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DA SILVA, N. D. G. Toxicidade do glifosato e do produto formulado Roundup® para a
linhagem celular ZFL, na presenca e auséncia de nanoparticulas de goethita. 2015. 78 f.
Dissertagdo (Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias Biologicas — Area de Concentragio:
Biodiversidade) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana.

RESUMO

As nanoparticulas de o6xido de ferro trazem importantes perspectivas na remediacio
ambiental, pois devido a sua grande area superficial, elas podem adsorver uma ampla
variedade de contaminantes, dentre eles o glifosato. Atualmente os herbicidas a base de
glifosato, como o Roundup®, representam os agrotoxicos mais utilizados no Brasil ¢ no
mundo, e devido a sua intensa utilizagdo, esse herbicida tem grande potencial para contaminar
os corpos d’agua. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade do
glifosato e do produto formulado Roundup® para a linhagem celular de hepatécitos de Danio
rerio (ZFL), na presencga ¢ auséncia de nanoparticulas (NPs) de goethita, por meio de ensaios
citotoxicos, bioquimicos e genotoxicos. Para tanto, as células ZFL foram expostas por 1, 6 e 12
h aos seguintes tratamentos: 1, 10 e 100 mg L' de nanoparticulas de goethita (N; Njo; Njoo);
10 mg L' de Roundup”® (RD), 3,6 mg L' de Glifosato (Gli) e co-exposi¢des de Roundup”
(RD Nj; RD Njp; RD Njgg) e glifosato (Gli N;j; Gli Njo; Gli Njg9) na presenga de NPs de
goethita ou apenas a salina (CTR). Foram realizados ensaios de citotoxicidade, pelo teste de
exclusdo do azul de Tripan (AT), de redu¢ao do MTT (MTT) e de incorporagao do vermelho
neutro (VN), ensaios para avaliar a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
capacidade antioxidante total (CAOT) e o ensaio do cometa, para avaliar a ocorréncia de
danos no DNA. No meio experimental N, tanto isolado quanto em associagdo com o RD e
Gli, ocorreu a formagdo de aglomerados que provocaram alteragdes na morfologia das células
e comprometeram a adesdo celular. Apesar disso, os resultados indicaram viabilidade celular
superior a 90%, através do teste AT. O teste do MTT mostrou reducdo do metabolismo
mitocondrial das células ZFL ap6s 6 h de exposi¢do aos meios N; € Njp e a todos os meios
contendo RD, enquanto o teste do VN indicou reducdo da atividade lisossomal das células
expostas, por 6 h, aos meios Nj, Njp e RD Ny, e aumento desta atividade nas células expostas
a todos os meios contendo NPs, por 1 h, e ao meio Njg por 6 h. Verificou-se aumento na
producdo de ERO apenas nas células ZFL expostas ao meio RD N por 6 h, e aumento da
CAOT nas células expostas por 1 h aos meios RD Nj, RD Njo ¢ Gli Nyjg. O teste do cometa
mostrou resultados mais expressivos, que indicaram aumento de danos no DNA das células
ZFL expostas aos meios Nj e Njg por 1 h e Ny e Ny por 6 h, a todos os meios contendo RD
por 1 h, aos meios RD e RD Njgy por 6 h e aos meios RD N;, RD Njp e RD Ny por 12 h.
Estes resultados mostram que o glifosato ndo causa efeitos toxicos para a linhagem ZFL e
tampouco sua associagdo com as diferentes concentragdes de NPs de goethita. Entretanto, foi
verificado que o produto formulado promove efeitos citotoxicos e genotoxicos nas células
ZFL, que ndo sdo revertidos na presenca de goethita e que a presenca das NPs intensifica a
citotoxicidade e a genotoxicidade desta associacdo, inclusive para o maior tempo de
exposicdo. Assim, este trabalho contribui para o conhecimento dos efeitos toxicos gerados por
nanoparticulas de o6xido de ferro e, segundo o modelo in vitro, sugere que sua utilizagdo em
programas de remediacdo ambiental deve ser feita com cautela.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Estresse oxidativo. Genotoxicidade. Nanotoxicologia. Oxido
de ferro. Testes in vitro.



DA SILVA, N. D. G. Toxicity of glyphosate and Roundup® in ZFL cell line, in the
presence and absence of goethite nanoparticles. 2015. 78 p. Dissertation (Master Degree in
Biological Science) — State University of Londrina, Londrina, Parana.

ABSTRACT

The iron oxide nanoparticles bring significant benefits in environmental remediation, because
due to its large surface area, they can adsorb a wide variety of contaminants, including
glyphosate. Currently, the glyphosate-based herbicides, as Roundup®, representing the
pesticides most commonly used in Brazil and in the world, and because of its intensive use,
this herbicide has great potential to contaminate water bodies. In this context, the aim of this
study was to evaluate the toxicity of glyphosate and formulated product Roundup® in the
hepatocyte cell line of Danio rerio (ZFL), in the presence and absence of goethite
nanoparticles (NPs) through cytotoxic, biochemical and genotoxic assays. Therefore, the ZFL
cells were exposed for 1, 6 and 12 h to the following treatments: 1, 10 and 100 mg L’
goethite nanoparticles (N1, Ny, Nigo); 10 mg L™ Roundup® (RD), 3.6 mg L™ Glyphosate
(Gly) and co-exposure of Roundup® (RD Nj, Njp RD, RD Nj¢) and glyphosate (Gly N;, Gly
Nio; Gly Nigo) in the presence of goethite NPs or saline only (CTR). Cytotoxicity assays were
performed by exclusion method Trypan blue (TB), MTT reduction (MTT) and incorporation
of neutral red (VN), assays to evaluate their generation of reactive oxygen species (ROS) and
total antioxidant capacity (CAOT) and the comet assay to assess the damage to the DNA. In
Nigo experimental medium, either alone or in association with RD and Gly, has occurred
formation of clusters that caused changes in cell morphology and committed the cell
adhesion. Despite this, the results showed cell viability greater than 90%, by test AT. The
MTT test showed a reduction on ZFL mitochondrial metabolism after 6 h of exposure to N;
and Nj;p medium and all medium containing RD, while the VN test showed a reduction on
ZFL lysosomal activity exposed for 6 h, to the N, N;p and RD N;¢ medium, and increase this
activity in exposed to all medium containing NPs, for 1 h, and to the Ny for 6 h. An increase
in ZFL ROS generation only exposed to the medium RD Ny for 6 h and CAOT increased in
cells exposed for 1 h to medium RD N1, RD Ny and Gly Njo. The comet assay showed more
significant results, which indicated an increase on ZFL DNA damage exposed to N; and Njg
medium for 1 h and N and Ny for 6 h, to all medium containing RD for 1 h, to RD and RD
Nigo medium for 6 h and to medium RD N;, RD Njg and RD Njgo for 12 h. These results
demonstrate that glyphosate causes no toxic effects on ZFL neither its association with
different concentrations of goethite NPs. However, it was found that the formulated product
promotes cytotoxic and genotoxic effects on ZFL, which are not reversed in the presence of
goethite and the presence of these NPs enhances the cytotoxicity and genotoxicity of this
association, including for the longer exposure time. This work contributes to the knowledge of
the toxic effects caused by iron oxide nanoparticles and, according to the in vitro model,
suggests that their use in environmental remediation programs must be done with caution.

Keywords: Cytotoxicity. Genotoxicity. In vitro assays. Iron oxide. Nanotoxicology. Oxidative
stress.
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1.INTRODUCAO GERAL

O uso de agrotoxicos cresce a cada ano. Estudos apontam que nos ultimos dez anos, o
mercado mundial de agrotdxicos cresceu 93%, enquanto o mercado brasileiro destes produtos
cresceu 190% (ANVISA e UFPR, 2012). Dentre a variedade de agrotoxicos, os herbicidas sao
o grupo mais utilizado em todo mundo, visto a sua eficacia contra plantas invasoras (Queiroz
etal., 2011; IBAMA, 2013).

Atualmente, merecem destaque os herbicidas que apresentam como ingrediente ativo o
glifosato, o qual ocupa o primeiro lugar no ranking de comercializagdo de herbicidas no
Brasil, sendo os estados do Mato Grosso ¢ Parana os maiores consumidores deste ingrediente
ativo (IBAMA, 2013). O glifosato foi originalmente sintetizado em 1950, mas apenas em
1971 sua propriedade como herbicida foi descoberta (Toni et al., 2006; Yamada e Castro,
2007). O glifosato [N-(fosfonometil)glicina], C3HsNOsP, é pds-emergente e ndo seletivo
(Amarante et al., 2002; Coutinho ¢ Mazo, 2005), muito utilizado em diversas culturas, como
soja, trigo, milho, algodao, feijao e arroz (Queiroz et al., 2011). Em sua estrutura (Fig. 1), o
glifosato apresenta trés grupos funcionais: amina, carboxil e fosfato e, em condicdes

ambientais, este composto € solivel em agua e quase insoliivel em solventes organicos.

Figura 1 — Formula estrutural do glifosato

I I

HO—C—CH,—N—CH; —P— OH

H OH

Williams et al., 2000.

Na planta, uma vez absorvido, o glifosato inibe a agdo da enzima S5-enolpiruvil-
chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs), a qual ¢ de fundamental importancia para a sintese de
aminoacidos aromaticos como a fenilanina, a tirosina e o triptofano (Jaworski, 1972;
Zablotowicz e Reddy, 2004). Esses aminoacidos sdo essenciais para a sintese protéica e
servem de substrato para a producdo de compostos secundarios, os quais podem ser afetados
quando a planta ¢ atingida pelo glifosato (Yamada e Castro, 2007). Devido a sua eficacia, este
herbicida vem sendo amplamente utilizado no controle de plantas invasoras, tanto na
agricultura quanto para o uso doméstico (Solomon e Thompson, 2003). Nos animais como

mamiferos, peixes, aves, répteis e insetos sua toxicidade ¢ baixa (EPA, 1993; WHO, 1994;
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EC, 2002), visto que essa via bioquimica ndo ocorre; no entanto, alguns autores sugerem uma
maior toxicidade dos produtos formulados a base de glifosato como, por exemplo, o
Roundup® (Amarante et al., 2002; Tsui e Chu, 2003; Howe et al., 2004).

O Roundup® (Fig. 2) aparece como uma das formulacdes a base de glifosato mais
populares em todo o mundo e, além do glifosato como ingrediente ativo, apresenta o
surfactante polioxietileno amina (POEA), o qual parece estar relacionado com o aumento da
toxicidade do produto (Amarante et al., 2002; Tsui e Chu, 2003; Howe et al., 2004). Devido a
sua intensa utiliza¢do, este herbicida pode ser detectado em diferentes compartimentos
ambientais, levando a contaminagdo do solo, assim como das &aguas superficiais e
subterraneas, principalmente através de processos como escoamento superficial e lixiviagao
(Giesy et al., 2000). Queiroz et al. (2011) mostraram que o transporte de glifosato pela
lixiviagdo foi cerca de nove vezes superior ao transporte por escoamento superficial, quando
um solo agricola foi submetido a simulag¢do de chuva, demonstrando o risco do glifosato para

aguas subterraneas.

Figura 2 — Composi¢io do herbicida Roundup®  base de glifosato.

. MONSANTO

origina P
REGISTRADO NO MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA SOB N° 00898793
COMPOSICAOQ:
Sal de Isopropilamina de N - (fosfonometil) glicina ......... 480 g/L (48,0% miv)
Equivalente acido de N - (fosfonometil) glicina

(GLIFOSATO)....occrrerrememerssssssssesssesossessnenee 360 QL (36,0% MAV)
Ingredientes INEMES ...........ccuereecrreereeereens e nensseeeesienneneoe: 684 /L (68,4% MAV)

BROU20/1206-00

Fonte: Bula Roundup®, Monsanto.

No Brasil, existem alguns estudos que reportam a presenga do glifosato em amostras de
aguas superficiais, porém as concentragdes encontradas sao bem variadas. No estado do Rio
Grande do Sul, o glifosato foi detectado em 46,7% das amostras de dgua analisadas de um rio,
e a maioria destas amostras apresentava concentracdes de 20 a 30 pg L' (Silva et al., 2003).
No estado de Sdao Paulo, amostras de dguas superficiais da bacia do Rio Corumbatai foram
avaliadas quanto a concentracdo de glifosato, porém este composto ndo foi detectado em
niveis quantificaveis, ocorrendo em concentragdes inferiores a 1 pg L™ (Armas et al., 2007).

De acordo com a resolu¢do n° 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA,
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2005), a qual estabelece as diretrizes ambientais para o enquadramento dos corpos de agua
superficiais, o limite maximo de glifosato para 4guas doces destinadas ao abastecimento para
consumo humano, apds tratamento convencional e a prote¢do das comunidades aquaticas,
recreagdo de contato primario (natacdo, esqui aquatico e mergulho), irrigacdo (hortalicas,
parques, jardins, etc) e aquicultura e atividade de pesca (classes 1 e 2) é de 65 ug L™,
enquanto que para aguas doces destinadas ao abastecimento para consumo humano, apds
tratamento convencional ou avancado, a pesca amadora e dessedentacdo de animais (classes 3
e4)éde280 pg L.

Assim, apesar dos estudos de Silva et al. (2003) e Armas et al. (2007) indicarem a presenga
do glifosato nas amostras analisadas, as concentracdes encontradas foram menores do que o
padrdo regulamentado pelo CONAMA (2005). No entanto, diante do aumento no consumo de
herbicidas a base de glifosato no Brasil, cresce a preocupacao sobre os efeitos toxicos deste
composto sobre a satide humana e de outros organismos.

Os organismos aquaticos, como peixes e invertebrados, podem ser sensiveis a este
ingrediente ativo, bem como aos outros componentes de seu produto formulado, uma vez que
esses compostos podem se bioacumular ou se adsorver ao material em suspensdo e ser
ingerido por estes organismos (Amarante et al., 2002). Segundo Giesy et al. (2000), a meia
vida do glifosato em ambientes aquaticos varia de 7 a 14 dias, podendo ser considerado um
potencial contaminante nestes ambientes.

Assim, dado seu potencial de contaminagdo dos corpos d’agua, ¢ de suma importancia
avaliar os riscos ambientais do glifosato e do produto formulado Roundup®, a fim de prevenir
impactos prejudiciais em seres vivos.

De acordo com Costa et al. (2008), a sobrevivéncia do homem depende diretamente do
bem-estar de outras espécies e da disponibilidade de ar, 4gua, solo e alimentos limpos. Dessa
forma, ¢ importante buscar formas de amenizar a contaminagdo dos corpos hidricos e dos
organismos que dependem desses ecossistemas. Neste contexto, a nanotecnologia traz
importantes perspectivas na remediagdo de ambientes contaminados por residuos ou
substancias quimicas provenientes de atividades antropogénicas.

A expansdo da nanotecnologia resultou no desenvolvimento de uma gama de novos
materiais em escala nanométrica (Franchi et al.,, 2012). A nanotecnologia envolve
manipulacdo e aplicagdo de particulas e sistemas projetados com dimensdes extremamente
pequenas, da ordem de um a cem nandmetros (NRC, 2002; Quina, 2004; Biswas ¢ Wu, 2005;
Hoyt e Mason, 2008; Paschoalino et al., 2010). Em outras palavras, é a possibilidade de

manipular a matéria conscientemente, permitindo criar caracteristicas fisicas e quimicas
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unicas que englobam propriedades benéficas superando as de substancias tradicionais (Ferrari,
2005).

Por apresentarem uma grande area superficial, materiais em escala nanométrica podem
exibir um incremento em propriedades mecanicas, Opticas, magnéticas, cataliticas ou
quimicas, sendo sua utilizacdo benéfica para diversos setores como alimenticio, eletrénico,
farmacéutico, biotecnologico, cosmético, médico-hospitalar e agricola (Quina, 2004; Ferrari,
2005; Paschoalino et al., 2010). Assim, cada vez mais presente para fins comerciais, a
nanotecnologia tem recebido altos investimentos em pesquisa e desenvolvimento,
demonstrando o grande potencial desta tecnologia (Roco, 2003; Hoyt e Mason, 2008;
Paschoalino et al., 2010).

Além de abranger diversos setores da economia, a nanotecnologia oferece ainda grandes
perspectivas no que diz a respeito a preservacdo do meio ambiente (Biswas e Wu, 2005). O
uso de nanomateriais cataliticos, por exemplo, aumenta a eficacia de processos industriais
resultando em um aproveitamento eficiente das matérias primas e, portanto, diminuindo a
producdo de residuos indesejaveis (Quina, 2004).

Devido a sua grande éarea superficial, as nanoparticulas também podem ser excelentes
ferramentas para a remediacdo da poluicdo, uma vez que apresentam propriedades de
adsorcdo a metais e substancias organicas, como também podem auxiliar no tratamento de
efluentes industriais, de dgua e solos (Quina, 2004; Li et al., 2006; Paschoalino et al., 2010).
Ainda, ¢ possivel utilizar os nanomateriais para a detec¢do e monitoramento de poluentes
organicos e inorganicos no meio ambiente (Quina, 2004).

Dentre os diversos nanomateriais produzidos, grande ateng¢do tem sido dada as
nanoparticulas (NPs) de ferro por suas propriedades magnéticas, sua utilidade e aplicagdo no
tratamento das aguas por meio da remediagdo de poluentes e bactérias, e sua baixa toxicidade
em relagdo a outros nanomateriais (Kharisov et al., 2012). Pesquisas realizadas nas ultimas
duas décadas tém demonstrado a eficiéncia de nanomateriais de ferro para a remog¢ao de uma
grande variedade de contaminantes presentes na agua, como por exemplo, bactérias, produtos
organoclorados, corantes, contaminantes emergentes, metais, radionuclideos e virus (Li et al.,
2006; Kharisov et al., 2012). Estas NPs também estdo sendo usadas para eliminacao de certas
substancias inorganicas e organicas das adguas subterraneas, sedimentos e solos, isso porque
elas reagem de forma efetiva com uma escala ampla de contaminantes ambientais (Kharisov
etal., 2012; Liu et al., 2014).

Neste contexto, as NPs de ferro sdo consideradas como promissoras ferramentas

adsorventes para remover contaminantes de sistemas aquaticos poluidos, funcionando
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simultanecamente como um adsorvente € um agente redutor, causando uma quebra nos
contaminantes organicos em cadeias simples de carbonos que sdo menos toxicos (Kharisov et
al., 2012). Para o tratamento de residuos, alguns processos de adsor¢do tém utilizado a ferrita
e uma variedade de minerais ferrosos como a akaganeita, feroxihita, ferrihidrita, goethita,
hematita, lepidocrocita, maghemita ¢ magnetita (Tiwari et al., 2008), os quais apresentam
diferentes coloracdes, variando do amarelo ao marrom escuro (Fig. 3).

A goethita (a-FeOOH) ¢ o oxido de ferro mais estdvel termodinamicamente, apresenta
coloracdo amarelada (Fig. 3) e tem sido extensivamente pesquisada quanto a sua estrutura, sua
capacidade de adsorc¢do e seu potencial de aplicagdo na protecdo do meio ambiente (Cornell e
Schwertmann, 2003). Este mineral pode funcionar como adsorvente e/ou catalisador para os
contaminantes, especialmente para cations e substincias organicas, como o glifosato e,
geralmente, a adsor¢do dos compostos organicos pela goethita ocorre por ligagcdes idnicas

(Liu et al., 2014).

Figura 3 — Coloracdo dos diferentes tipos de 6xidos de ferro

Goethita Lepidocrocita Akaganeita
Hematita Magnetita Maghemita

Ferrihidrita Feroxihita Schwertmannita

(Modificado de Schwertmann e Cornell, 2000).

Alguns trabalhos reportam a grande capacidade da goethita para adsor¢do do glifosato que
resulta da formacdo de complexos na superficie da goethita, diretamente dependente do pH
(McConnell e Hossner, 1985; Sheals et al., 2002; Barja e dos Santos Afonso, 2005; Pessagno
et al., 2008). O glifosato forma predominantemente complexos monodentados na superficie
da goethita que estdo ligados através do grupo fosfato, enquanto que o grupo carboxil
permanece “livre” da complexagdo com a goethita (Fig. 4), ficando sujeito a degradacao e/ou
complexagdo com outros ions metalicos presentes no solo (Sheals et al., 2002).
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Figura 4 — Estequiometria e estrutura do complexo superficial glifosato-goethita baseado em
resultados de espectroscopia infravermelha e de raios-X

(Sheals et al., 2002).

Assim, tendo em vista o potencial de adsor¢ao da goethita, sua utilizacdo na remediagdo de
ambientes aquaticos impactados por contaminantes organicos se mostra uma alternativa
eficaz. No entanto, até o presente momento, ndo ha trabalhos avaliando respostas bioldgicas
frente a exposicao a essas NPs de ferro e, portanto, seus impactos toxicoldgicos permanecem
pouco compreendidos.

Neste cenario, a Ecotoxicologia Aquatica vem contribuindo na avaliacdo dos efeitos das
substancias quimicas sobre os organismos aquaticos, permitindo que seus possiveis efeitos
toxicos ou alteragdes sejam detectados com certa antecedéncia e em baixos niveis de
organizagdo bioldgica, possibilitando a identificacdo de problemas antes que o ambiente seja
afetado como um todo (Cajaraville et al., 2000; Jonsson e Castro, 2005; Costa et al., 2008).
Ainda, testes de toxicidade com organismos aquaticos possibilitam o desenvolvimento de
protocolos que auxiliam na defini¢do de limites de toxicidade permissiveis, os quais podem
servir de guia para as agéncias reguladoras na tomada de decisdes (Zagatto, 1998).

Para a avaliacdo da qualidade do ecossistema aquatico, diferentes biomarcadores sao
utilizados para sinalizar as mudangas associadas a presenca de contaminantes (Van Der Oost
et al., 2003). Um biomarcador eficiente deve apresentar boa sensibilidade, boa
reprodutibilidade, relativa especificidade e baixo custo de andlise (Freire et al., 2008). Ainda,
faz-se necessario o uso de mais de um biomarcador para a avaliagdo do ambiente aquatico,
uma vez que um unico indicador pode ndo refletir o real efeito do contaminante em questao

(Freire et al., 2008).
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Biomarcadores baseados em respostas ao nivel molecular ou celular indicam os primeiros
sinais de perturbagdo ambiental (Cajaraville et al., 2000; Fontainhas-Fernandes, 2005; Nigro
et al., 2006). Portanto, esses biomarcadores podem ser usados de maneira a antecipar
possiveis mudangas nos niveis mais altos de organizacdo bioldgica, tornando uma ferramenta
sensivel e importante em programas de monitoramento e prote¢do ambiental (Monserrat et al.,
2003; Jesus e Carvalho, 2008).

Além disso, os biomarcadores celulares podem fornecer informagdes importantes sobre os
mecanismos especificos de acdo dos contaminantes associados a sua citotoxicidade (Bols et
al., 2005). A necessidade de testes de citotoxicidade de confianca levou ao desenvolvimento
de varios ensaios que sdo rotineiramente utilizados para detectar efeitos citotéxicos em
sistemas in vitro (Bopp e Lettieri, 2008).

O método de exclusdo pelo azul de Tripan consiste na incorporagdo deste corante por
células que apresentam um comprometimento da membrana celular. Em contrapartida, células
vidveis, cuja membrana esta integra, bloqueiam a entrada do corante. Desta forma, células
inviaveis coram-se de azul e as viaveis ficam transparentes. E importante ressaltar que essa
metodologia detecta células invidveis que possuem danos na membrana celular, mas pode nao
detectar células invidveis cujos danos afetam a adesdo celular ou que podem progredir para a
morte celular (McAteer e Davis, 1994 apud Ribeiro et al., 2003).

Outro ensaio de citotoxicidade amplamente utilizado ¢ o método de redugdo do sal
brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Neste ensaio, o MTT ¢
reduzido a cristais de formazana por células vidveis, pela acdo da succinato desidrogenase
mitocondrial — enzima presente na membrana interna das mitocondrias (Mosmann, 1983). O
produto formado, de cor purpura, ¢ insoliivel em dgua e pode ser extraido das células através
da adi¢do de um solvente apropriado: o dimetil sulféxido ou DMSO. Assim, qualquer
alteracdo no metabolismo mitocondrial podera promover um aumento ou uma diminui¢ao na
reduc¢do do sal de MTT, o qual ¢ quantificado espectrofotometricamente (Bols et al., 2005).

Ainda, a citotoxicidade de substincias quimicas pode ser avaliada por meio do ensaio do
Vermelho Neutro (VN), que se baseia na incorporagdo do corante (VN) pelos lisossomos de
células viaveis, depois de sua incubagdo com compostos toxicos quimicos. O corante, que €
fracamente catidnico, penetra nas membranas das células por difusdo ndo idnica e se liga
intracelularmente na matriz dos lisossomos (Repetto et al., 2008). Apenas os lisossomos de
células sauddveis conseguem reter o vermelho neutro e em células em que a integridade da
membrana lisossomal foi prejudicada, por exemplo, por exposi¢ao a substincias quimicas, a

retencdo do corante vermelho neutro nao acontece (Svendsen et al., 2004).
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Por sua vez, os biomarcadores bioquimicos sdo importantes porque envolvem as enzimas
responsaveis pela detoxificacdo de xenobidticos e de seus metabolitos, as de defesa
antioxidante e os marcadores de danos oxidativos (Zagatto, 2006). As espécies reativas de
oxigénio (ERO) sdo moléculas eletricamente instaveis, como o anion radical superdxido (O,
"), radical hidroxil (*OH) e perdxido de hidrogénio (H,0;), sendo potencialmente reativas com
todo o tipo de biomoléculas (Manduzio et al., 2005; Lushchak, 2011). Para prevenir e impedir
prejuizos causados pelas ERO, organismos aerobicos apresentam mecanismos de defesa
antioxidante (Martinez, 2006; Modesto e Martinez, 2010a; Cavalcante et al., 2014). Quando o
sistema de defesa antioxidante ¢ insuficiente no combate as ERO, institui-se um desequilibrio
pro-oxidante, também denominado estresse oxidativo, podendo resultar em danos teciduais e
celulares, como a degradacdo de proteinas, lipidios de membrana e danos ao genoma
(Monserrat et al., 2007; Lushchak, 2011).

Por fim, os biomarcadores genéticos detectam compostos com potencial de causar danos
no DNA dos organismos. Essas substancias podem agir diretamente, através de rupturas na
cadeia de DNA, modificacdes nos nucleotideos, produzir aberracdes cromossdmicas e
mutagdes de ponto, alterando a estrutura do DNA (Frenzilli et al., 2004). Os recentes avangos
na genética toxicoldgica resultaram em uma variedade de metodologias que podem ser usadas
para avaliar o impacto de agentes potencialmente genotdxicos aos organismos (Lyons et al.,
1997; Bickham et al., 2000; Jha, 2004). Dentre elas pode-se citar o ensaio do cometa: a versao
mais empregada deste ensaio ¢ a versdo alcalina, na qual se realiza a eletroforese em pH
maior que 13,0, desnaturando o DNA, e podendo detectar quebras de fitas simples e duplas,
sitios alcali-labeis, sitios de reparo por excisdo incompletos e as ligagdes cruzadas (Singh et
al., 1988; Tice et al., 2000). Esta versao ¢ a mais abrangente, pois além de detectar os danos
diretos torna possivel a avaliacdo de danos indiretos, como lesdes por metilagdo e adutos, os
quais sendo alcali-labeis expressam-se com quebras simples frente ao tratamento alcalino
(Tice et al., 2000). Como vantagens de sua utilizacao, o ensaio do cometa apresenta uma alta
sensibilidade para detec¢do de danos no DNA, necessita de um nimero pequeno de células
por amostra, ¢ de baixo custo e facil aplicacdo (Tice et al., 2000).

Ainda, na perspectiva da contaminacdo aquatica, o uso de organismos biomonitores ¢
extremamente importante, pois a sua utilizacdo ¢ capaz de indicar os primeiros sinais de
estresse ambiental causado por contaminantes (Adams, 2002). Dessa maneira, para a
realizacdo dos testes de toxicidade, os peixes sdo largamente usados como modelos
bioldgicos, uma vez que avaliando a saude destes, podemos avaliar a saude do ambiente

aquatico, assim como o potencial risco para os seres humanos (Bols et al., 2005).
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Um exemplo de organismo aquatico muito utilizado em estudos ecotoxicoldgicos ¢ o
peixe-paulistinha ou zebrafish, Danio rerio (Hamilton, 1822) (Bopp et al., 2006; Sandrini et
al., 2009). Esse peixe ¢ utilizado tanto em experimentos in Vivo quanto in Vvitro, com o
desenvolvimento de linhagens de cultura celular de diferentes tecidos, como figado e gonadas
(Bopp et al., 2006; Bopp e Lettieri, 2007; Fent, 2007). At¢é o momento, sdo disponiveis
comercialmente seis linhagens celulares de Danio rerio: ZF4, PAC2 e ZEM2, de origem
embrionaria; AB.9 e SJD.1, de fibroblastos obtidos a partir da nadadeira caudal; e ZFL,
obtido a partir de um pool de 10 figados do peixe zebrafish adultos (Ruyra et al., 2015).

Na tltima década, estudos in vitro tiveram um crescimento importante na Toxicologia. Isso
porque sistemas in Vitro fornecem informagdes basicas sobre a natureza dos agentes testados
e/ou da resposta celular, além de apresentarem vantagens em relagdo aos estudos in vivo
(Fent, 2007; Binelli et al., 2009). Dentre essas vantagens podemos citar a facilidade, boa
reprodutibilidade na obtencdo de resultados e redu¢do no numero de animais para
experimentacdo ou até mesmo a substituicdo destes (Bols et al., 2005; Fent, 2007).
Adicionalmente, os estudos in vitro fornecem melhor entendimento sobre os mecanismos de
acdo das diversas substancias testadas em nivel molecular e celular, uma vez que com o uso
das linhagens celulares as condi¢des podem ser controladas e isoladas de multiplos sistemas
fisiologicos, os quais integram e regulam animais inteiros (Castafio et al., 2003).

No entanto, a limitagdo de se trabalhar com linhagens celulares de peixes reside na sua
menor sensibilidade em relacdo ao peixe utilizado em ensaios in vivo, dificultando a
extrapola¢do direta dos resultados obtidos in vitro para o modelo in vivo, bem como a
determinagdo de niveis ambientalmente seguros dos produtos quimicos (Davila et al., 1998;
Castaio et al., 2003). Apesar desta limitagdo, o uso de linhagens celulares de peixe ¢ bastante
promissor e desempenha um papel importante na pesquisa toxicologica, servindo de modelo

para estudar os mecanismos celulares de toxicidade de diferentes contaminantes ambientais.
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2.0BJETIVOS
1.1 OBIJETIVO GERAL

Conhecer os efeitos citotoxicos, bioquimicos e genotoxicos das nanoparticulas (NPs) de
goethita, do glifosato e do produto formulado Roundup® para a linhagem celular de
hepatocitos de Danio rerio (ZFL) e avaliar a interferéncia do nanomaterial nos efeitos destes

herbicidas.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a viabilidade celular, a producao de espécies reativas de oxigénio, a capacidade
antioxidante total e a ocorréncia de danos no DNA nas células ZFL expostas a diferentes
concentragdes de NPs de goethita;

e Avaliar os mesmos parametros citotoxicos, bioquimicos e genotdxicos nas cé¢lulas ZFL
expostas ao glifosato ¢ ao Roundup®, na presenca e auséncia de NPs de goethita;

e Comparar os efeitos produzidos pelo glifosato e pelo produto formulado Roundup® nas
células ZFL;

e Verificar se esses efeitos s2o modificados na presenga de NPs de goethita.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. MODELO EXPERIMENTAL IN VITRO

A linhagem celular ZFL utilizada nesse estudo foi adquirida do Banco de Células do Rio
de Janeiro (UFRJ). Esta linhagem celular foi criada em 1992, a partir de um pool de cerca de
10 figados do peixe Danio rerio (zebrafish) adultos, e exibem algumas propriedades
caracteristicas de células do parénquima hepatico (Fig. 5).

A linhagem celular de hepatocitos (ZFL) foi cultivada em frascos de cultura celular de 25
cm’, nos quais foram adicionados 5 mL de meio de cultura, composto por 50% de meio
Leibovitz L-15 (Gibco®™), 40% de meio RPMI 1640 (Gibco®™) e 10% de soro bovino fetal
(SBF) (Gibco™). Os frascos foram mantidos em estufa sem adigio de CO, a 28°C.

Como essa linhagem apresenta um ciclo celular de 72 h, as células foram verificadas
diariamente quanto a morfologia celular e presenca/auséncia de contaminagao, com troca de
meio de cultura a cada 2 dias. As células foram cultivadas em monocamadas nos frascos de
cultura e, quando essas comecgaram a se sobrepor, foi realizado o procedimento de repique
celular para manter boas condi¢des de proliferacdo. Para controle interno, cada repique celular
realizado foi considerado uma passagem ou uma nova geragao, de modo que todos os

experimentos utilizando ZFL neste trabalho apresentaram um intervalo de 3 a 15 passagens.

Figura 5 — Visualizagdo da linhagem celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL) em
microscopio invertido (Olyu). Aumento: 40x.
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3.2. PREPARO DAS SUBSTANCIAS TESTE

Nanoparticulas de goethita (NPs)
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As nanoparticulas de goethita foram fornecidas pelo Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Londrina. Para o seu preparo uma solu¢io de KOH (2,5 mol.L™) foi
misturada com Fe(NO3); (0,15 mol.L™) em recipiente plastico. A mistura foi agitada
vigorosamente até¢ sua completa homogeneizagao e, posteriormente, esta solucdo permaneceu
em estufa a 70°C por 60 h. O precipitado formado foi filtrado e disperso em HNO; (0,01
mol.L™") para lavagem do material. Esse procedimento foi repetido 5 vezes. Ao final das
lavagens com HNOs, o material foi lavado 3 vezes em agua ultra pura (Schwertmann e
Cornell, 2000). Apos essas etapas, o material foi disperso em agua ultra pura e sonicado para
posterior quantificacdo das NPs de goethita por peso seco (NPs = 3555 g L") e a
quantificacdo da concentracdo de ferro (Fe = 17,19 g L), em espectrofotdmetro de absor¢io
atomica (EAA — Analyst 700, Perkin Elmer®, EUA) pelo método de leitura em chama.
Posteriormente, essa solucao foi autoclavada (solugdo estoque).

Como ha caréncia de dados reportando efeitos referentes as nanoparticulas de goethita, a
escolha das concentragdes para o presente trabalho foi baseada em resultados encontrados na
literatura para NPs de diferentes o0xidos de ferro (Karlsson et al., 2008; Singh et al., 2010;
Bhattacharya et al., 2012). Dessa forma, foram escolhidas as concentragdes de 1, 10 e 100 mg
L' de NPs de goethita, visando avaliar o efeito geral das mesmas. A partir da solucio estoque
foram preparadas as solugdes de NPs nas concentragdes 10, 100 e 1000 mg L (Fig. 6),
diluidas em salina fosfatada Dulbecco (PBS Dulbecco: NaCl 136,9 mM; KCI 2,68 mM; CaCl,
0,9 mM; MgCl,.6H,0 0,49 mM; NaH,PO, 7,58 mM; KH,PO4 1,47 mM; glicose 5,55 mM; pH
7,4). No momento da exposi¢ao essas solugdes foram diluidas novamente em PBS Dulbecco
diretamente na placa de exposi¢do, atingindo as concentragdes desejadas de 1, 10 e 100 mg L~

! respectivamente.

Figura 6 — Solucdes de NPs diluidas em PBS Dulbecco nas concentragoes de 1000, 100 e 10
mg L'l, respectivamente.

l = ol --I "l

Fonte: a autora.
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Roundup® e Glifosato

Além das nanoparticulas de goethita, a linhagem celular ZFL foi exposta ao Roundup®
(Monsanto do Brasil Ltda) na concentragdo nominal de 10 mg L' e ao glifosato (Milenia
Agrociéncias S/A) na concentragio nominal de 3,6 mg L, a qual corresponde & quantidade
de sal de glifosato presente na formulagdo comercial do Roundup® (360 g de glifosato L™). A
escolha de tais concentracdes estd baseada nos variados trabalhos que o nosso laboratorio ja
desenvolveu com o peixe neotropical Prochilodus lineatus exposto a 1 ¢ 5 mg L™ de Roundup
Transorb” (Modesto ¢ Martinez, 2010a), a 10 mg L™ de Roundup® (Cavalcante et al., 2008;
Modesto e Martinez, 2010b) ¢ a 0,48 ¢ 2,40 mg L™ de glifosato (Moreno et al., 2014).

Foram preparadas solucdes estoques do Roundup® e do glifosato misturados com PBS
Dulbecco nas concentragdes de 100 ¢ 36 mg L respectivamente e, no momento da
exposicdo, essas solucdes foram diluidas novamente em PBS Dulbecco diretamente na placa

de exposicdo, atingindo as concentragdes desejadas de 10 e 3,6 mg L™, respectivamente.

3.3. PREPARO DAS CELULAS E EXPOSICOES

Para todos os ensaios de toxicidade realizados neste trabalho a linhagem celular ZFL foi
cultivada em frascos de cultura até que estes estivessem em monocamada. As células foram
soltas do frasco com tripsina (0,125%) e inativadas com o meio de cultura utilizado na
manuten¢do da linhagem. Em seguida, uma aliquota dessa suspensdo celular foi corada com
azul de Tripan (0,4%) para contagem do niimero de células vidveis em cdmara de Neubauer,
sendo apenas os quatro quadrantes externos da camara contabilizados. Apo6s a contagem, foi

aplicada a seguinte formula:

N* de células/mL = | Sema do ¢ de células vidvels contadas x fator de dilui¢io x 104
4

A partir do valor encontrado, foi possivel calcular o quanto de suspensdo celular era
necessario para se obter uma densidade de 10° células mL™"'. Dessa maneira, uma aliquota da
suspensdo celular foi misturada ao meio de cultura, em tubo conico de 50 mL e, apos
homogeneizar bem, uma aliquota dessa mistura foi adicionada em placa transparente de 96

pocos (TPP™) para os ensaios de citotoxicidade, em placa preta de 96 pogos (Perkin Elmer®™)
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para os ensaios bioquimicos ou em placa transparente de 24 pocos (TPP®) para o ensaio de
genotoxicidade.

Ap0ds 24 horas de adesdao em estufa a 28°C, o meio de cultura foi retirado e as células
foram lavadas com salina tamponada fosfatada, livre de céalcio e magnésio (PBS: NaCl 136,8
mM; KCI 2,7 mM; KH,PO4 0,9 mM; Na,HPO,4 8,13 mM; pH 7,4). Em seguida, o PBS foi
retirado e as células foram expostas por 1, 6 e 12 h aos seguintes tratamentos: 1, 10 ¢ 100 mg L™
de nanoparticulas de goethita (N;; Njo; Nigo); 10 mg L' de Roundup® (RD); 3,6 mg L' de
glifosato (Gli) e co-exposicdes de Roundup® (RD Nj; RD Njg; RD Njgp) e glifosato (Gli Ny;
Gli Njo; Gli Njg9) na presenca de NPs de goethita. As células do controle (CTR) foram
expostas apenas ao PBS Dulbecco. Vale ressaltar que a escolha do PBS Dulbecco para as
exposicdes foi determinada em testes preliminares. Para o ensaio de genotoxicidade, foi feito
um controle positivo (CP) utilizando-se metil metanosulfonato (MMS) na concentracao de 0,5
mM. Para cada ensaio foram montadas 4 placas independentes por tempo experimental, com
numero de réplicas varidvel, dependendo do ensaio. Com relagdo a exposicao apenas as NPs

foram montadas 8 placas para os ensaios de citotoxicidade.

3.4. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

Método de exclusdo com azul de Tripan (AT)

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica, foi realizado o método de exclusdo
com o azul de Tripan. Este método foi empregado previamente ao ensaio do cometa versao
alcalina e, portanto, os métodos de preparo e exposi¢ao da linhagem celular ZFL segue
conforme o ensaio de genotoxicidade. A linhagem ZFL foi cultivada em uma densidade de
10° células mL™' em placas transparentes de 24 pogos. As placas foram mantidas em estufa a
28°C por 24 h e, ap0s esse periodo de adesdo, as células foram lavadas com PBS e submetidas
aos diferentes tratamentos e tempos experimentais. Apesar de cada tratamento ter 2 réplicas
por placa, apenas uma réplica foi contabilizada para este teste. Apds o periodo de exposi¢do,
as solugdes foram retiradas com cuidado dos pogos e, em seguida, foram lavados com PBS.
Depois, foram adicionados 200 uL de tripsina para soltar as células do fundo da placa e, estas
foram inativadas com 600 pL de PBS com 10% de soro bovino fetal. O conteudo foi
homogeneizado e colocado em microtubos para centrifugacdo por 7 min a 275 ¢. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, deixando-se apenas 0,5 mL de solucdo, a qual
foi homogeneizada para ressuspender o pellet. Dessa forma, aliquotas de 50 pL da amostra

foram homogeneizadas com 50 pL do corante azul de Tripan (0,4%). A partir dessa mistura,
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uma aliquota de 10 pL de cada pogo foi colocada em camara de Neubauer para contagem total
de 100 células em microscopio optico (Zeiss®, Primo Star, Alemanha), diferenciando células
viaveis das invidveis. Os quadrantes que foram contabilizados tiveram uma ordem definida e
os resultados da viabilidade celular foram dados em porcentagem de células vidveis.

Método de reducdo do MTT (MTT)

Para avaliar a viabilidade metabodlica mitocondrial foi realizado o método de reducao do
sal brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT), segundo o protocolo de
Mosmann (1983) com algumas alteragdes. Para tanto, a linhagem ZFL foi cultivada em uma
densidade de 10° células mL™ em placas transparentes de 96 pocos. As placas foram mantidas
em estufa a 28°C por 24 h e, ap0s esse periodo de adesdo, as células foram lavadas com PBS
e submetidas aos diferentes tratamentos e tempos experimentais, sendo que cada tratamento
continha 10 réplicas por placa. Apos o periodo de exposi¢do, as solugdes foram retiradas com
cuidado dos pogos e, em seguida, foram lavadas com PBS. Posteriormente, foram adicionados
100 pL do sal de MTT (0,80 mM) misturado com PBS Dulbecco por um periodo de 4 h. Apos
esse periodo, a placa foi centrifugada em 200 g por 5 min. Em seguida, a solucdo de MTT foi
retirada e foram adicionados 200 uL. de DMSO para a solubilizagdo dos cristais de formazana.
Posteriormente a homogeneizagdo, a absorbancia correspondente a cada amostra foi
determinada em leitor de microplaca (Victor 3, Perkin Elmer”) a 540 nm. A absorbancia
obtida para as células do CTR foi considerada como 100% de viabilidade metabdlica (VM). A
VM dos diferentes tratamentos foi determinada pela seguinte formula: VM, = [(Absa —
Absg;) / (Absctr — Abspy)] x 100, onde: VM,: viabilidade metabdlica da amostra; Absa:
absorbancia da amostra; Absg;: absorbancia do Branco; Absctr: absorbancia do Controle.

Método do Vermelho Neutro (VN)

Para avaliar a viabilidade lisossomal, a linhagem ZFL foi cultivada em uma densidade de
10° células mL"'em placas transparentes de 96 pocos. As placas foram mantidas em estufa a
28°C por 24 h e, apds esse periodo de adesdo, as células foram lavadas com PBS e submetidas
aos diferentes tratamentos e tempos experimentais, sendo que cada tratamento continha 10
réplicas por placa. Apds o periodo de exposi¢do, as solugdes foram retiradas com cuidado dos
pogos e, em seguida, foram lavadas com PBS. Posteriormente, foram adicionados 100 uL do
corante VN (40 pg.mL™) dissolvido em PBS Dulbecco, por um periodo de 3 h. Apds esse
periodo, a placa foi centrifugada em 200 g por 5 minutos. Em seguida, a solu¢do do VN foi
retirada e foram adicionados 200 pL da solucdo de formaldeido (0,5%) em cloreto de calcio
(1%), para fixacao do corante, por 2 min. Em seguida, foram adicionados 200 pL da solug¢ao

de alcool 4cido (1% de acido acético em 50% de 4lcool etilico) e a placa permaneceu em
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agitacdo constante por 15 min. Posteriormente a homogeneizacdo, a absorbancia
correspondente a cada amostra foi determinada em leitor de microplaca (Victor 3, Perkin
Elmer®) a 540 nm. A absorbéancia obtida para as células do CTR foi considerada como 100%
de viabilidade lisossomal (VL) e a VL dos diferentes tratamentos foi determinada pela mesma

formula utilizada pelo método de redugdo do MTT.

3.5. ENSAIOS BIOQUIMICOS - GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO) E

DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAOT)

Para avaliar estes biomarcadores foi utilizado o protocolo de Amado et al. (2009) com
modifica¢des. Dessa forma, as células foram cultivadas em uma densidade de 10° células mL
"em placas pretas de 96 pogos. As placas foram mantidas em estufa a 28°C por 24 horas e,
apods esse periodo de adesdo, as células foram lavadas com PBS e submetidas aos diferentes
tratamentos e tempos experimentais. Apoés o periodo de exposi¢dao, as solugdes foram
retiradas com cuidado dos pocos e, em seguida, foram lavadas com PBS. Em seguida, foi
adicionado meio de reacdo (HEPES 30 mM; KCI 200 mM; MgCl, 1 mM, pH 7,2) em todos
os pogos. Para cada tratamento experimental foram realizadas seis repeti¢des por placa, sendo
trés pogos tratados com tampdo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,4) e, os outros trés,
receberam substancia geradora de radicais peroxil, 2,2°- azobis (2 metilpropinamida)
dihidroclorido (ABAP: 10 mM, pH 7,2). Em seguida, foi feita a leitura da autofluorescéncia
em leitor de microplaca (Victor 3, Perkin Elmer™) e com esse procedimento, foi obtida a
fluorescéncia espontanea de cada amostra. Feito isso, adicionou-se a todos os pogos o
composto 2°,7 -diclorofluoresceina diacetato (H,DCF-DA 1mM) e uma nova leitura foi
realizada a 35°C, por 70 min com leituras a cada 5 min, excitacdo de 485 nm e emissao de
520 nm (Costa et al., 2012). A esta temperatura, o0 ABAP ¢ degradado e libera nas células
grande quantidade de radicais peroxil. Ocorre também a clivagem do H,DCF-DA pelas
esterases presentes nas amostras, liberando o H,DCF. Este ultimo reage com ERO, liberando
diclorofluoresceina (DCF), um composto fluorescente (Amado et al., 2009). Sendo assim,
quanto maior a quantidade de ERO, maior a fluorescéncia da amostra. Para o célculo da
quantidade de ERO e da CAOT, foi feito o ajuste dos dados de fluorescéncia para uma fungao
polinomial de segunda ordem e calculado o valor da integral. Para a quantificacdo de ERO,
foram analisados os valores das integrais das amostras tratadas apenas com tampao fosfato de
potassio. Ja para avaliagdo da CAOT, foi feita a diferenca dos valores de area das amostras

tratadas e ndo tratadas com ABAP segundo a féormula:
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5 . ( Areapgap — Areasgym agar)
Area relativa =

Areasey asap

Assim, quanto maior a diferenga entre as areas, menor a CAOT, visto que altos valores de
fluorescéncia indicam maior quantidade de ERO e menor capacidade de neutralizagao destes
compostos. Para facilitar a visualizacdo dos resultados, os dados de CAOT apresentados neste

trabalho foram invertidos, ou seja, estdo apresentados como 1/4rea relativa.

3.6. ENSAIO DE GENOTOXICIDADE - ENSAIO DO COMETA VERSAO ALCALINA

Para a avaliacdo dos danos no DNA a linhagem ZFL foi cultivada em uma densidade de
10° células mL™" em placas transparentes de 24 pogos. As placas foram mantidas em estufa a
28°C por 24 h e, ap0s esse periodo de adesdo, as células foram lavadas com PBS e submetidas
aos diferentes tratamentos e tempos experimentais, sendo que para cada tratamento havia 2
réplicas por placa. Apos o periodo de exposicao, as solugdes foram retiradas com cuidado dos
pocos e, em seguida, foram lavados com PBS. Depois, foram adicionados 200 pL de tripsina
para soltar as células do fundo da placa e, estas foram inativadas com 600 pL de PBS com
10% de soro bovino fetal. O contetido foi homogeneizado e colocado em microtubos para
centrifugacdo por 7 min a 275 ¢. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado,
deixando-se apenas 0,5 mL de solugdo, a qual foi homogeneizada para ressuspender o pellet e
usada na confeccdo das laminas do Ensaio do Cometa, seguindo o protocolo descrito por
Singh et al. (1988), com algumas modificagdes.

O ensaio do cometa versao alcalina estabelece que as células utilizadas devam apresentar
viabilidade celular maior ou igual a 80% (Tice et al., 2000). Para tanto, a viabilidade das
células foi verificada previamente pelo teste de exclusdo com azul de Tripan (0,4%) para os
diferentes tratamentos testados como descrito no item 3.4. Dessa forma, aliquotas de 20 pL de
solucdo de cada amostra foram homogeneizadas com 120 pL de agarose de baixo ponto de
fusdao 5% (acondicionada em banho-maria a 37°C) para a preparacdo de duas ldminas por
pogo. Esta aliquota foi colocada em uma lamina previamente preparada com agarose de ponto
de fusdo normal (1,5%) e, em seguida, coberta por uma laminula. As laminas foram levadas a
geladeira por 40 min para solidificagdo da agarose e, apés esse periodo, as laminulas foram
retiradas e as laminas colocadas em uma cuba de vidro contendo solucdo de lise (NaCl 2,5

mM; EDTA 100 mM; Tris 10 mM, pH 10; Triton X-100 a 1%; DMSO a 10%), onde foram
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mantidas por 2 h. Passado o tempo de lise, as laminas foram transferidas para cuba de
eletroforese, a qual continha tampao alcalino gelado e recém preparado (EDTA 1 mM e
NaOH 300 mM, pH > 13), permanecendo neste procedimento por 35 min para a
desespiralizagdo do DNA e exposicdo dos sitios alcali-labeis. Em seguida, a eletroforese foi
conduzida a 25 V e 300 mA por 20 min. Finalizada a eletroforese, as 1aminas foram colocadas
por 15 min em solu¢do de neutralizagao (Tris 0,4 M, pH 7,5), fixadas com etanol absoluto e
secas a temperatura ambiente. No momento da anélise, as 1aminas foram coradas com 50 pL
de solugdo de Gel Red (15 uL de Gel Red 10.000X em 5 mL de NaCl 1 M e 45 mL de 4gua
destilada - Biotium™). A analise foi feita em microscopio de fluorescéncia (Leica™, DM
2500), utilizando-se filtro de excitagao de 510-560 nm e filtro de barreira de 590 nm, em
aumento de 40X. Foram analisados 100 nucledides por lamina, em teste cego e, apesar das
laminas terem sido montadas em duplicata, apenas uma foi contabilizada. De acordo com
Kobayashi et al. (1995), os danos no DNA foram classificados visualmente, de acordo com a
migracao dos fragmentos de DNA em quatro classes (Fig. 7): classe 0 — nucledide sem cauda
com poucos fragmentos ao redor, classe 1 — cauda menor que o didmetro do ntcleo, classe 2 —
cauda com comprimento de 1 a 2 vezes o diametro do nticleo e classe 3 — cauda com
comprimento maior que duas vezes o didmetro do nucleo. O escore de dano para cada lamina
foi obtido multiplicando-se o nimero dos nucledides observados em cada classe analisada (A,

B, C e D) pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3) de acordo com a seguinte formula:

Escore de danosno DNA=(Ax0)+(Bx1)+(Cx2)+(Dx3)

Assim, o valor de escore para cada lamina pode variar de um valor minimo de 0 e um

maximo de 300.
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Figura 7 — Classificagdo dos nucledides de acordo com a migragdo dos fragmentos de DNA.
CLASSE 0 CLASSE1

CLASSE 2 CLASSE 3

Fonte: a autora.

3.7 QUANTIFICACAO DE FERRO E GLIFOSATO

Quantificacao de ferro

Ao final dos experimentos, as solugdes de exposicdo dos diferentes tratamentos foram
analisadas quanto a concentracao de ferro total e dissolvido. Para a analise de ferro total, as
solucdes foram fixadas com dacido nitrico (0,5% - FMaia) e para a dosagem de ferro
dissolvido, as solugdes foram filtradas (0,45 um) e fixadas (HNO;0,5% - FMaia). As amostras
foram congeladas (-20°C) at¢ o momento das andlises em espectrofotometro de absorcao

atdmica (EAA - Analyst 700, Perkin Elmer®, EUA) pelo método de leitura em chama.

Quantificacao de glifosato

Ao final dos experimentos, as solugdes de exposicio contendo glifosato ¢ Roundup® foram
analisadas quanto a concentragdo de glifosato através do método da ninidrina (Fig. 8). O
principio deste método se baseia na reacdo do glifosato com 5% (m/v) de ninidrina (2,2-
diidroxi-hidrindeno-1,3-diona) em presenga de 5% (m/v) de molibdato de s6dio (Na;MoQy4)
em meio aquoso neutro a 100 °C, com limite de detec¢do que varia entre 0,1 — 3,5 mg L' de
glifosato. Quando a ninidrina detecta grupos aminas livres, uma cor azul escura ou roxa,
conhecida como purpura de Ruhemann ¢ produzida podendo ser quantificada em

espectrofotometro a 570 nm (Bhaskara e Nagaraja, 2006).
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Figura 8 — Reacao do glifosato com ninidrina em presenga do molibdato de sodio

/”\/H HO OH NEIzMOO4
HO /\COOH

o}
Ninidrina Glifosato HO OH
-H0
‘ ‘ /~—COOH o /-—CDOH /-—COOH
L f’.«‘ \_ ,-;r L ',:,
PHOH P‘“OH P‘"OH
Cor roxa Il Corroxall Corroxa |

(Modificado de Bhaskara e Nagaraja, 2006).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para a analise estatistica cada placa utilizada nos experimentos foi considerada um N
amostral. Como o0s experimentos para cada tratamento foram realizados de forma
independente, os resultados para cada pardmetro analisado, nos diferentes tratamentos, foram
comparados com seus respectivos controles, para um mesmo tempo experimental da seguinte
forma: CTR x Nj x Njo X Njgo, CTR x RD x RD N; x RD Njp x RD Njp9, CTR x Gli x Gli N;
x Gli Njp x Gli Njgo, através da andlise de varidncia paramétrica (ANOVA) ou nao-
paramétrica (Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos dados de normalidade e
homogeneidade da varidncia. Quando necessario, as diferencas foram identificadas pelo teste
de comparagdes multiplas Student-Newman-Keuls (SNK). Foram considerados valores

significativos de P < 0,05 e os resultados foram expressos como média =+ erro padrao.
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RESUMO

As nanoparticulas de o6xido de ferro trazem importantes perspectivas na remediacao
ambiental, pois devido a sua grande 4rea superficial, elas podem adsorver uma ampla
variedade de contaminantes, como o glifosato. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a
toxicidade do glifosato e do produto formulado Roundup®” para a linhagem celular de
hepatocitos de Danio rerio (ZFL), na presenc¢a e auséncia de nanoparticulas (NPs) de goethita
através de ensaios citotoxicos, bioquimicos e genotoxicos. As células foram avaliadas quanto
a viabilidade da membrana plasmatica, mitocondrial e lisossomal pelo azul de Tripan, redugao
do MTT e vermelho neutro, respectivamente, enquanto que os danos genotoxicos foram
quantificados pelo ensaio do cometa. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
capacidade antioxidante total (CAOT) também foram determinadas. Os resultados indicaram
que as NPs isoladas foram citotoxicas e genotoxicas. Por sua vez, o Roundup® foi citotéxico e
genotoxico para as ZFL e sua associagdo com as NPs intensificaram os efeitos produzidos
pelo herbicida. Para o glifosato ndo foi observado efeito de toxicidade nos paradmetros
analisados e, quando em associacdo, uma possivel adsor¢cdo do glifosato pelas NPs pode ter
ocorrido, resultando em mudancga estrutural das NPs e diminuicdo dos seus efeitos para a

linhagem ZFL.

Palavras-chave: citotoxicidade; estresse oxidativo; genotoxicidade; nanotoxicologia; 6xido

de ferro; testes in vitro.
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O glifosato ¢ o herbicida mais utilizado atualmente no controle de plantas invasoras, tanto
na agricultura quanto para o uso doméstico. Apresentando carater ndo seletivo e, portanto,
com amplo espectro de acdo, o glifosato estd presente em muitas formulagdes de herbicidas,
como o Roundup® (Solomon e Thompson, 2003; Borggaard ¢ Gimsing, 2008; Tang et al.,
2015). Além do glifosato como ingrediente ativo, o Roundup® apresenta o surfactante
polioxietileno amina (POEA), o qual ¢ adicionado para aumentar a eficiéncia do produto
formulado (Tsui e Chu, 2003).

Devido sua ampla utilizagdo e por apresentar elevada solubilidade na dgua (Williams et al.,
2000; Tsui e Chu, 2003; Bhaskara e Nagaraja, 2006), a presenca do glifosato em ambientes
aquaticos ¢ cada vez mais comum (Silva et al., 2003; Armas et al., 2007; Peruzzo et al., 2008;
Gasnier et al., 2009), podendo facilmente atingir dguas superficiais e subterraneas através do
escoamento superficial e lixiviagdo (Giesy et al., 2000; Borggaard e Gimsing, 2008; Queiroz
et al., 2011). Ainda, o glifosato pode se bioacumular ou adsorver ao material em suspensao,
com tempo de permanéncia variando de 7 a 14 dias em ambientes aquaticos (Giesy et al.,
2000; Amarante et al., 2002; Silva et al., 2003).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, a toxicidade do glifosato ¢ baixa para
organismos nao-alvos (WHO, 1994). No entanto, estudos reportam o aumento da toxicidade
dos produtos formulados a base de glifosato relacionado a presenca de surfactantes em sua
composi¢io, como o POEA adicionado ao herbicida Roundup®™ (Amarante et al., 2002; Tsui e
Chu, 2003; Howe et al., 2004; Peixoto, 2005; Lushchak et al., 2009). Dessa maneira, cresce a
preocupacao sobre os efeitos toxicos deste composto sobre a saide humana e de organismos
aquaticos.

As nanoparticulas de o0xido de ferro trazem importantes perspectivas na remedia¢do de
ambientes contaminados por substincias organicas, devido sua alta reatividade (Kharisov et
al., 2012; O’Carroll et al., 2012; Tosco et al., 2014). Dentre os 6xidos de ferro mais utilizados,
a goethita (0-FeOOH) se destaca por ser mais estavel termodinamicamente (Cornell e
Schwertmann, 2003) e por apresentar grande capacidade de adsorc¢ao ao glifosato (Liu et al.,
2014), formando complexos monodentados na superficie da goethita ligados pelo grupo
fosfato (Sheals et al., 2002; Barja e dos Santos Afonso, 2005; Jonsson et al., 2008; Pessagno
et al., 2008).

Apesar de diversas pesquisas referentes a sua estrutura (Cornell e Schwertmann, 2003; Liu
et al., 2014), sua capacidade de adsor¢dao (Sheals et al., 2002; Barja e dos Santos Afonso,

2005; Jonsson et al., 2008; Pessagno et al., 2008) e seu potencial de aplicagao na protecao do
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meio ambiente (Liu et al., 2014), ha caréncia de trabalhos avaliando respostas biologicas
frente a exposi¢do a goethita e, portanto, seus impactos toxicoldgicos permanecem
desconhecidos, principalmente para organismos aquaticos.

Neste contexto, estudos em nivel celular sdo extremamente importantes porque fornecem
informagdes sobre os mecanismos de agdo dos agentes testados e/ou da resposta celular e, por
esse motivo, podem ser utilizados de forma preventiva (Castafio et al., 2003; Bols et al., 2005,
Fent, 2007). Desse modo, o desenvolvimento de modelos in Vitro teve um crescimento
importante nos ultimos anos e tem papel fundamental na pesquisa toxicologica, oferecendo
vantagens éticas, cientificas e economicas (Castafio et al., 2003).

No presente trabalho, utilizamos a linhagem celular de hepatocitos de Danio rerio
(“zebrafish”), um modelo que foi anteriormente empregado para estudar a toxicidade de
metais (Chan et al., 2006; Sandrini et al., 2009; Chen e Chan, 2011), nanoparticulas (Chen et
al., 2011; Christen et al., 2013) e produtos farmacéuticos (Bopp e Lettieri, 2008). A linhagem
celular ZFL, obtida por Ghosh et al. (1994), exibe algumas caracteristicas de células do
parénquima hepatico e tem sido utilizada, principalmente, para estudos toxicologicos e
ecotoxicologicos (Tang et al., 2013; Cavalcante et al., 2014) devido seu genoma amplamente
conhecido.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade do glifosato, do produto
formulado Roundup® e de nanoparticulas (NPs) de goethita para a linhagem celular de
hepatocitos Danio rerio (ZFL), por meio de ensaios citotoxicos, bioquimicos e genotdxicos, ¢
verificar se os efeitos produzidos pelos herbicidas sdo atenuados na presenga de NPs de

goethita.
4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1.Linhagem Celular ZFL
A linhagem celular de hepatdcitos de Danio rerio (ZFL) foi adquirida do Banco de Células

do Rio de Janeiro (UFRJ). A linhagem ZFL foi cultivada em frascos de cultura celular de 25

cm’, no qual foram adicionados meio de cultura completo contendo 50% de meio Leibovitz
L-15 (Gibco®), 40% de meio RPMI 1640 (Gibco™) e 10% de soro bovino fetal (SBF)

(Gibco®), mantidas em estufa sem adigdo de CO, a 28°C.

4.2.2.Substancias Teste
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Nanoparticulas de goethita (NPs): As nanoparticulas de goethita foram produzidas
segundo o protocolo descrito por Schwertmann e Cornell (2000) e fornecidas pelo
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Londrina. O material foi disperso em
agua ultra pura e sonicado e foi feita a quantificacdo das NPs de goethita por peso seco (NPs
= 3555 g L") e a quantificacio de ferro (Fe = 17,19 g L) correspondente, em
espectrofotdmetro de absor¢do atdmica (EAA — Analyst 700, Perkin Elmer®, EUA) pelo
método de leitura em chama. Posteriormente, essa solu¢do foi autoclavada. A partir da
solucdo inicial, foram preparadas solugdes de NPs nas concentracdes de 1, 10 ¢ 100 mg L™
diluidas em salina fosfatada Dulbecco (PBS Dulbecco: NaCl 136,9 mM; KCI 2,68 mM; CaCl,
0,9 mM; MgClL.6H,0 0,49 mM; NaH,PO, 7,58 mM; KH,PO4 1,47 mM; glicose 5,55 mM;
pH 7,4). As concentragdes de NPs de goethita utilizadas no presente trabalho (1, 10 e 100 mg
L") foram definidas com base em trabalhos desenvolvidos com NPs de diferentes oxidos de
ferro (Karlsson et al., 2008; Singh et al., 2010; Bhattacharya et al., 2012).

Roundup® e Glifosato: A linhagem celular ZFL foi exposta ao Roundup®™ (Monsanto do
Brasil Ltda) na concentragio nominal de 10 mg L™ ¢ ao glifosato (Milenia Agrociéncias S/A)
na concentragio nominal de 3,6 mg L™, a qual corresponde a quantidade de sal de glifosato
presente na formulacdo comercial do Roundup® (360 g de glifosato L™"). A escolha dessas
concentragdes reflete os trabalhos que o nosso laboratério ja desenvolveu com o peixe
neotropical Prochilodus lineatus expostos ao Roundup Transorb®, Roundup® e ao glifosato
(Cavalcante et al., 2008; Modesto ¢ Martinez, 2010a; Modesto ¢ Martinez, 2010b; Moreno et
al., 2014). Dessa forma, foram preparadas solucdes do Roundup® e do glifosato misturados

com PBS Dulbecco nas concentragdes de 10 e 3,6 mg L™, respectivamente.
4.2.3.Exposig¢des In Vitro

A linhagem celular ZFL foi cultivada em uma densidade de 10° células mL™ em placa
transparente de 96 pogos para os testes de citotoxicidade, em placa preta de 96 pogos (Perkin
Elmer™) para os testes bioquimicos e, por fim, em placa transparente de 24 pogos (TPP®) para
o teste de genotoxicidade. Apos 24 h de adesdo em estufa a 28°C, o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas com salina tamponada fosfatada livre de célcio e magnésio
(PBS: NaCl 136,8 mM; KCI 2,7 mM; KH,PO,4 0,9 mM; Na,HPO, 8,13 mM; pH 7,4). Em
seguida, o PBS foi retirado e as células foram expostas por 1, 6 ¢ 12 h aos seguintes tratamentos:

1, 10 ¢ 100 mg L' de nanoparticulas de goethita (N;; Njo; Nigo); 10 mg L™ de Roundup®
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(RD), 3,6 mg L™ de Glifosato (Gli) e co-exposi¢des de Roundup® (RD Ni; RD Njo; RD Njgo)
e glifosato (Gli Ny; Gli Njo; Gli Njg9) na presenga de NPs de goethita; ou apenas ao PBS
Dulbecco (CTR). Para o ensaio de genotoxicidade, também foi feito um controle positivo
(CP) utilizando 0,5 mM de metil metanosulfonato (MMS). Os experimentos para cada
tratamento (apenas NP, RD + NP e Gli + NP) foram realizados de forma independente, sendo
que para cada ensaio foram montadas quatro placas por tempo experimental e, dependendo do
ensaio, o numero de réplicas por tratamento foi variavel. Com relagdo a exposi¢do apenas as

NPs foram montadas oito placas para os ensaios de citotoxicidade.

4.2 4. Ensaios de Citotoxicidade

Método de exclusdo com azul de Tripan: Para avaliar a viabilidade da membrana
plasmatica foi realizado o método de exclusdo com o corante azul de Tripan (AT). Este
método foi empregado previamente ao ensaio do cometa versdo alcalina e, portanto, os
métodos de preparo e exposicdo da linhagem celular ZFL segue conforme o ensaio de
genotoxicidade. Para o ensaio do cometa cada tratamento continha duas réplicas por placa, no
entanto, para o AT apenas uma dessas réplicas foram contabilizadas. Dessa forma, aliquotas
de 50 uL da amostra foram homogeneizadas com 50 pL do corante azul de Tripan (0,4%). A
partir dessa mistura, uma aliquota de 10 pL de cada pogo foi colocada em camara de
Neubauer para contagem total de 100 células em microscopio Optico (Zeiss®, Primo Star,
Alemanha), diferenciando células vidveis das inviaveis. Os quadrantes que foram
contabilizados tiveram uma ordem definida e os resultados da viabilidade celular foram dados
em porcentagem de células vidveis.

Método de reducdo do MTT: Para avaliar a viabilidade metabolica mitocondrial foi
realizado o método de redugdo do sal brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio
(MTT), segundo o protocolo de Mosmann (1983), com algumas alteragdes. Para este ensaio
cada tratamento continha 10 réplicas por placa e, apos o periodo de exposi¢do, as solugdes
foram retiradas e os pogos foram lavados com PBS. Posteriormente, foram adicionados 100
uL do sal de MTT (0,80 mM) misturado com PBS Dulbecco por um periodo de 4 horas.
Terminada esta etapa, a placa foi centrifugada por 5 minutos a 200 g. Em seguida, a solugdo
de MTT foi retirada e foram adicionados 200 pL de DMSO para a solubilizagao dos cristais
de formazana. Posteriormente & homogeneizacdo, a absorbancia correspondente a cada
amostra foi determinada em leitor de microplaca (Victor 3, Perkin Elmer™) a 540 nm e a

absorbancia obtida para as células do CTR foi considerada como 100% de viabilidade
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metabolica (VM). Ainda, a VM dos diferentes tratamentos foi determinada pela seguinte
formula: VM, = [(Absy — Absg;) / (Abscrr — Absgy)] x 100, onde: VMjy: viabilidade
metabolica da amostra; Absa: absorbancia da amostra; Absg,: absorbancia do Branco; Absctr:
absorbancia do Controle.

Método do Vermelho Neutro (VN): Para avaliar a viabilidade lisossomal foi realizado o
método do vermelho neutro. Para este ensaio cada tratamento continha 10 réplicas por placa e,
apos o periodo de exposicdo, as solugdes foram retiradas e os pogos foram lavados com PBS.
Posteriormente, foram adicionados 100 pL do corante VN (40 pg.mL™") dissolvido em PBS
Dulbecco por um periodo de 3 horas. Terminada esta etapa, a placa foi centrifugada por 5
minutos a 200 g. Em seguida, a solu¢ao do VN foi retirada e foram adicionados 200 pL da
solugdo de formaldeido (0,5%) em cloreto de célcio (1%), para fixagcdo do corante por 2 min.
Em seguida, foram adicionados 200 puL da solucdo de 4lcool acido (1% de acido acético em
50% de alcool etilico), a qual permaneceu em agitagdao constante por 15 min. Posteriormente a
homogeneizagao, a absorbancia correspondente a cada amostra foi determinada em leitor de
microplaca (Victor 3, Perkin Elmer”™) a 540 nm. A absorbancia obtida para as células do CTR
foi considerada como 100% de viabilidade lisossomal (VL) e a VL dos diferentes tratamentos

foi determinada pela mesma formula utilizada pelo método de reducao do MTT.

4.2.5.Ensaios Bioquimicos

Geragdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e determinacdo da Capacidade
Antioxidante Total (CAOT): Para avaliar estes biomarcadores foi utilizado o protocolo de
Amado et al. (2009) com modificagdes. Apos o periodo de exposi¢do, as solugdes foram
retiradas e os pocgos foram lavados com PBS. Em seguida, foi adicionado meio de reacao
(HEPES 30 mM; KCI 200 mM; MgCl, 1 mM, pH 7,2) em todos os pocos. Para cada
tratamento experimental foram realizadas seis repeti¢des por placa, sendo trés pocos tratados
com tampdo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7.4) e, os outros trés, receberam substancia
geradora de radicais peroxil, 2,2"- azobis (2 metilpropinamida) dihidroclorido (ABAP: 10
mM, pH 7,2). Em seguida, foi feita a leitura da autofluorescéncia em leitor de microplaca
(Victor 3, Perkin Elmer”™) e com esse procedimento, foi obtida a fluorescéncia espontanea de
cada amostra. Feito isso, adicionou-se a todos os pogos o composto 2°,7 -diclorofluoresceina
diacetato (H,DCF-DA ImM) e uma nova leitura foi realizada a 35°C por 70 min com leituras
a cada 5 min, excitacdo de 485 nm e emissdo de 520 nm (Costa et al., 2012). Para o calculo da

quantidade de ERO e da CAOT, foi feito o ajuste dos dados de fluorescéncia para uma fungao



39

polinomial de segunda ordem e calculado o valor da integral. Para a quantificacao de ERO,
foram analisados os valores das integrais das amostras tratadas apenas com tampao fosfato de
potassio. Ja para avaliagdo da CAOT, foi feita a diferenca dos valores de area das amostras
tratadas e ndo tratadas com ABAP. Assim, quanto maior a diferenga entre as 4reas, menor a
CAQT, visto que altos valores de fluorescéncia indicam maior quantidade de ERO e menor
capacidade de neutralizagdao destes compostos. Para facilitar a visualizacao dos resultados, os

dados de CAOT apresentados neste trabalho foram invertidos, ou seja, 1/4rea relativa.

4.2.6.Ensaio de Genotoxicidade

Ensaio do cometa versdo alcalina: Para a avaliagdo dos danos no DNA foi realizado o
ensaio do cometa versdo alcalina conforme Singh et al. (1988) com algumas modificagdes.
Este ensaio estabelece que as células utilizadas devam apresentar viabilidade celular maior ou
igual a 80% (Tice et al., 2000). Para tanto, a viabilidade celular foi verificada pelo teste de
exclusdo com azul de Tripan (0,4%) para os diferentes tratamentos testados. Para este ensaio
cada tratamento continha 2 réplicas por placa. Dessa forma, aliquotas de 20 pL de solucdo de
cada amostra foram homogeneizadas com 120 uL de agarose de baixo ponto de fusdo 5%
(acondicionada em banho-maria a 37°C) para a preparagao de duas laminas por pogo. Esta
aliquota foi colocada em uma lamina previamente preparada com agarose de ponto de fusdo
normal (1,5%) e, em seguida, coberta por uma laminula. As laminas foram levadas a geladeira
por 40 minutos para solidificacio da agarose e, apos esse periodo, as laminulas foram
retiradas e as laminas colocadas em uma cuba de vidro contendo solucao de lise (NaCl 2,5
mM; EDTA 100 mM; Tris 10 mM, pH 10; Triton X-100 a 1%; DMSO a 10%) por 2 h. Apods
a lise, as laminas foram transferidas para cuba de eletroforese, a qual continha tampao
alcalino gelado e recém preparado (EDTA 1 mM e NaOH 300 mM, pH > 13), permanecendo
neste procedimento por 35 min para a desespiralizacdo do DNA e exposicao dos sitios alcali-
labeis. Em seguida, a eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA por 20 min. Finalizada a
eletroforese, as 1aminas foram colocadas por 15 min em solucdo de neutralizac¢ao (Tris 0,4 M,
pH 7,5), fixadas com etanol absoluto e secas a temperatura ambiente. No momento da analise,
as laminas foram coradas com 50 pL de solugdo de Gel Red (15 uL de Gel Red 10.000X em 5
mL de NaCl 1 M e 45 mL de 4gua destilada - Biotium™). A analise foi feita em microscopio
de fluorescéncia (Leica™, DM 2500) em objetiva de 40X (filtro de excitagdo de 510-560 nm e
filtro de barreira de 590 nm), no qual foram analisados 100 nucledides por lamina em teste

cego e, apesar das laminas terem sido montadas em duplicata, apenas uma foi contabilizada.
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De acordo com Kobayashi et al. (1995), os danos no DNA foram classificados visualmente,
de acordo com a migracdo dos fragmentos de DNA em quatro classes: classe 0 — nucledide
sem cauda com poucos fragmentos ao redor, classe 1 — cauda menor que o didmetro do
nucleo, classe 2 — cauda com comprimento de 1 a 2 vezes o didmetro do nucleo e classe 3 —
cauda com comprimento maior que duas vezes o didmetro do nucleo. Assim, o escore de dano
para cada lamina foi obtido multiplicando-se o numero dos nucledides observados em cada

classe de dano analisada (A, B, C e D) pelo valor da classe (0, 1, 2 ou 3).

4.2.7.Quantificagdo de Ferro e Glifosato

Ao final dos experimentos, as solucdes de exposicdo dos diferentes tratamentos foram
analisadas quanto a concentracdo de ferro total e dissolvido. Para a andlise de ferro total, as
solugoes foram fixadas com acido nitrico (0,5% - FMaia) e para a dosagem de ferro
dissolvido, as solucdes foram filtradas (0,45 um) e fixadas (HNO30,5% - FMaia). As amostras
foram analisadas em espectrofotometro de absor¢ao atomica (EAA — Analyst 700, Perkin
Elmer”, EUA) por atomiza¢io em chama. Por sua vez, as solu¢des de exposicdo contendo
glifosato e Roundup® foram analisadas quanto a concentragdo de glifosato através do método
que se baseia na reacao do glifosato com 5% (m/v) de ninidrina (2,2-diidroxi-hidrindeno-1,3-
diona) em presenga de 5% (m/v) de molibdato de sédio (Na,MoO4) em meio aquoso neutro a
100 °C, com limite de detecgdo que varia entre 0,1 — 3,5 mg L' de glifosato. Quando a
ninidrina detecta grupos aminas livres, uma cor azul escura ou roxa, conhecida como pdrpura
de Ruhemann ¢ produzida podendo ser quantificada em espectrofotdometro a 570 nm

(Bhaskara e Nagaraja, 2000).

4.2.8. Analises Estatisticas

Para a analise estatistica cada placa utilizada nos experimentos foi considerada um N
amostral. Como os experimentos para cada tratamento foram realizados de forma
independente, os resultados para cada pardmetro analisado, nos diferentes tratamentos, foram
comparados com seus respectivos controles, para um mesmo tempo experimental da seguinte
forma: CTR x Ny x Njg X Nigo, CTR x RD x RD N; x RD Njg x RD Njg9, CTR x Gli x Gli N;
x Gli Njp x Gli Njgp, através da andlise de variancia paramétrica (ANOVA) ou ndo-
paramétrica (Kruskal-Wallis), de acordo com a distribuicdo dos dados de normalidade e

homogeneidade da variancia. Quando necessario, as diferencas foram identificadas pelo teste



41

de comparagdes multiplas Student-Newman-Keuls (SNK). Foram considerados valores

significativos de P < 0,05 e os resultados foram expressos como média =+ erro padrao.

4.3. RESULTADOS

4.3.1.Quantifica¢ao de Ferro

A Tabela 1 apresenta os valores da concentracdo de ferro (Fe) total e dissolvido presente
nas solugdes de exposi¢do. Esses resultados mostram que as concentragdes de Fe dissolvido
foram bem menores que as concentragdes de Fe total em todos os tratamentos contendo Njg €
Nioo. As maiores concentragdes de Fe dissolvido foram para as solugdes de Njgp, Gli Njgo €

RD Nio.

Tabela 1 — Concentragdes de Fe total e dissolvido (mg L) nas solugdes de exposigdo dos
diferentes tratamentos.

Tratamentos Concentracdo de Fe
(mg L)

Total Dissolvido
CTR 0,76 = 0,02 0,67 £0,01
N, 0,73 +£ 0,08 0,52 £ 0,02
Nio 5,23 +0,23 0,69 + 0,03
Nigo 60,01 £5,93 8,36+ 0,28
RD 0,56 + 0,02 0,58 +0,01
RDN; 1,08 £ 0,04 0,54 £ 0,05
RD Ny 6,99 = 0,52 0,62 = 0,03
RD N 71,08 £ 2,63 4,97 £0,36
Gli 0,77 £ 0,04 0,76 £ 0,04
Gli N, 1,48 £0,22 0,97 £0,10
Gli Ny 6,23 £0,81 0,95 £0,02
Gli Ny 62,20+ 1,23 7,10 £ 0,44

Os valores correspondem a média = EP (n = 3).

4.3.2.Quantifica¢ao de Glifosato

Os resultados da quantificagdo de glifosato, nos meios experimentais, indicaram valores
(média + EP, n = 3) de 1,43 + 0,001 mg L' de glifosato no tratamento RD e 2,86 + 0,009 mg
L' de glifosato no tratamento Gli, ambos menores que a concentracio nominal inicial de
glifosato em ambos os tratamentos, 3,6 mg L™ de glifosato. Vale ressaltar que a utilizagio
tanto do PBS Dulbecco como das nanoparticulas de goethita podem ter interferido na

detecgdo do glifosato pelo método da ninidrina, uma vez que a precisao deste ensaio pode ser
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fortemente influenciada pela presenga de cations, anions e ions metéalicos, como o ferro.
Dessa forma, os resultados dos tratamentos de co-exposicao RD N, RD Njg, RD Njgo, Gli Ny,

Gli Ny e Gli Njgondo foram mostrados.
4.3.3. Alteragdo na Morfologia Celular

Ap0s os periodos de exposigdo (1, 6 e 12 h), as placas foram observadas em microscopio
invertido (Olympus®) e foi possivel verificar que apenas os tratamentos que continham a
maior concentracdo de NPs (Njpo, RD Njgo € Gli Njgo) formaram aglomerados no meio de
cultura para todos os testes e tempos experimentais avaliados no presente trabalho. Também
foi observado que esses aglomerados de NPs interagiam de forma intensa com as células,
provocando alteracdo na morfologia celular e o descolamento das células da placa de
exposicao (Fig. 9). Apesar de essa interacdo ter ocorrido, ndo resultou em dano na membrana
celular, o qual foi avaliado pelo método de exclusao com o azul de Tripan, indicando

resultados de viabilidade celular superior a 90%.

Figura 9 — Visualizagdo geral da morfologia (independente do tempo de exposi¢do) da
linhagem celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL) apds exposigdo ao PBS
Dulbecco (CTR) ou as concentragdes de 1, 10 ¢ 100 mg L™ (N, Njg e Ngo) de
nanoparticulas de goethita em microscopio invertido (Olympus®). Aumento: 40x.
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4.3.4 . Ensaio do AT

A Tabela 2 mostra os resultados referentes a viabilidade da membrana plasmatica apds
exposi¢do aos diferentes tratamentos experimentais pelo teste de exclusdo com AT. Os
resultados indicam que para todos os tempos experimentais avaliados (1, 6 ¢ 12 h) a
viabilidade celular foi acima de 90% e, portanto, todos os tratamentos puderam ser utilizados

no ensaio do cometa versao alcalina.

Tabela 2 — Viabilidade celular (média + EP, n = 4) calculada pelo método de exclusdo com
azul de Tripan na linhagem celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL) apos 1, 6
e 12 h de exposi¢do apenas ao PBS Dulbecco (CTR) ou as concentragdes de: 1, 10
e 100 mg L' de nanoparticulas de goethita (N;, Njp € Njg), 10 mg L' de
Roundup® (RD), 3,6 mg L™ de glifosato (Gli) e as co-exposi¢des RD Nj, RD Ny
e RD N100 e Gli Nl, Gli N10 e Gli Nl()().
Viabilidade celular com azul de Tripan (%)

1h 6h 12 h
CTR 98,00+ 0,41 97,00 £ 0,41 97,50+ 0,96
Ny 96,00 + 0,82 95,75+ 1,18 96,00 + 0,82
Nio 97,50 +£ 0,87 96,25+ 1,11 96,00 + 1,35
Nioo 95,50+ 1,32 94,75+ 1,75 94,00+ 0,71
RD 94,00 + 2,04 94,25+ 0,75 93,75+ 1,55
RD N, 96,25 £ 1,80 97,00 + 0,71 95,50 + 0,65
RD Nj 96,50 + 1,04 95,25+ 1,65 94,75+ 1,03
RD Nigo 93,75+ 0,63 93,25+ 0,48 92,25+ 1,31
Gli 97,00 + 1,41 95,25+ 1,49 96,75+ 1,11
Gli N, 97,00 +£ 0,91 96,50 + 0,87 94,75+ 0,85
Gli Ny 95,75+ 0,95 94,50 + 0,87 93,75+ 1,38
Gli Ny 96,25 + 1,25 92,75 + 0,85 92,75+ 1,25

4.3.5.Ensaio do MTT

Os resultados do ensaio do MTT indicaram que a viabilidade metabolica mitocondrial das
células ZFL expostas as concentragdes de 1, 10 e 100 mg L de nanoparticulas de goethita
(N1, Njo e Njg9) ndo mostraram diferenca significativa quando comparado com o CTR para o
tempo de 1 e 12 h. No entanto, os tratamentos N; e Njo se mostraram citotdxicos para o tempo
de 6 h, resultando em diminuigao significativa na VM das células (Fig. 10A).

Nas células ZFL expostas ao Roundup®, na auséncia (RD) ou na presenca das NPs (RD N,
RD Njy e RD Njg), foi possivel verificar que, para o tempo de 6 h, todos os tratamentos
resultaram em diminui¢do significativa na VM, quando comparado com o CTR e ainda, que a
associacao as NPs de goethita ndo reverteu a citotoxicidade causada pelo RD. Pelo contrario,

as concentragdes de NPs utilizadas parecem ter influenciado negativamente essa
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citotoxicidade, visto que os tratamentos N; € Njo também resultaram em diminuicdo na VM
mitocondrial. Ainda, a diminui¢do mais pronunciada na VM foi verificada para a co-
exposicdo RD Njy. Com relacdo a esses mesmos tratamentos, nenhuma alteracdo na VM foi
observada para os tempos de 1 e 12 h (Fig. 10B).

As ZFL expostas ao glifosato, tanto isolado (Gli) quanto em associagdo com as NPs (Gli
Ny, Gli Njg e Gli Njg9) ndo apresentaram alteragdes significativas na VM mitocondrial, para
nenhum dos tempos experimentais testados. Neste caso, mesmo as concentragdes de NPs
utilizadas terem tido efeito citotoxico quando isoladas, em associagdo com o glifosato este

efeito desapareceu (Fig. 10C).
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Figura 10 — Resultados (média = EP) do ensaio de viabilidade metabolica mitocondrial na
linhagem celular de hepatdcitos de Danio rerio (ZFL) apdés 1, 6 e 12 h de
exposicao apenas ao PBS Dulbecco (CTR) ou A) as concentragdes de 1, 10e 100
mg L' de nanoparticulas de goethita (N;, Njp € Njgo) (n=8); B) a concentracao
de 10 mg L' de Roundup® (RD) e & co-exposicdo (RD Nj, RD Njo ¢ RD Njg0)
(n=4); C) a concentrag¢io de 3,6 mg L' de glifosato (Gli) e a co-exposi¢do (Gli
Ni, Gli Njp e Gli Njp) (n=4). As letras distintas indicam diferengas
significativas entre os tratamentos para um mesmo tempo experimental (P <
0,05).

A)

140 -

120 1 .
a

100 - Sl b I o1

20

H o

40

Viabilidade metabalica (%)

20 4

lh 6h 12h

ECTE EN1 WUN10 N100

B)

140
120
100
20
60
40
20

Viabilidade metabalica (%)

lh 6h

ECTE EED WEDNL GRDN10 YEDN100

C)

140 -
120 A
100 -
20 +
60 -
40 A

Viabilidade metabilica (%)

0 4

l1h 6h

BCTR HEGli EGIHN1I YGHNI0 JGIHNLOO



46

4.3.6.Teste do VN

Com relagdo a viabilidade lisossomal (VL), os resultados indicaram que Nj, Njg € Njgo
promoveram aumento significativo para o tempo de 1 h, enquanto que para o tempo de 6 h, os
tratamentos N; e Njo foram citotoxicos, resultando em diminuicdo na VL. Além disso, a
citotoxicidade de Njo foi mais pronunciada. Apenas no tratamento Njoo as ZFL mantiveram
aumento significativo da VL,quando comparado com o CTR, no tempo de 6 h. Para estes
mesmos tratamentos, nenhuma alteragao foi observada para o tempo de 12 h (Fig. 11A).

Nos tratamentos contendo Roundup® foi possivel verificar que apenas RD nio promoveu
alteragdes significativas na VL das ZFL, porém a co-exposicdo RD N resultou em redugdo
significativa da VL no tempo de 6 h. Dessa forma, a concentragio de 10 mg L™ de NPs, que
foi citotoxica para as células ZFL, parece influenciar negativamente a citotoxicidade da co-
exposicdo. Para os tempos de 1 e 12 h nenhuma alteragdo neste parametro foi encontrada (Fig.
11B).

Quando os tratamentos contendo glifosato foram avaliados, 0 mesmo padrio para o ensaio
do MTT se repetiu: o glifosato e as co-exposi¢cdes ndo promoveram alteragdes na VL das
células ZFL para nenhum dos tempos experimentais testados. Assim, apesar das NPs terem
tido efeito citotoxico quando isoladas, em associagdo ao glifosato este efeito desapareceu

(Fig. 11C).
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Figura 11 — Resultados (média + EP) do ensaio de viabilidade lisossomal na linhagem
celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL) apés 1, 6 e 12 h de exposicdo
apenas ao PBS Dulbecco (CTR) ou A) as concentracdes de 1, 10e 100 mg L™ de
nanoparticulas de goethita (N, Njg € Njgo) (n=8); B) a concentracdo de 10 mg L
! de Roundup® (RD) ¢ a co-exposi¢do (RD N, RD Njg ¢ RD Njoo) (n=4); C) &
concentragio de 3,6 mg L™ de glifosato (Gli) e a co-exposigdo (Gli Ny, Gli Njg e
Gli Njgo) (n=4). As letras distintas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos para um mesmo tempo experimental (P < 0,05).
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4.3.7.Geragao de ERO

Quanto a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), os resultados ndo indicaram
alteracdes significativas para nenhuma concentragdo de NPs e tempos testados (Fig. 12A). A
exposicdo apenas ao RD também ndo promoveu alteracdo significativa na geragdo de ERO,
para nenhum dos tempos testados. No entanto, a co-exposi¢ao RD N resultou em aumento
significativo de ERO para o tempo de 6 h. Nos demais tempos nenhum dos tratamentos
resultou em alteragdo significativa neste pardmetro (Fig. 12B). Em nenhum dos tratamentos
avaliados contendo glifosato verificou-se alteragdo na geracdo de ERO, para nenhum dos

tempos testados (Fig. 12C).
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Figura 12 — Resultados (média + EP) da geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na
linhagem celular de hepatdcitos de Danio rerio (ZFL) apdés 1, 6 e 12 h de
exposicao apenas ao PBS Dulbecco (CTR) ou A) as concentragdes de 1, 10e 100
mg L' de nanoparticulas de goethita (N;, Njp € Njgo) (n=4); B) a concentracao
de 10 mg L' de Roundup® (RD) e & co-exposicdo (RD Nj, RD Njo ¢ RD Njg0)
(n=4); C) a concentrag¢io de 3,6 mg L' de glifosato (Gli) e a co-exposi¢do (Gli
Nj, Gli Njp e Gli Njp) (n=4). As letras distintas indicam diferengas
significativas entre os tratamentos para um mesmo tempo experimental (P <

0,05).
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4.3.8. Capacidade antioxidante total (CAOT)

Com relacdo a capacidade antioxidante total (CAOT), os resultados ndo indicaram
alteracdes significativas para nenhuma concentracdo de NPs e tempos testados quando
comparado com o CTR (Fig. 13A).

Quanto aos resultados para os tratamentos contendo Roundup® foi possivel observar que o
tratamento apenas com RD ndo promoveu diferenca significativa para nenhum dos tempos
testados. No entanto, apesar das concentragdes de NPs utilizadas ndo terem tido nenhum
efeito neste parametro, a associacdo RD N; ¢ RD Njg resultou em aumento na CAOT das
células ZFL para o tempo de 1 h. Para os demais tempos, nenhuma alteragdo significativa foi
observada (Fig. 13B).

Os resultados obtidos para o glifosato e co-exposi¢cdes mostraram que apenas o Gli ndo
promoveu alteragdes significativas na CAOT, em nenhum dos tempos testados, no entanto, as
ZFL expostas ao Gli N; apresentaram aumento significativo na CAOT, apenas no tempo de 1

h. Para os demais tempos experimentais, nenhuma alteragdo neste pardmetro foi observada

(Fig. 13C).
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Figura 13 — Resultados (média + EP) da capacidade antioxidante total (CAOT) na linhagem
celular de Danio rerio (ZFL) apo6s 1, 6 e 12 h de exposi¢do apenas ao PBS
Dulbecco (CTR) ou A) as concentragdes de 1, 10e 100 mg L™ de nanoparticulas
de goethita (N, Nig e Nigo) (n=4); B) a concentragio de 10 mg L™ de Roundup®
(RD) e a co-exposi¢ao (RD Ny, RD Njy e RD Njg) (n=4); C) a concentracio de
3,6 mg L' de glifosato (Gli) e a co-exposi¢cdo (Gli Ny, Gli Njg e Gli Njgo) (n=4).
As letras distintas indicam diferencas significativas entre os tratamentos para um
mesmo tempo experimental (P <0,05).
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4.3.9.Ensaio do Cometa

Os resultados obtidos para o ensaio do cometa para os tratamentos CN e CP revelaram que,
em todos os tempos experimentais, as células ZFL expostas ao MMS (CP) apresentaram
escore de danos no DNA significativamente maiores que seus respectivos CN (Fig. 13A, B e
C). A utilizagao de um controle positivo (CP) assegura que o teste em questdo foi realizado de
acordo com os padrdes estabelecidos, permitindo identificar de forma inequivoca uma
resposta positiva. Desse modo, os resultados deste ensaio mostraram a eficiéncia do
procedimento, validando a metodologia empregada.

Com relacao aos resultados de exposicao as NPs, foi detectado um aumento significativo
nos danos no DNA nas células ZFL expostas a N; e Njo durante 1 h. Por outro lado, os
tratamentos Ny € Njoo foram genotoxicos para o tempo de 6 h. Quando o tempo de 12 h foi
analisado, nenhuma alteragdo no DNA foi observada (Fig. 14A).

Todos os tratamentos contendo Roundup® (RD, RD Nj, RD Njg e RD Njqp) resultaram em
aumento significativo no escore de danos no DNA em relagdo ao CN para o tempo de 1 h, no
entanto, a genotoxicidade das co-exposigdes RD N; RD Njp e RD Njo foram mais
pronunciadas. J& para o tempo de 6 h, apenas os tratamentos RD ¢ RD Ny promoveram um
aumento significativo nos danos no DNA das ZFL. Entretanto, no tempo de 12 h apenas as
co-exposi¢des resultaram em aumento significativo no escore de danos, sendo os tratamentos
RD Nj e RD Njaqueles que promoveram os maiores danos (Fig. 14B).

Para os tratamentos contendo glifosato, os resultados indicaram que tanto o tratamento Gli
como os tratamentos de co-exposi¢ao (Gli Nj, Gli Njg e Gli Njo9) ndo promoveram alteracdes
significativas em nenhum dos tempos avaliados quando comparado com seu respectivo CN
(Fig. 14C).

A Tabela 3 apresenta o percentual de nucledides observados em cada classe de dano de
cometa e o numero total de nucledides danificados. De forma geral, os dados indicam um
aumento significativo no nimero de nucleodides danificados das células ZFL em comparagdo
com o CTR quando expostas aos tratamentos Nj, Njo, Nigo, RD, RD Nj, RD Njp e RD Njqo
para o tempo de 1 h. Ainda para este mesmo tempo experimental, o tratamento Gli e as co-
exposicoes (Gli Ny, Gli Njp e Gli Njgo) ndo diferiam significativamente em relacao ao CN.
Para o tempo de 6 h, foi observado que os tratamentos Njgo, RD e a co-exposicdo RD Njg
resultaram em aumento significativo no nimero de nucleéides danificados, no entanto, para o
periodo experimental de 12 h, apenas RD N; ¢ RD Ny resultaram em aumento significativo

quando comparado com o respectivo CN. Com relacao aos resultados obtidos para o Gli e as



53

suas co-exposi¢des (Gli Ny, Gli Ny e Gli Njo0) nenhuma diferenga significativa foi verificada
quanto ao numero de nucledides danificados para nenhum dos tempos experimentais testados
quando comparado com o respectivo CN. Para todos os resultados significativos com relagao
ao numero de nucledides danificados observados, verificou-se o predominio de nucledides de

classe 3.
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Resultados (média + EP) do escore de danos no DNA na linhagem celular de
hepatocitos de Danio rerio (ZFL) ap6s 1, 6 e 12 h de exposi¢ao apenas ao PBS
Dulbecco (Controle Negativo ou CN), a concentragcdo de 0,5 mM de MMS
(Controle Positivo ou CP) ou A) as concentragdes de 1, 10e 100 mg L de
nanoparticulas de goethita (N, Njo € Njo9) (n=4); B) a concentra¢dao de 10 mg
L' de Roundup® (RD) e a co-exposi¢ao (RD Nj, RD Njp e RD Njgp) (n=4); C)
a concentragdo de 3,6 mg L' de glifosato (Gli) e a co-exposi¢do (Gli Ny, Gli
Nio e Gli Njg9) (n=4). As letras distintas indicam diferengas significativas entre
os tratamentos para um mesmo tempo experimental (P < 0,05).
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Tabela 3 — Frequéncia (%) de nucledides observados em cada classe de dano do cometa (0, 1,
2 e 3) e o numero total de nucledides danificados (média + EP, n = 4) na linhagem
celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL) apés 1, 6 € 12 h de exposi¢do apenas
ao PBS Dulbecco (Controle Negativo ou CN) ou as concentragdes de: 0,5 mM de
MMS (Controle Positivo ou CP), 1, 10 e 100 mg L™ de nanoparticulas de goethita
(N1, Nio € Nigo), 10 mg L' de Roundup® (RD), 3,6 mg L'de glifosato (Gli) e as
co-exposi¢des RD Nj, RD Njp e RD Njg9 e Gli Ny, Gli Njg e Gli Njgo. As letras
distintas indicam diferengas significativas entre os tratamentos para um mesmo
tempo experimental (P < 0,05).

Nucledides danificados

Tempo Tratamentos Classes de danos (%) (média + EP)
0 1 2 3

CN 59,25 6,00 25,00 9,75 40,75+ 1,75 A

CP 0,50 7,50 18,25 73,75 99,50 £0,29 C

N, 47,75 5,50 16,50 30,25 52,25+1,18B

Nio 38,50 8,50 13,00 40,00 61,50+5,63B

Nioo 50,75 17,00 15,75 16,50 49,25+ 4,94 B

RD 49,75 11,75 18,00 20,50 50,25+ 2,87 B

1h RD N, 41,50 4,25 6,50 47,75 58,50+ 1,71 B
RD Ny 43,75 5,75 12,25 38,25 56,25+298 B

RD N 3575 10,50 14,25 39,50 64,25+5,17B

Gli 64,00 10,75 12,75 12,50 36,00 £4,42 A

Gli Ny 60,75 9,00 14,75 15,50 39,25+4,27 A

Gli Ny 55,25 10,50 21,25 13,00 44,75 £ 1,89 A

Gli Nygo 59,75 6,50 13,25 20,50 40,25+ 2,50 A

CN 35,00 14,00 20,00 31,00 65,00 +£5,40 A

CP 0,00 0,00 0,00 100,00 100,00 + 0,00 D

N, 42,25 15,75 18,00 24,00 57,75+2,02 A

Nio 30,75 9,00 20,75 39,50 69,25 +421 A

Nioo 20,00 10,75 16,50 52,75 80,00+ 4,53 B

RD 16,75 13,25 21,75 48,25 83,25+2,10 B

6 h RD N, 44,50 10,25 21,75 23,50 55,50 +4,79 A
RD N 33,00 10,00 9,50 47,50 67,00 £2,80 A

RD Njg 13,25 4,50 19,50 62,75 86,75+ 2,25C

Gli 50,50 6,00 13,75 29,75 49,50 £5,25 A

Gli N, 54,00 4,75 14,00 27,25 46,00 £ 3,14 A

Gli Ny 49,50 6,50 18,25 25,75 50,50 £6,20 A

Gli Nygo 32,25 9,50 19,75 38,50 67,75 £ 6,61 A
CN 27,50 22,00 19,25 31,25 72,50 +£ 5,95 AC

Cp 0,00 0,00 0,00 100,00 100,00 £ 0,00 E
N, 31,50 11,00 12,00 45,50 68,50 £4,09 AC
Nio 28,00 9,75 15,75 46,50 72,00 + 3,70 AC
Nioo 24,50 6,00 10,25 59,25 75,50 £2,99 AC
RD 29,25 11,50 8,25 51,00 70,75+ 3,07 AC

12h RD N, 8,75 8,50 6,75 76,00 91,25+2,46 B
RD Ny, 17,00 6,00 9,00 68,00 83,00+ 1,47C

RD Ny 3,75 3,25 13,00 80,00 96,25 £2,17D

Gli 56,50 9,50 12,50 21,50 43,50 £5,17 A
GliN, 37,50 9,50 21,50 31,50 62,50 + 7,56 AC

Gli Ny 49,25 6,50 11,75 32,50 50,75+9,72 A

Gli Njgo 36,00 4,75 9,25 50,00 64,00 + 12,88 AC
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4.4. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho evidenciam a citotoxicidade e a genotoxicidade das NPs
de goethita para as células ZFL, bem como a potencializagdo dos efeitos toxicos do produto
formulado Roundup® quando em associagio com esse nanomaterial. Portanto, esses dados
nos levam a concluir que as concentragdes de NPs de goethita utilizadas ndo se mostraram
seguras para a linhagem celular ZFL. Considerando a escassez de trabalhos que investigam os
possiveis efeitos toxicos das NPs de goethita para organismos aquaticos, nosso estudo ¢
extremamente significativo, pois avalia os mecanismos de acdo desse nanomaterial em nivel
celular. Além disso, estudos como esse sdo relevantes, pois favorecem a discussao e a
investigacdo de estratégias que visam determinar concentragcdes de NPs ambientalmente
seguras e que resultem em uma ferramenta eficaz na remog¢do de contaminantes de
ecossistemas aquaticos poluidos.

Diversos trabalhos tém relatado que a incorporacdo de nanoparticulas depende do seu
tamanho, forma e sua superficie de revestimento (Gupta e Gupta, 2005; Ge et al., 2009; Cho
et al., 2010; Ying e Hwang, 2010), ndo levando em consideragdo os possiveis efeitos da
sedimentacdo dessas particulas. No presente trabalho, observou-se a aglomeragdo e
sedimentacao das NPs de goethita na maior concentragao, tanto isolada quanto em associacao
ao Roundup® e ao glifosato. De acordo com Singh et al. (2010), as nanoparticulas de dxidos
de ferro ndo revestidas tem baixa solubilidade, podendo resultar em precipitacdo e alta taxa de
aglomeragdo em condigdes fisiologicas. Desta forma, as NPs podem se sedimentar
rapidamente, podendo formar agregados no meio de cultura que, além de mudar suas
caracteristicas fisicas, resultam em uma exposi¢do maior de NPs quando comparado com o
valor inicial (Cho et al., 2011). Os resultados evidenciaram também que os tratamentos
contendo Njgo provocaram alteragdo na morfologia ¢ adesdo das células ZFL para os trés
tempos avaliados. A adesao celular ¢ de fundamental importancia, pois ¢ responsavel por uma
gama de fungdes celulares, como o crescimento celular, migracdo, diferenciacao,
sobrevivéncia e organizagdo tecidual (Gupta et al., 2004).

Para ensaios in vitro com células aderentes, a adesdo celular ocorre por meio de forgas
eletrostaticas, resultante do tratamento prévio dos frascos de cultura para que estes
desenvolvam uma carga negativa, e da interacdo dessas cargas com glicoproteinas de adesdo e
com cétions divalentes, como Ca™ ¢ Mg™ (Alves e Guimarées, 2009). Possivelmente, uma
interagdo das NPs de goethita com a carga residual dos frascos de cultura pode ter sido

prejudicial para a manuten¢ao da adesdo celular da linhagem ZFL durantes os periodos de
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exposicao. Ainda, dependendo das propriedades fisicas e quimicas das NPs, uma resposta
biofisica pela sua incorporacao pode ser gerada, podendo resultar em alteragdes na membrana
plasmatica como mudangas de elasticidade celular, morfologia, mobilidade, adesdo, bloqueio
de proteinas de membrana e rompimento da membrana plasmatica (Fronlich, 2013; Wu et al.,
2013; Schirmer, 2014). Com relagdo aos ensaios de citotoxicidade abordados no presente
trabalho, alteragdes associadas ao rompimento da membrana plasmatica ndo foram verificadas
para nenhum dos tratamentos avaliados, quando se empregou o teste de exclusdo com azul de
Tripan. Em decorréncia da sua grande area superficial e alta reatividade, as NPs tém uma
probabilidade maior em atravessar membranas bioldgicas, podendo causar alteragdes nas
principais fungdes de componentes celulares como mitocondrias, nucleo e DNA (Singh et al.,
2010). As NPs podem atravessar a bicamada lipidica através de mecanismos de incorporagao
celular, como a endocitose (Huefner et al., 2014; Rees, 2014) e, uma vez internalizadas,
podem sofrer o processo de dissolucdo acida dentro dos lisossomos, como ja foi demonstrado
para NPs de 6xido de zinco (Xia et al., 2008). Visto sua alta solubilidade em pH baixo, NPs
de oxido de ferro podem se dissolver no meio acido lisossomal, sugerindo que seu efeito
toxico dentro da célula seja, pelo menos em parte, decorrente da liberacdo de ions de Fe
livres.

O ferro ¢ conhecido por promover a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO),
através de reagdes como as de Fenton e Haber-Weiss, as quais podem promover danos em
lipidios, proteinas e DNA (Valko et al., 2005; Park e Park, 2011; Brissot et al., 2012). Estudos
reportam que o excesso de ions de Fe livres nas células pode levar a um desequilibrio na sua
homeostase, podendo causar respostas celulares como a citotoxicidade, danos no DNA,
estresse oxidativo, eventos epigenéticos e processos inflamatdrios (Singh et al., 2010).

Com relagdo aos resultados de MTT e VN, foi verificado que, apés 6 h de exposigdo, as
concentracdes de 1 ¢ 10 mg L de goethita se mostraram citotoxicas, provocando uma
redu¢do tanto na atividade metabdlica mitocondrial quanto na lisossomal. Segundo Karlsson
et al., (2008), concentragdes de NPs de oxido de ferro (hematita e magnetita) abaixo de 100
mg L' se mostraram seguras e ndo citotoxicas para a linhagem celular A549 de epitélio
pulmonar humano. Em contrapartida, no trabalho de Bhattacharya et al. (2012), concentragdes
acima de 50 mg L' para a NPs de hematita j4 se mostraram citotoxicas e genotoxicas para
testes in vitro com células epiteliais bronquicas humanas. Em conjunto, esses resultados
indicam que a citotoxicidade das NPs de ferro vai depender do tipo de 6xido de ferro e da

célula avaliada.
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Sabe-se também que NPs catiOnicas se mostram mais citotoxicas in Vvitro quando
comparadas com NPs neutras ou anidnicas, uma vez que a interagdo da carga da superficie
das NPs com a face interna da membrana lisossomal pode resultar em dano lisossomal (Asati
et al., 2010; Cho et al., 2012). Por sua vez, a liberagdo de ions de Fe livres e, por
consequéncia, o aumento dos niveis desse metal no citoplasma podem provocar
desestabilizacdo mitocondrial, podendo resultar em ativacao de mecanismos de morte celular
como a apoptose (Levi e Rovida, 2009; Park e Park, 2011; Fronlich, 2013). Embora a
atividade citotoxica para particulas de 6xido de metal esteja frequentemente associada com
um aumento intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Nel et al., 2006), nenhuma
alteragdo significativa foi encontrada para os parametros de ERO e CAOT para as células
ZFL expostas as NPs de goethita no presente trabalho. Assim, a citotoxicidade observada no
nosso estudo para o tempo de 6 h pode estar relacionada tanto com a carga superficial desse
nanomaterial como também com aumento dos niveis de ferro no citoplasma celular.

O grau de integridade do DNA tem sido proposto como um indicador sensivel de
genotoxicidade e um biomarcador efetivo para o monitoramento ambiental (Frenzilli et
al.,2004). Um agente que interage com a molécula de DNA, causando danos genotdxicos ou
mutagénicos e escolhido para constituir o controle positivo (CP) do ensaio do cometa in vitro
foi o metil metanosulfonato (MMS). Este agente toxico foi selecionado para este tipo de
experimento porque interage com a molécula de DNA sem a necessidade de ativagdo
metabolica (Tice et al., 2000). Nossos resultados mostraram que o MMS interagiu com a
molécula de DNA das células ZFL, dando origem a danos superiores aos encontrados no CN
em todos os tempos experimentais avaliados, validando assim o emprego deste ensaio in vitro.

Com relagdo a genotoxicidade, as concentragdes de 1 ¢ 10 mg L™ de NPs para o tempo de
1 h e as concentragdes de 10 e 100 mg L' de NPs de goethita para o tempo de 6 h tiveram
potencial genotoxico para a linhagem celular ZFL. Danos no DNA tém sido reportados por
NPs de o6xido de ferro em diferentes linhagens celulares, sendo as concentragdes dessas NPs
bem variadas (Auffann et al., 2006; Bhattacharya et al., 2012). A grande maioria dos trabalhos
reporta que o dano no DNA causado por exposi¢cdo a nanoparticulas ¢ indireto, resultante da
forma¢ao de ERO. No entanto, como nenhuma altera¢do neste parametro foi encontrada no
presente trabalho, sugere-se que os danos no DNA nas células ZFL sejam decorrentes de
danos diretos das NPs de goethita. De acordo com o trabalho de Singh et al. (2010),
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de ferro (SPION) podem provocar danos diretos

no DNA por mecanismos ainda desconhecidos.
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Entre os efeitos descritos para peixes, a genotoxicidade do Roundup® tem sido apontada
como um dos mais prejudiciais (Cavalcante et al., 2008; Ghisi e Cestari, 2013; Marques et al.,
2014). Quando se analisa os efeitos resultantes da exposicio das ZFL ao Roundup® foi
possivel verificar que este se mostrou citotoxico, conforme indicado pelo ensaio do MTT para
o tempo de 6 h. O Roundup® também se mostrou genotdxico para o tempo de 1 e 6 h paras as
células ZFL. Cavalcante et al. (2008), utilizando peixes da espécie Prochilodus lineatus,
expostos a 10 mg L™ do Roundup®, obtiveram aumento significativo nos danos no DNA apos
6 ¢ 96 h de exposi¢do para eritrocitos e 6 e 24 h para branquias, corroborando seu efeito
genotoxico para células de peixe. Os danos no DNA das células ZFL retornaram aos niveis do
CTR apos 12 h e, isso pode indicar uma possivel ativacao do sistema de reparo do DNA,
atuando para reparar as quebras ocasionadas pela exposi¢io ao produto formulado Roundup®.
O sistema de reparo do DNA ¢ um fator importante na preven¢do de danos genéticos graves,
como mutacdes, quebras no DNA ¢ aberragdes cromossomicas (Marques et al., 2014).
Embora este teste ndo possibilite inferir com fidedignidade o processo de reparo, o teste do
cometa ¢ utilizado para detectar lesdes gendmicas que sdo passiveis de correcao.

Considerando-se a exposi¢do ao Roundup® na presenga das NPs de goethita, foi possivel
constatar que a associagdo se mostrou citotoxica, tanto para o ensaio do MTT quanto para o
VN, promoveu aumento na geragdo de ERO e na CAOT, assim como teve potencial
genotoxico. Com relagdo a genotoxicidade, nota-se que este efeito esteve presente inclusive
para o maior tempo de exposi¢do. De acordo com esses resultados, ¢ possivel assumir que a
presenga de NPs de goethita potencializou os efeitos toxicos do produto formulado,
provavelmente por atuar como “cavalo de Troia”. Este conceito implica em uma entrada
facilitada de moléculas tdéxicas adsorvidas por nanomateriais nas células, pois devido as
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas, estes podem servir como carreadores,
inclusive para contaminantes, aumentando a concentracdo intracelular desses compostos e,
consequentemente, a sua potencial toxicidade (Choi et al., 2007; Limbach et al., 2007; Costa
etal., 2012).

Quando os resultados referentes a exposicao ao glifosato foram analisados, foi possivel
constatar que o glifosato ndo teve efeito citotoxico, ndo promoveu estresse oxidativo e nao
teve potencial genotoxico para as células ZFL. Possivelmente, a falta de efeitos do glifosato
para a linhagem celular ZFL se deva a concentragio utilizada de 3,6 mg L de glifosato
(0,021,3 mM), que ¢ menor que a concentracdo recomendada (10 mM) para a verificagdao de
efeitos deste herbicida em ensaios in vitro para células de mamiferos (Kier ¢ Kirkland, 2013).

Segundo a revisao destes autores, respostas positivas de genotoxicidade, detectadas pelo
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ensaio do cometa in vitro para o glifosato, sdo encontradas em trabalhos que utilizam
concentragdes na faixa milimolar.

Apesar das NPs isoladas terem resultado em efeitos citotoxicos e genotdxicos para as
células, quando se avaliou a co-exposi¢ao de NPs e glifosato, nenhum efeito de toxicidade foi
observado para a linhagem ZFL. Alguns trabalhos reportam que a presen¢a de aminoacidos
durante a sintese de nanoparticulas pode resultar em mudanga de tamanho e forma desses
nanomateriais. Carneiro et al. (2013), através de imagens de microscopia eletronica de
varredura, observaram que a adicdo de cisteina durante a sintese de goethita resultava em
agregados tanto de cristais esféricos como de cristais aciculares, demonstrando a sintese de
hematita e goethita, respectivamente. Portanto, quando se analisa os resultados da associacao
no presente trabalho, presume-se que a adsor¢do do glifosato pelas NPs resultou em mudancgas
na forma dessas NPs e, consequentemente, alterou o resultado da toxicidade das mesmas para
a linhagem celular ZFL.

Por fim, considerando-se os efeitos de toxicidade do glifosato ¢ do Roundup® obtidos no
presente trabalho, foi possivel verificar que o produto formulado foi mais toxico para as
células ZFL, sugerindo que a presenca de outros compostos em sua formula¢do, como o
surfactante POEA, pode ter um papel importante na toxicidade do herbicida Roundup®.
Quando a toxicidade de todos os compostos presentes na formulagio do herbicida Roundup®
foi analisada em sete organismos aquaticos, foi observado que a ordem de toxicidade dos
agentes quimicos foi: POEA > Roundup® > glifosato > sal de isopropilamina de glifosato
(IPA), apontado que a toxicidade do produto formulado, para organismos aquaticos, pode ser
atribuida ao surfactante POEA (Tsui e Chu, 2003). Em outro trabalho, a contribui¢ao relativa
do glifosato ¢ do POEA para a genotoxicidade do Roundup® foi avaliada, através de
biomarcadores genéticos para a espécie de peixe Anguilla anguilla, e foi apontado que o
potencial genotoxico do herbicida esta diretamente relacionado com a genotoxicidade do
surfactante POEA (Guilherme et al., 2012). Da mesma forma, Navarro e Martinez (2014)
evidenciaram o aumento significativo de danos no DNA de eritrocitos do peixe Prochilodus
lineatus apos exposi¢do ao POEA, sustentando o carater genotoxico deste surfactante.

Em resumo, o presente trabalho mostrou que, nas concentragdes e tempos experimentais
utilizados, as NPs de goethita tiveram efeitos citotoxicos e genotoxicos para a linhagem
celular de hepatocitos de Danio rerio (ZFL), bem como intensificaram a toxicidade do
produto formulado Roundup”™ quando em associagdo. Por sua vez, o herbicida Roundup® teve
potencial citotoxico e genotoxico para as células ZFL e, visto a falta de efeitos toxicos do

glifosato, ¢ possivel sugerir que a presenca do surfactante POEA na composi¢do do produto
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formulado deve favorecer a toxicidade deste herbicida quando comparado com o ingrediente
ativo glifosato. Assim, este trabalho contribui para o conhecimento dos efeitos toxicos
gerados por nanoparticulas de o6xido de ferro e, segundo o modelo in vitro, sugere que sua

utilizagdo em programas de remediagdo ambiental deve ser feita com cautela.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nas condig¢des utilizadas, as nanoparticulas (NPs) de goethita na concentracdo de 100 mg
L' tanto isolada (Ng9) quanto em associagdo ao Roundup® (RD Njgp) e glifosato (Gli Nyg) se
aglomeraram e sedimentaram no meio de cultura, provocando alteragdo na morfologia e na
adesdo celular. Apesar desses resultados, nenhuma alteragdo na membrana plasmatica foi
observada, obtendo valores de viabilidade celular acima de 90% para todos os tratamentos
experimentais. Além disso, as nanoparticulas de goethita isoladas nas concentra¢des de 1 e 10
mg L' promoveram efeitos citotoxicos tanto na viabilidade mitocondrial quanto lisossomal
para as células ZFL apds 6 h de exposicdo. Essas mesmas concentragdes tiveram potencial
genotdxico detectado pelo ensaio do cometa versdo alcalina para o tempo de 1 h e as
concentragdes de 10 ¢ 100 mg L™ promoveram danos significativos na molécula de DNA para
a linhagem ZFL no tempo de 6 h.

Com relagdo aos resultados obtidos para o Roundup®, foi possivel verificar o seu potencial
citotoxico na viabilidade mitocondrial para o tempo de 6 h e, seu potencial genotoxico, foi
verificado tanto em 1 h quanto em 6 h quando as células ZFL foram expostas a concentragao
de 10 mg L™ deste herbicida. Em associagdo com NPs de goethita, os efeitos produzidos pelo
produto formulado nao foram revertidos. Na verdade, a presenga das diferentes concentragdes
de NPs de goethita influenciou e intensificou a citotoxicidade e a genotoxicidade desta
associac¢do, inclusive para o maior tempo de exposi¢do. Quanto ao glifosato, a concentragao
de 3,6 mg L™ nio teve efeitos toxicos em nenhum dos pardmetros analisados, bem como em
associagdo com as diferentes concentragdes de NPs de goethita.

Por fim, quando a toxicidade do glifosato e do produto formulado Roundup® para a
linhagem celular ZFL foi comparado, foi possivel sugerir que a presenga do surfactante
POEA na composi¢cdo do produto formulado pode favorecer a toxicidade deste herbicida
quando comparado com o ingrediente ativo glifosato.

Considerando a complexidade desses nanomateriais, a avaliacdo da sua toxicidade requer
estratégias que incluem uma caracterizacdo fisico-quimica detalhada para cada tipo de
nanoparticula bem como um conjunto de testes que permitem avaliar os seus reais efeitos nas
células. Visto que sdo poucos os trabalhos que avaliam respostas toxicologicas,
principalmente em organismos aquaticos, estudos como esse sao de extrema importancia, pois
buscam compreender os mecanismos de a¢ao das nanoparticulas de 6xido de ferro in vitro,
bem como o potencial desses nanomateriais na utilizacdo em programas de remediacao

ambiental.
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