) ap6s a gavagem. O controle
(Cm) recebeu &gua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. A: espaco
médio de Bowman. B: didmetro médio do glomérulo renal. C: diametro médio do corpusculo renal. D:
diametro médio do tubulo contorcido proximal (TCP). E: diametro médio do tGbulo contorcido distal
(TCD). "Diferenca em relacdo ao grupo Cm; *diferenca em relacdo ao grupo anterior; ANOVA one
way, teste de Tukey (p<0,05).



Espago de Bowman (pum)

Diametro do Corpusculo (pm)

Diametro do TCD (um)

i ESPAGCO DE BOWMAN A
151 - * 4
e
104
5_
c ] L] 1 T T 1
& 3 ™ ™ ™ ™
a Q@o e“g Q“\o Q’@o Q&o
) s ) S
D N N\
& &H & & L
(S & &
Grupos
DIAMETRO CORPUSCULAR C
1004
—
504
c ] ] ) ) L) ]
& ™ u > > ™
& Q“‘o m“\o Q“‘o Q“\o Q@o
S N S N N
O O NS N N
Oo& QOQ <@ &xq. &g.
& &
Grupos
TUBULO CONTORCIDO DISTAL E
40-
— = ==
304
204
104
G T T T T ]
& > > ™ ™ >
SIS FTSS
S & & & O
N N N A8 N
& & & &
° o X &
«®
Grupos

75

DIAMETRO GLOMERULAR B
— 100~
€
=
& 8 — ==
=
5 60-
=
S
o 404
o
5
Q204
£
«©
Q c T T T T T T
& & & & &
& & & & &£
& S
N N N N N
P R S U
® © & O
& ©
Grupos
TUBULO CONTORCIDO PROXIMAL D
50-
g
:40‘ —, I
2 304
o
T
o 20
=
£
5 104
o

o

& & & & &
S & & &S
N N N N N
S FH & & &
<) (<)
«® &
Grupos

Figura 12. Analise histologica do rim esquerdo de ratos
machos (m) submetidos a uma administragdo diaria, por 4
dias, via gavagem, de herbicida, nanoparticula ou herbicida
apés 30 min de administragdo de nanoparticula, e
eutanasiados no 4° dia (D4) ap6s a gavagem. Roundup® na
dose de 1000 mg/kg de peso corpéreo (R1000m). Goethita
em agua do mar (Gom), goethita em agua Milli-Q (Goq) e
associacdo de ambas goethitas com Roundup®, na dose
correspondente a do herbicida. O controle (Cm) recebeu agua
de torneira em volume correspondente ao do grupo com
herbicida. A: espaco médio de Bowman. B: didmetro médio
do glomérulo renal. C: didmetro médio do corpusculo renal.
D: didmetro médio do tubulo contorcido proximal (TCP). E:
didmetro médio do tdbulo contorcido distal (TCD).
“Diferenca em relacéo ao grupo Cm; “diferenca em relagéo ao
grupo R1000mD4; ANOVA one way, teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 13. Anélise histolégica do fundo do estdbmago de ratos
e [ machos (m) submetidos a uma administracdo diaria, via
300 gavagem, por 5 dias, de atrazina na dose de 1000 mg/kg de peso
200 — corpéreo (ATR1000m), e eutanasiados no 4° ou 5° dia (D4 e
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= recebeu 4gua de torneira em volume correspondente ao do
0 T ¥ z grupo com herbicida. Espessura percentual media das camadas:
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2 & mucosa total (D); submucosa (E); muscular (F). Espessura total
v Grupos N da parede do 6rgdo (G). "Diferenca em relacdo ao grupo Cm;

“diferenca em relagdo ao grupo anterior; ANOVA one way,
teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 14. Andlise histologica do corpo do estbmago de ratos machos (m) submetidos a uma
administracdo diaria, via gavagem, por 5 dias, de atrazina na dose de 1000 mg/kg de peso corporeo
(ATR1000m), e eutanasiados no 4° ou 5° dia (D4 e D5, respectivamente) apo6s a gavagem. O controle
(Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. Espessura
percentual média das camadas mucosa (A), nimero médio de células oxinticas em area de 2000 pum?
das glandulas gastricas (B), nimero médio de células zimogénicas em area de 2000 um? das glandulas
gastricas (C), submucosa (D), muscular (E) e espessura total média da parede (F). "Diferenca em

relacdo ao grupo Cm; *diferenca em relacdo ao grupo anterior; ANOVA one way, teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 15. Anélise histolégica do fundo do estdbmago de ratos
machos (m) submetidos a uma administragdo diaria, via
gavagem, por 5 dias, de atrazina na dose de 2000 mg/kg de peso
corpéreo (ATR2000m), e eutanasiados no 4° ou 5° dia (D4 e
D5, respectivamente) apds a gavagem. O controle (Cm)
recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do
grupo com herbicida. Espessura percentual média das camadas:
queratina (A); epitélio de revestimento (B); l&mina propria (C);
mucosa total (D); submucosa (E); muscular (F). Espessura total
da parede do 6rgdo (G). "Diferenca em relagdo ao grupo Cm;
“diferenca em relacdo ao grupo anterior; ANOVA one way,
teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 16. Andlise histolégica do corpo do estdbmago de ratos machos (m) submetidos a uma
administracdo diaria, via gavagem, por 5 dias, de atrazina na dose de 2000 mg/kg de peso corpdreo
(ATR2000m), e eutanasiados no 4° ou 5° dia (D4 e D5, respectivamente) ap6s a gavagem. O controle
(Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. Espessura
percentual média das camadas mucosa (A), nimero médio de células oxinticas em area de 2000 pum?
das glandulas gastricas (B), nimero médio de células zimogénicas em area de 2000 um? das glandulas
gastricas (C), submucosa (D), muscular (E) e espessura total média da parede (F). "Diferenca em
relacdo ao grupo Cm; *diferenca em relagdo ao grupo anterior; ANOVA one way, teste de Tukey

(p<0,05).
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Figura 17. Analise histologica do figado de ratos machos (m) submetidos a uma administracdo diéria,
via gavagem, por 5 dias, de atrazina na dose de 2000 mg/kg de peso corporeo (ATR2000m), e
eutanasiados no 1°, 2°, 3°, 4° ou 5° dia (D1, D2, D3, D4 e D5, respectivamente) apds a gavagem. O
controle (Cm) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. A:
diametro médio da veia centrolobular. B: diametro médio da veia porta. C: nimero médio de
hepatécitos ativos em area de 1000 pm? préxima a veia centrolobular. D: nimero médio de
hepatdcitos ativos em area de 1000 um? préxima a veia porta. “Diferenga em relagdo ao grupo Cm;
#diferenca em relacdo ao grupo anterior; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 18. Analise histoldgica do rim esquerdo de ratos
machos (m) submetidos a uma administracdo diéria, via
gavagem, por 5 dias, de atrazina na dose de 2000 mg/kg
de peso corporeo (ATR2000m), e eutanasiados no 1°, 2°,
3°, 4° ou 5° dia (D1, D2, D3, D4 e D5, respectivamente)
ap6s a gavagem. O controle (Cm) recebeu agua de
torneira em volume correspondente ao do grupo com
herbicida. A: espaco médio de Bowman. B: didmetro
médio do glomérulo renal. C: didmetro médio do
corplsculo renal. D: diametro médio do tabulo
contorcido proximal (TCP). E: didmetro médio do tdbulo
contorcido distal (TCD). "Diferenca em relagéo ao grupo
Cm; *diferenca em relagdo ao grupo anterior; ANOVA
one way, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 19. Anélise histoldgica do figado de ratos fémeas (f) submetidas a uma administracéo diéria,
via gavagem, por 4 dias, de atrazina na dose de 1000 mg/kg de peso corpéreo (ATR1000f), e
eutanasiadas no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) apds a gavagem. O controle
(Cf) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. A: diametro
médio da veia centrolobular. B: didmetro médio da veia porta. C: nimero médio de hepatécitos ativos
em area de 1000 um? préxima a veia centrolobular. D: nimero médio de hepatdcitos ativos em area de
1000 um? préxima a veia porta. “Diferenca em relacdo ao grupo Cf; “diferenca em relagdo ao grupo
anterior; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).
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TUBULO CONTORCIDO DISTAL  E Figura 20. Analise histolégica do rim esquerdo de ratos
fémeas (f) submetidas a uma administracdo diaria, via
_ gavagem, por 4 dias, de atrazina na dose de 1000 mg/kg
de peso corpéreo (ATR1000f), e eutanasiadas no 1°, 2°,
3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) ap6s a
gavagem. O controle (Cf) recebeu agua de torneira em
volume correspondente ao do grupo com herbicida. A:
espaco médio de Bowman. B: didmetro médio do
glomérulo renal. C: didmetro médio do corpusculo renal.
@' @{ ‘9{, \o"’ D: diametro médio do tibulo contorcido proximal
S & & & (TCP). E: diametro médio do tubulo contorcido distal
v’& V«Q' ;& (TCD). "Diferenca em relacdo ao grupo Cf; *diferenca
Grupos em relagéo ao grupo anterior; ANOVA one way, teste de

Tukey (p<0,05).
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Figura 21. Analise histoldgica do fundo do estbmago de
ratos fémeas (f) submetidas a uma administragdo diéaria,
via gavagem, por 4 dias, de atrazina na dose de 2000
mg/kg de peso corpéreo (ATR2000f), e eutanasiadas no
1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente)
ap6s a gavagem. O controle (Cf) recebeu agua de
torneira em volume correspondente ao do grupo com
herbicida. Espessura percentual média das camadas:
queratina (A); epitélio de revestimento (B); lamina
prépria (C); mucosa total (D); submucosa (E); muscular
(F). Espessura total da parede do 6rgdo (G). "Diferenca
em relacéo ao grupo Cf; *diferenca em relagdo ao grupo
anterior; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 22. Analise histoldgica do corpo do estdmago de ratos fémeas (f) submetidas a uma
administracdo diaria, via gavagem, por 4 dias, de atrazina na dose de 2000 mg/kg de peso corporeo
(ATR2000f), e eutanasiadas no 1°, 2° 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) apOs a
gavagem. O controle (Cf) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com
herbicida. Espessura percentual média das camadas mucosa (A), namero médio de células oxinticas
em area de 2000 um? das glandulas gastricas (B), nimero médio de células zimogénicas em érea de
2000 pum? das glandulas gastricas (C), submucosa (D), muscular (E) e espessura total média da parede

(F). "Diferenca em relagdo ao grupo Cf; *diferenca em relagdo ao grupo anterior; ANOVA one way,
teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 23. Anélise histoldgica do figado de ratos fémeas (f) submetidas a uma administracéo diéria,
via gavagem, por 4 dias, de atrazina na dose de 2000 mg/kg de peso corpéreo (ATR2000f), e
eutanasiadas no 1°, 2°, 3° ou 4° dia (D1, D2, D3 e D4, respectivamente) apds a gavagem. O controle
(Cf) recebeu agua de torneira em volume correspondente ao do grupo com herbicida. A: diametro
médio da veia centrolobular. B: didametro médio da veia porta. C: nimero médio de hepatdcitos ativos
em area de 1000 um? préxima a veia centrolobular. D: nimero médio de hepatdcitos ativos em area de
1000 um? préxima a veia porta. “Diferenca em relacdo ao grupo Cf; *diferenca em relagdo ao grupo
anterior; ANOVA one way, teste de Tukey (p<0,05).





