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RESUMO

A atrazina e o glifosato, cuja principal formulagdo comercial € o Roundup® s3o
herbicidas muito utilizados, apesar de apresentarem diversos efeitos toxicos. Neste
contexto, as nanoparticulas de 6xido de ferro, em especial a ferrihidrita, tém se
mostrado promissoras como potenciais remediadoras desses herbicidas. Com isso,
este trabalho avaliou se as nanoparticulas de ferrihidrita sdo eficazes em evitar os
efeitos toxicos provocados pelo Roundup®, glifosato e atrazina em ratos Wistar machos
e fémeas. Os animais foram distribuidos em 15 grupos/género (5 ratos/grupo), sendo
que 7 grupos, receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corpdreo) unica
(grupos D1) de: glifosato (G), Roundup® (R), atrazina (A), ferrihidrita (F) ou a
combinagdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). Outros 7 grupos
receberam, via gavagem, dose unica diaria, por 4 dias (grupos D4) das mesmas
composi¢des. O controle recebeu agua em 4 doses (1 dose/dia). O delta do peso
corporeo e a ingestdo alimentar foram avaliados. Nos encéfalos, foi quantificado
ferro e, nos plasmas, a concentracdo de glicose, colesterol, creatinina e ferro e a
atividade das enzimas aspartato e alanina aminotransferase (AST e ALT) e fosfatase
alcalina. Encontrou-se que F reduziu a atividade de ALT (fémeas D1/D4) e da
fosfatase (fémeas D1), alteragdes que nao tem relevancia toxicolodgica. G diminuiu a
ingestao (machos/fémeas D4) e o peso (fémeas D4), sendo que FG evitou todas
essas alteragdes. R provocou mortalidade de 80% nos machos D4 e de 100% nas
fémeas D4, o que impossibilitou a analise dos parametros desses grupos. Além
disso, R aumentou glicose (machos D1) e diminuiu peso e fosfatase (fémeas D1).
FR evitou a reducdo de glicose e peso, além de zerar a mortalidade nas fémeas,
mas nao impediu a mortalidade nos machos e a diminuicdo da fosfatase nas
fémeas. Além disso, FR reduziu peso (machos D1 e fémeas D4), ingestao e glicose
e aumentou ferro plasmatico (fémeas D4). Grupo A promoveu mortalidade de 20%
nas fémeas D4, reduziu o peso (machos D1/D4 e fémeas D4), ingestao
(machos/fémeas D4) e fosfatase (fémeas D1) e elevou ferro no encéfalo (fémeas D1
e D4). FA impediu a perda de peso nos machos D1, mas nao evitou a mortalidade
nas fémeas D4, diminuigcdo de peso (machos/fémeas D4), fosfatase (fémeas D1) e
ingestao (fémeas D4) e o aumento de ferro no encéfalo. FA apresentou, além disso,
mortalidade de 20%, redugéo da ingestao, aumento de glicose e colesterol (machos
D4) e diminuigdo da fosfatase (fémeas D4). Desta forma, pode-se sugerir que a
ferrihidrita € adequada para ser utilizada, pois a nanoparticula isoladamente nao
apresentou toxicidade, foi capaz de evitar as alteragbes provocadas pelo glifosato e,
apesar de nao proteger os animais contra as alteragdes provocadas pela atrazina,
impediu 100% da mortalidade induzida pelo Roundup®.

Palavras-chave: ferro; glifosato; atrazina; enzimas hepaticas.
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against the effects of herbicides in rats: plasma and tissue metabolites. 2022. 64
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ABSTRACT

Atrazine and glyphosate, whose main commercial formulation is Roundup®, are
widely used herbicides, despite having several toxic effects. In this context, iron oxide
nanoparticles, especially ferrihydrite, have shown promise as potential remediation of
these herbicides. Thus, this work evaluated whether ferrihydrite nanoparticles are
effective in preventing the toxic effects caused by Roundup®, glyphosate, and
atrazine in male and female Wistar rats. The animals were divided into 15
groups/gender (5 rats/group), and 7 groups received, via gavage, a single dose
(1000 mg/kg of body weight) (groups D1) of glyphosate (G), Roundup® (R), atrazine
(A), ferrihydrite (F) or the combination of the nanoparticle with the herbicides (FG,
FR, and FA). Another 7 groups received, via gavage, a single daily dose for 4 days
(groups D4) of the same compositions. The control received water in 4 doses (1
dose/day). Delta body weight and food intake were evaluated. In the brain, iron was
quantified and, in the plasma, the concentration of glucose, cholesterol, creatinine,
and iron and the activity of the enzymes aspartate and alanine aminotransferase
(AST and ALT) and alkaline phosphatase. F was found to reduce ALT (D1/D4
females) and phosphatase (D1 females) activity, alterations that have no
toxicological relevance. G decreased intake (male/female D4) and weight (female
D4), and FG avoided all these changes. R caused 80% mortality in D4 males and
100% in D4 females, which made it impossible to analyze the parameters of these
groups. In addition, R increased glucose (D1 males) and decreased weight and
phosphatase (D1 females). FR prevented the reduction of glucose and weight, in
addition to zero mortality in females, but did not prevent mortality in males and the
decrease in phosphatase in females. In addition, FR reduced weight (D1 males and
D4 females), intake and glucose, and increased plasma iron (D4 females). Group A
promoted 20% mortality in D4 females, reduced weight (D1/D4 males and D4
females), intake (D4 males/females) and phosphatase (D1 females), and increased
iron in the brain (D1 and D4 females). FA prevented weight loss in D1 males but did
not prevent mortality in D4 females, weight loss (male/female D4), phosphatase
(female D1) and ingestion (female D4), and increased iron in the brain. FA
presented, in addition, mortality of 20%, reduced intake, increased glucose and
cholesterol (D4 males), and decreased phosphatase (D4 females). Thus, it can be
suggested that ferrihydrite is suitable to be used because the nanoparticle alone did
not show toxicity, it was able to avoid the changes caused by glyphosate and,
despite not protecting the animals against the changes caused by atrazine, it
prevented 100% of the mortality induced by Roundup®.

Key words: Iron; glyphosate; atrazine; liver enzymes.
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1 INTRODUGAO

O presente trabalho vai mostrar que a ferrihidrita, uma nanoparticula de 6xido
de ferro, tem a capacidade de evitar alguns dos efeitos toxicos provocados por
herbicidas em ratos e ratas.

Dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) mostram que, entre 2000 e 2018, a venda de agrotoxicos
no Brasil passou de 162.461,96 t para 552.641,00 t, o que representou um aumento de
240% (IBAMA, 2021). Neste mesmo periodo, por outro lado, a area agricola cresceu
44,8%, indicando um incremento na quantidade de agrotéxicos utilizados por territorio
plantado (IBGE, 2020). Esse expressivo aumento infelizmente fez com que o Brasil
conquistasse o primeiro lugar na classificagdo mundial de consumidores de agrotoxicos
(RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014), resultando em diversos danos.

Neste contexto, Lopes e Albuquerque (2018), realizaram uma revisao
sistematica com base em estudos brasileiros que abordaram os impactos ambientais
e na saude humana provocados pelos agrotéxicos. Os autores constataram que as
consequéncias ambientais incluem alteragées na composigao do solo, contaminacao
da agua e do ar, alteragcdo na morfologia de organismos terrestres e aquaticos e
modificagdo nas funcdes desses organismos dentro do ecossistema. Com relagao
aos impactos na saude humana foram observados, dentre outros, ansiedade,
depressdo, aumento nas taxas de suicidio, danos ao DNA, malformacdes
congénitas, neoplasias e alteragdes hormonais. Lara et al. (2019) compilaram dados
do Sistema de Agravos e Notificagcdo do Ministério da Saude entre 2007 e 2016 e
constataram que os agrotéxicos foram a segunda maior causa de intoxicagédo e a
principal de &bitos dentre os agentes exdgenos (medicamentos, drogas de abuso,
dentre outros).

Os agrotoxicos sao classificados de acordo com a espécie na qual eles
atuam. Os inseticidas, por exemplo, atuam sobre os insetos, os fungicidas
combatem os fungos, mas a principal e mais utilizada classe de agrotéxicos sdo os
herbicidas, os quais representam cerca de 60,35% do total de agrotoxicos
comercializados no Brasil (IBAMA, 2021). Os herbicidas possuem a capacidade de
suprimir o crescimento ou mesmo de matar espécies especificas de plantas
invasoras. Esse efeito se da por meio da atuagao do ingrediente ativo do herbicida

em sitios de agao especificos que sdo, em sua grande maioria, enzimas essenciais
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para a manutengdo da homeostase e do funcionamento normal da planta invasora
(ROMAN et al., 2007). Com isso, por atuarem sobre processos bioldgicos vitais, os
herbicidas provocam, em sua grande maioria, efeitos colaterais inclusive sobre o
organismo humano levando, por exemplo, a convulsdes, enjoos, dermatites,
aumento no metabolismo, inibicdo de enzimas hepaticas, teratogenicidade,
dificuldade respiratéria, canceres, dentre outros (TOWNSON, 1992).

De acordo com dados de 2020, fornecidos pelo IBAMA, os ingredientes ativos
mais vendidos no pais e que fazem parte da formulagdo de agrotoxicos s&o: o
glifosato, seguido do 2,4-D, do mancozebe e da atrazina (IBAMA, 2021). O glifosato
€ formulado em conjunto com diversos adjuvantes, dentre eles o surfactante
polioxietileno amina (POEA), sendo a principal formulagdo comercial o herbicida
Roundup® (VAN BRUGGEN et al., 2018). O glifosato exerce a sua agédo sobre as
plantas invasoras pela inibicdo da enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-sintase
(EPSPS), enzima responsavel por converter o shikimato-3-fosfato em 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato. A EPSPS pertence a via do shikimato, a qual é responsavel por
produzir uma série de aminoacidos essenciais para a planta, como o triptofano, a
fenilalanina e a tirosina (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980). Por comprometer a
formacgao dos produtos subsequentes da via, a inibicdo da EPSPS reduz o controle
por retroalimentagdo negativa resultando em um intenso fluxo de carbono para o
shikimato-3-fosfato, o qual € convertido em shikimato. Por fim, a morte da planta
invasora ocorre pela insuficiéncia dos aminoacidos essenciais ou mesmo pelo
desvio do carbono para a via do shikimato, resultando em escassez de carbono em
outras vias essenciais (DUKE; POWLES, 2008).

Uma das maneiras de se mensurar a toxicidade de compostos, como os
herbicidas, € por meio da quantificacdo de parametros plasmaticos em animais de
experimentagdo que receberam esses herbicidas. Dentre os parametros de
importancia toxicoldgica € possivel citar a creatinina, o colesterol, a glicose, as
enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
fosfatase alcalina, além de metais como o ferro. A creatinina € uma molécula
produzida pelo metabolismo muscular sendo utilizada para avaliar a fun¢ao renal.
Isso se da pois, no caso de comprometimento renal, a filtragao renal é afetada e as
concentragbes de creatinina no sangue se elevam. A ALT, a AST e a fosfatase
alcalina sdo enzimas intracelulares e o aumento da atividade dessas enzimas no

soro ou no plasma indica o seu extravasamento e, portanto, a presenca de leséo
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tecidual. O local dessa lesdo vai depender do tecido em que essas enzimas séo
encontradas originalmente. A AST é encontrada no figado, mas também nas
hemacias, rins, musculo esquelético e cardiaco. Com isso, a elevacado na atividade
plasmatica da AST pode indicar lesdo celular em quaisquer uma dessas
células/tecidos. A ALT, por outro lado, esta presente principalmente no citoplasma
de células do figado e dos rins, sendo encontrada em pequenas concentragbes no
coracao e no musculo esquelético. O aumento da atividade plasmatica desta enzima
€ um indicador mais especifico de lesao hepatica se comparado com a AST, mas
ambas sao frequentemente utilizadas em conjunto para este fim. A fosfatase alcalina
€ uma enzima encontrada nas células que constituem a borda dos canaliculos
biliares e dos sinusodides hepaticos. Esta presente, também, na mucosa intestinal,
nos osteoblastos, no tubulo proximal dos rins, na placenta e nas glandulas
mamarias. Uma das condicbes que pode resultar em aumento da atividade
plasmatica desta enzima €& a colestase. Em ratos, uma parcela importante da
fosfatase circulante € proveniente do intestino, sendo influenciada pela ingestéo
alimentar (ANADON; CASTELLANO; MARTINEZ-LARRANAGA, 2014; DZOYEM;
KUETE; ELOFF, 2014; RAMAIAH, 2007).

Aplicando esses conceitos no ambito dos herbicidas, Djaber et al. (2020)
demonstraram que ratos Wistar machos tratados com doses de 269,9 mg/kg de
Roundup®, por 30 dias, apresentaram redug&o dos pesos corporeo e de 6rgdos como
o figado e os rins. Além disso, foram observadas alteragdes bioquimicas como
aumento de glicemia, triglicerideos, colesterol e creatinina somado a um aumento na
atividade das enzimas AST, ALT, fosfatase alcalina e lactato desidrogenase. O
Roundup® provocou ainda danos hepaticos e renais demonstrados pela infiltragdo de
células inflamatdrias, degeneracéo de hepatécitos, necrose e dano glomerular. Jasper
et al. (2012) administrando, via gavagem, doses de 50 ou de 500 mg/kg de Roundup®
em camundongos Swiss por um periodo de 15 dias, observaram que o Roundup®
provocou perda de peso, lipoperoxidacdo hepatica e aumento da atividade das
enzimas AST, ALT, demonstrando que o herbicida promoveu danos hepaticos.

Além de danos hepaticos e renais, a literatura apresenta comprometimentos
no sistema nervoso central (SNC) desencadeados pelo glifosato/Roundup®. Neste
contexto, Martinez et al. (2018) investigaram os efeitos da administragdo, via
gavagem, de glifosato no sistema monoaminérgico (dopamina, noradrenalina e

serotonina) central de ratos Wistar machos, com doses de 35 a 800 mg/kg durante 6
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dias. Os autores observaram que o herbicida reduziu, de forma dose dependente, a
quantidade daqueles neurotransmissores no estriado, hipocampo, cértex pré-frontal,
hipotalamo e mesencéfalo. Isso denota que o glifosato € capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica, se acumular em concentragdes significativas e exercer
neurotoxicidade. Cattani et al. (2014) avaliaram as agdes do Roundup® no SNC de
ratos Wistar, tanto in vivo quanto in vitro. In vivo, os autores administraram o
Roundup (1%) em ratas prenhas, do dia gestacional 5 ao dia lactacional 15, sendo a
prole dessas ratas utilizadas para avaliar os efeitos do herbicida sobre as células
hipocampais. In vitro, os autores utilizaram fatias do hipocampo de ratos Wistar com
15 dias de idade e as expuseram a diferentes concentragdes (0,00005-0,1%) de
Roundup® durante 30 min. Os autores observaram que o Roundup® provocou, tanto
in vivo quanto in vitro, um aumento na liberagdo de glutamato e um
comprometimento na metabolizacdo deste neurotransmissor pelas células gliais
hipocampais, culminando em maior concentragao de glutamato na fenda sinaptica.
O aumento de glutamato, por sua vez, levou a ativagdo de receptores NMDA
provocando influxo de Ca?*, o qual foi potencializado pela ativagdo de canais de
calcio voltagem dependentes. O excesso de calcio, por sua vez, induziu um estado
de estresse oxidativo e, por fim, de morte celular.

Outro herbicida amplamente empregado no Brasil € a atrazina, que age na
planta interrompendo o fluxo de elétrons durante o processo de fotossintese, o que
afeta a produgao de glicose. Porém, a interrupcéo da fotossintese néo é o suficiente
para matar a planta. O fator chave é que, com a interrupgao do fluxo de elétrons,
esses elétrons levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio, os quais
provocam a peroxidacao de lipideos das membranas, sendo este o processo
determinante para a morte da planta (MARCHI; MARCHI; GUIMARAES, 2008).

Da mesma maneira como verificado com o glifosato e com o Roundup®, foi
também observada toxicidade provocada pela atrazina em animais. Campos-Pereira et
al. (2012) constataram estresse oxidativo, lipoperoxidagdao e degeneracao hepatica em
fase inicial, ap6s14 dias de gavagem de 400 mg/kg de atrazina em ratos Wistar. Santa
Maria, Moreno e Lopez-Campos (1987), utilizando ratos Wistar machos, administraram
atrazina, por meio de goma arabica, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, durante 14
dias e 600 mg/kg durante 7 dias. Os autores observaram que a atrazina provocou
reducao do peso corporeo e da glicemia e elevagao na concentragéo sérica de lipideos,

além de aumento da atividade plasmatica de ALT e de fosfatase alcalina.
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Chavez-Pichardo et al. (2020), apdés 14 meses de administracédo de 1 a 10
mg/kg de atrazina, em ratos Sprague Dawley, verificaram aumento nas
concentragbes de GABA, glutamato e glutamina em varias areas do SNC (nucleo
accumbens, estriado, amigdala e mesencéfalo) com alteragbes motoras
(hiperatividade) e comportamentais (ansiedade). Song et al. (2015) investigaram, in
vivo, as agbes da atrazina em neurbnios dopaminérgicos. Para isso, os autores
utilizaram ratos Wistar machos os quais receberam, via gavagem, 10, 50 ou 100
mg/kg deste herbicida durante 3 meses. Foi observado que a atrazina provocou, de
forma dose dependente, degeneracdo de neurdnios no estriado e reducdo de
neurénios tirosina hidroxilase positivos no mesencéfalo.

Apos avaliar todos esses estudos, foi possivel observar a amplitude e a
extensdo dos efeitos toxicos causados por herbicidas, em especial, pelo glifosato,
Roundup® e atrazina constatados por meio de diferentes doses, vias de
administracdo e modelos experimentais. Neste contexto, uma molécula ou um
conjunto de moléculas que possa oferecer protecdo contra esses efeitos toxicos
assume um papel relevante e que desperta interesse, e € justamente nesses
predicados que se enquadram as nanoparticulas de 6xido de ferro.

As nanoparticulas de o6xido de ferro tém se mostrado promissoras como
potenciais remediadoras de contaminantes ambientais, como os herbicidas. Como
exemplos dessas nanoparticulas podemos citar a ferrihidrita (FesOHs 4H20), a
hematita (a-Fe203), a maghemita (¥-Fe203) e a magnetita (FesO4). Devido ao seu
pequeno tamanho, essas nanoparticulas possuem alta razao superficie/volume e
reatividade, além de elevada capacidade de adsorgdo para uma série de herbicidas
como as imidazolinonas, a atrazina e o glifosato (SCHWANDT et al., 1992; LEONE
et al., 2001; PROCOPIO et al., 2001; GUTIERREZ; DZIUBLA; HILT, 2017; ORCELLI
et al., 2018; PEREIRA et al., 2019).

As nanoparticulas de 6xido de ferro tem sido estudadas em uma série de
aplicacbes como transporte de farmacos, acdo antimicrobiana, contraste para
ressonancia magnética e tratamento de doencgas (ARIAS et al., 2018; DADFAR et
al., 2019). No transporte de farmacos, as nanoparticulas tém sido utilizadas no
transporte de imunossupressores, anticonvulsivantes, anti-inflamatérios, antibiéticos,
antifungicos e antitumorais, com o objetivo de aumentar a biodisponibilidade e a
estabilidade e reduzir efeitos colaterais desses farmacos, dentre outros (HWANG et
al.,, 2016; ROSILLO-DE LA TORRE et al., 2015; SREEJA; NAIR, 2018). A respeito
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da acao antimicrobiana, ela ocorre por conta de mecanismos como despolarizacéo
de membranas com consequente comprometimento da integridade celular, produgao
de espécies reativas de oxigénio com lipoperoxidagdo e danos ao DNA e liberagao
de ions metalicos que afetam a homeostase celular (ARIAS et al., 2018). Todos
esses mecanismos podem ser utilizados, por exemplo, para aumentar a eficacia de
antibiéticos ou para revestir a superficie de cateteres e reduzir a formagao de
biofilmes (BILCU et al., 2014; GRUMEZESCU et al., 2014). Por fim, no que tange o
aspecto de tratamento, as nanoparticulas de 6xido de ferro tém sido empregadas
como suplemento de ferro nos casos de anemia, na modulagao do fenétipo M2 de
macrofagos para M1, o qual apresenta atividade pro-inflamatéria e antitumoral, e
também na hipertermia por fluido magnético (LASKAR et al., 2013; MAIER-HAUFF
et al., 2011; SPINOWITZ et al., 2008). Nesta técnica, um campo magnético externo é
incidido sobre as nanoparticulas previamente administradas no paciente no local
desejado e, como consequéncia, gera-se movimento nas nanoparticulas e, portanto,
calor. A temperatura do local pode atingir mais de 46 °C levando a desnaturagéo
proteica das células do entorno em que a técnica € aplicada, sendo empregada
principalmente no tratamento de tumores (KUMAR; MOHAMMAD, 2011).

Todavia, ja foi observado que as nanoparticulas de 6xido de ferro podem cruzar
membranas e barreiras biologicas e, dependendo da dose, ocasionar alteragdes
fisiologicas (SINGH et al., 2010). Ao entrar nas células, os lisossomos degradam
essas nanoparticulas liberando o seu conteudo de ferro, que pela reacdo de Fenton
pode agir como catalisador na formacgao de espécies reativas de oxigénio e na génese
do estresse oxidativo (VOLATRON et al., 2017; YARJANLI et al., 2017), que é, para o
sistema nervoso central (SNC), especialmente danoso (YARJANLI et al., 2017).

Kumari et al. (2012), por exemplo, administrando por 28 dias, via gavagem,
30, 300 ou 1000 mg/kg de hematita em ratas Wistar, verificaram que a dose maior
provocou reducdo da ingestdo alimentar, entorpecimento e irritacdo, mas sem
mortalidade, e que, no SNC, ocorreu inibicdo da acetilcolinesterase e da Na* - K,
Ca?* e Mg?* ATPases, enquanto que no plasma a nanoparticula levou ao aumento
de AST, ALT e da lactato desidrogenase. Aumento de ferro, na urina, fezes, rins,
pulmdes, coracao, cérebro, testiculos, baco, sangue e figado também foi encontrado
apo6s inje¢cdes endovenosas semanais de hematita (7, 15 e 30 mg/kg), sendo a
resposta dose dependente (GAHARWAR; MEENA; RAJAMANI, 2019). Wu, Ding e

Sun (2013), por instilagdo nasal em ratos Sprague Dawley de magnetita (1 a 4 doses
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de 20 mg), observaram acumulo da nanoparticula principalmente no bulbo olfatério,
estriado e hipocampo, constatando-se estresse oxidativo. Foi observado também
que a magnetita pode promover deplegdo de dopamina e aumento da expressao de
a-sinucleina, estresse oxidativo e comprometimento da barreira hematoencefalica
(IMAM et al., 2015). Por fim, Jain et al. (2008) também encontraram aumento na
concentragcéo de ferro no sangue, figado, bago, cérebro e coragéo, apds 21 dias da
administragcao endovenosa de 10 mg/kg de magnetita, além de aumento plasmatico
da atividade de AST, ALT e fosfatase alcalina.

Por outro lado, uma nanoparticula de o6xido de ferro natural que tem
despertado especial interesse € a ferrihidrita (FesOHs 4H20). Ela esta presente no
meio ambiente como uma nanoparticula, sendo muito abundante, tanto no solo
quanto no préprio corpo humano, compondo o nucleo da ferritina, que é a proteina
responsavel pelo armazenamento de ferro no organismo (CHILOM et al., 2020;
SVOBODOVA et al., 2020). Além disso, a sua area superficial (200 a 400 m?/g) é
muito maior que a dos outros 6xidos de ferro (<100 m2/g), o que confere a ferrihidrita
uma excelente capacidade adsortiva para moléculas organicas (PEREIRA et al.,
2019). Este fato, somado a sua habilidade de adsorver ions, faz com que este oxido
de ferro possua elevado potencial para remediar contaminantes industriais e naturais
(WEATHERILL et al., 2016). Em nossas buscas pela literatura, todavia, apesar da
importancia deste tema, ndo encontramos estudos avaliando a ag¢ao protetora da
ferrihidrita sobre os herbicidas em nenhum modelo experimental, in vitro ou mesmo
em diferentes espécies, como por exemplo, ratos e ratas.

Em suma, a literatura relata que os herbicidas Roundup®, glifosato e atrazina
apresentam uma série de efeitos toxicos sistémicos. Além disso, foi observado que
as nanoparticulas de oxido de ferro, em especial a ferrihidrita, apresentam diversas
caracteristicas fisico-quimicas interessantes e, por conta disso, elas se enquadram
como potenciais remediadoras dos herbicidas. Desta forma, para se preencher esta
lacuna de conhecimento, torna-se extremamente relevante verificar se a ferrihidrita é
capaz de proteger contra a toxicidade do herbicida glifosato e dos formulados
Roundup® e atrazina. Assim, este trabalho avaliou o papel protetor da ferrihidrita
sobre o herbicida glifosato e os produtos formulados Roundup® e atrazina. Com isso,
espera-se que a ferrihidrita seja capaz de proteger contra os efeitos do herbicida e

dos formulados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
O objetivo deste trabalho foi avaliar, em ratos e ratas, se a nanoparticula de
ferrihidrita é eficaz em evitar os efeitos toxicos provocados pelos herbicidas Roundup®,

glifosato e atrazina.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Por meio da administragao dos herbicidas e da ferrihidrita isoladamente ou da
associagao entre ambos, foram avaliados:
a) ingestao alimentar e peso corpdreo, para averiguar a saude e o desenvolvimento do
animal;
b) parametros plasmaticos (glicose, colesterol, AST, ALT, fosfatase alcalina, creatinina
e ferro) para detectar alteragdes metabdlicas e funcionais;
c) concentragédo de ferro no SNC, para determinar alteracdo na quantidade do metal,

pois 0 seu aumento é prejudicial para a fungao neural.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos, da linhagem Wistar, sendo 75 machos,
pesando entre 270 a 290 g, e 75 fémeas, pesando entre 240 a 260 g, provenientes
do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (CIF), em
gaiolas individuais, por 5 dias para ambientacdo antes dos experimentos, em
ambiente controlado de luz (ciclo 12 h claro/escuro) e temperatura (22 £ 2 °C) e com
alimento e agua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados no LaFiNeM-
Laboratério de Fisiologia Neuroendocrina e Metabolismo, do CIF, entre 9 e 11 h a
fim de minimizar interferéncias do ciclo circadiano. Este protocolo foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da UEL (CEUA; protocolo n°. 30861.2014.66,
OF.CIRC.CEUA n° 045/2015, Anexo 1, e OF.CIRC.CEUA n° 86/2021, Anexo 2).

3.2 HERBICIDAS

Foram adquiridos na ADAMA Brasil (Londrina, PR), o glifosato, na forma de
sal puro, e o formulado Roundup® Original (Monsanto do Brasil, LTDA), composto de
480 g/L de sal de isopropilamina de glifosato, 360 g/L de equivalente acido de n-
fosfonometil-glicina (glifosato) e 684 g/L de ingredientes inertes. O formulado da
atrazina (6-chloro-N2-ethyl-N4-isopropyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine), Gesaprim 500
CibaGeigy, foi adquirido na Agroterra Implementos e Defensivos Agricolas (lbipora-
PR) possuindo, em sua composicao, 500 g/L do principio ativo atrazina e 600 g/L de
ingredientes inertes.

Para todas as administragdes, foi utilizada caénula de gavagem apropriada

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

3.3 NANOPARTICULAS

A ferrihidrita (FesOHs 4H20) foi sintetizada em agua destilada (CORNELL;
SCHWERTMANN, 2003), caracterizada e analisada por diferentes técnicas fisico-
quimicas (CANHISARES-FILHO et al., 2015), pelos laboratérios: Quimica Prebiética
(LQP-UEL), Fisica Nuclear Aplicada (LFNA-UEL), Espectroscopia (SPEC-UEL) e
Agronomia Experimental (UEM), apresentando tamanho menor que 200 nm, area
superficial entre 200-400 m?.g™" e pHpzc entre 6,4-8,5; (PEREIRA et al., 2019).
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A ferrihidrita, dissolvida em agua destilada, foi administrada por gavagem, na
dose de 1.000 mg/kg de peso corpéreo tanto isolada quanto associada aos herbicidas.
Considerando que o glifosato interage fortemente com a ferrihidrita, que 80% desta
interacdo € como um complexo de esfera interna e que os grupos fosfato e amina
estdo envolvidos, a dose da nanoparticula foi escolhida baseada nessa capacidade

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

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais constituiram 15 grupos para cada género (5 ratos/grupo). Entre 9

e 11 h, 7 grupos receberam, por um dia (grupos D1), 1 dose de:

- (glifosato (G), 1000 mg/kg de peso corpdreo;

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

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

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

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

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

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

Outros 7 grupos receberam 4 doses,1 dose por dia por 4 dias (grupos D4) das
mesmas composi¢cdes. Para o grupo controle, os animais receberam agua de
torneira em 4 doses, sendo 1 dose por dia.

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

Previamente, foram realizados testes piloto com doses menores (100, 300 e
600 mg/kg) dos herbicidas, conforme indicado no guideline elaborado pela OECD
(2001). Porém, nao foram observadas alteracdes significativas em relagédo ao controle.
Como o objetivo do trabalho € averiguar o papel protetor da nanoparticula de

ferrihidrita, € necessario, impreterivelmente, que haja alteragbes provocadas pelo
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herbicida e pelos formulados a fim de se avaliar esse efeito protetor. Com isso, optou-
se pela dose de 1000 mg/kg, valor este que consta no guideline da EMA (2010) e que
€ a metade da dose maxima indicada pela OECD (2001). Além disso, foi usada a
mesma dose entre o herbicida glifosato e os formulados Roundup® e atrazina a fim de
se permitir as comparagdes entre o herbicida e os formulados. Por fim, outro ponto
observado no piloto é que, apos 4 dias, a mortalidade dos grupos era muito elevada
comprometendo a analise estatistica do estudo. Assim, as quatro administragdes e a
dose foram escolhidas a fim de provocar algum grau de mortalidade entre os animais,
fato este recomendado pelo guideline da OECD (2001), e alterar os parametros
avaliados neste trabalho.

Os grupos D1 foram realizados para determinar se apenas uma exposi¢ao ao
herbicida, aos formulados, a nanoparticula e as associagdes promovem alteracoes
nos parametros analisados.

Todos os animais foram pesados diariamente e a quantidade de alimento
ingerido foi quantificada. Os animais foram submetidos a eutanasia, por decapitacao,
24 h apds a ultima gavagem, sendo que o sangue foi coletado para as dosagens

quimicas e o cérebro retirado para determinagao de ferro (figura 2).

Gavagem: G, R, A, F, FG, FR ou FA
Pesagem

Eutandsia
m Coleta de sangue e encéfalo

v
|
i
1

al
<

I >
4 dias

1

Eutanasia

1
-5 Aclimatagao

O =l

—w-

Coleta de sangue
e encéfalo

Gavagem: C, G, R, A, F, FG, FR ou FA
Pesagem e avaliacao da ingestao alimentar

Figura 1. Linha temporal do protocolo experimental dos ratos e ratas que receberam,
via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corporeo) unica diaria, por um dia (grupos D1)
ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C, controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup®

(R), atrazina (A), ou a combinagao da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA).
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3.5 AVALIAGAO DO PESO CORPOREO E DA INGESTAO ALIMENTAR

A partir dos valores obtidos do peso corpoéreo, foi calculado o delta (A) do peso
corporeo, sendo: A = [peso final (dia da eutanasia:D1 ou D4) - peso inicial (primeiro
dia de tratamento:DO0)]. Para o calculo da ingestado alimentar, foram oferecidos aos
animais 100 g de ragdo balanceada para roedores (Nuvilab CR1, Nuvital®) e, apds 24
h, as sobras foram pesadas. A partir da diferenca entre o valor inicial e o final, foi
calculada a quantidade diaria de alimento ingerido, sendo expressa em g/100 g de
peso corporeo. A partir deste valor, a area sob a curva da ingestéo alimentar (AUC) ao

longo dos quatro dias de tratamento foi determinada para cada animal.

3.6 EUTANASIA

Imediatamente apdés a decapitagdo, o sangue foi coletado em tubos
heparinizados, que foram centrifugados a 14.000 x g, por 20 min, a 4 °C, e o plasma
obtido foi armazenado em freezer (-20 °C) para posteriores analises quimicas.
Foram também retirados os encéfalos, sendo descartada a porcdo imediatamente
caudal do bulbo apés o cerebelo, e armazenados em freezer a -86 °C, para posterior

determinacao de ferro.

vista lateral . vista dorsal
A

Figura 2. Encéfalo de rato. Os retdngulos vermelhos delimitam a
area utilizada para homogeneizagao e quantificagdo de ferro. Fonte:

proprio autor.

3.7 DOSAGENS QUIMICAS

3.7.1 Glicose

A quantificagado de glicose foi realizada por meio de kit comercial enzimatico
colorimétrico (Glicose BioLiquid, Laborclin, PR) baseado no método de Trinder
(TRINDER, 1969). Nesta reacgdo, a glicose plasmatica € oxidada pela glicose

oxidase formando acido glicbnico e peroxido de hidrogénio. O perdxido de
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hidrogénio, por sua vez, reage com a 4-aminoantipirina e com o fenol e, por meio da
peroxidase, ocorre a formagao da quinoneimina, um complexo de cor vermelha. A
absorbancia das amostras foi mensurada em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-Vis
1203), sendo que a intensidade da coloragdo € proporcional a concentragdo de

glicose presente na amostra. Os resultados foram expressos em mg/dL.

3.7.2 Colesterol Total

O colesterol total foi quantificado por meio de kit comercial enzimatico
colorimétrico (Analisa) baseado no método de Allain (ALLAIN et al.,, 1974). Nesta
reacao, os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela enzima colesterol esterase.
Como resultado, ocorre a formacédo de colesterol livre e de acidos graxos. Em
seguida, o colesterol livre &€ oxidado pela colesterol oxidase formando colest-4-en-3-
ona e peroxido de hidrogénio. Na préxima etapa, o perdxido reage com o fenol e a 4-
aminoantipirina e, por meio da enzima peroxidase, ocorre a formagao de
quinoneimina, um complexo de cor vermelha. A intensidade da coloragédo é
proporcional a concentracdo de colesterol presente na amostra e a absorbancia foi
mensurada em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-Vis 1203). Os resultados foram

expressos em mg/dL.

3.7.3 Aspartato Aminotransferase (AST)

A atividade plasmatica de AST foi determinada por meio de kit comercial
colorimétrico (Analisa) baseado no método de Reitman-Frankel (REITMAN;
FRANKEL, 1957). Por este método, a AST catalisa a transferéncia do grupo amina
do aminoacido aspartato para o a-cetoglutarato, formando glutamato e oxaloacetato.
Em seguida, o oxaloacetato reage com a 2-4-dinitrofenilhidrazina formando a
hidrazona, a qual adquire coloragdo maxima devido a adicdo de hidroxido de sddio.
A intensidade da coloragao resultante é proporcional a atividade da AST presente na
amostra (MOHUN; COOK, 1957). Por fim, a absorbancia foi mensurada em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-Vis 1203) e os resultados foram expressos em U/L

(U= unidade de atividade enzimatica).

3.7.4 Alanina Aminotransferase (ALT)
A atividade plasmatica de ALT foi quantificada utilizando um kit comercial

colorimétrico (Analisa) que se baseia no método de Reitman-Frankel (REITMAN;
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FRANKEL, 1957). A ALT catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina para o a-
cetoglutarato, formando glutamato e piruvato. O piruvato, por sua vez, reage com a 2-
4-initrofenilhidrazina formando a hidrazona, a qual adquire coloragédo maxima por meio
da adi¢ao de hidroxido de sodio. A intensidade da coloragao resultante € proporcional
a atividade da ALT presente na amostra (MOHUN; COOK, 1957). Por fim, a
absorbancia foi mensurada em espectrofotbmetro (Shimadzu UV-Vis 1203) e os

resultados foram expressos em U/L.

3.7.5 Fosfatase Alcalina

A atividade plasmatica da fosfatase alcalina foi mensurada por meio de kit
comercial cinético-colorimétrico (Analisa), o qual utiliza uma modificagdo da
metodologia proposta por Roy (ROY, 1970). Nesta analise, a fosfatase alcalina
presente na amostra hidrolisa o substrato de timolftaleina monofosfato, liberando
timolftaleina e fosfato inorganico. Por meio da adigdo de hidréxido de sédio, a agéo
enzimatica é inibida e a timolftaleina adquire cor azul. A intensidade da coloragao
resultante é proporcional a atividade da fosfatase alcalina presente na amostra. Por
fim, a absorbéancia foi mensurada em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-Vis 1203) e

os resultados foram expressos em U/L.

3.7.6 Creatinina

A concentragdo de creatinina foi determinada por meio de kit comercial
(Analisa), que utiliza uma modificagdo da metodologia colorimétrica do picrato-
alcalino proposta inicialmente por Jaffe, em 1886 (HEINEGARD; TIDERSTROM,
1973). A creatinina e os interferentes cromogénios presentes na amostra reagem
com o picrato alcalino formando um complexo colorido. Neste momento é realizada
a leitura no espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-Vis 1203) para a obteng¢ao da primeira
absorbancia (A1). A adigdo de um acidificante reduz o pH da solugéo para 5,0, o que
decompbe o complexo que a creatinina formou com o picrato alcalino (picrato de
creatinina), mas deixa inalterada a cor derivada dos interferentes cromogénios. Com
isso, € realizada a segunda leitura no espectrofotbmetro para a obtencédo da
segunda absorbancia (A2). A absorbancia a ser considerada para a quantificagdo da
creatinina resulta da subtragdo da primeira com a segunda absorbéancia (A1 — A2).

Isso permite que o calculo seja realizado apenas em fungdo da creatinina,
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desconsiderando a absorbancia proveniente dos interferentes cromogénios. Por fim,

os resultados foram expressos em mg/dL.

3.7.7 Ferro

A quantificagcao de ferro foi realizada tanto nos plasmas quanto nos encéfalos.
Os encéfalos foram homogeneizados e os homogenatos foram desidratados a 60 °C.
O tecido totalmente seco foi digerido, de acordo com o método de Alves e Wood
(2006), com solugdo de HNOs ultrapuro 5 N (1:20, peso/volume) e entdo mantido a
60 °C por 48 horas resultando em uma solucao de tecido nervoso digerido. A partir,
tanto dessa solugédo quanto dos plasmas, foi realizada a determinacéo de ferro em
espectrometro de absor¢cdo atdbmica com atomizador de forno de grafite (AAnalyst
700, Perkin-Elmer). A curva de calibragéo foi realizada utilizando solugéo padrao de
ferro (Ultra Scientific, USA). Por fim, a concentracdo de ferro dos encéfalos foi
expressa em ug/g de tecido nervoso seco, enquanto que a concentragdo de ferro

nos plasmas foi expressa em mg/L.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados que atenderam os pressupostos de normalidade e de
homogeneidade foram submetidos ao teste paramétrico ANOVA oneway. Nos dados
em que o ANOVA indicou diferenca entre as médias, foi utilizado o pds-teste de
Student Newman Keuls (SNK). Os dados submetidos ao teste paramétrico foram
expressos em graficos de barras como média e erro padrao da média. Nos casos em
que os pressupostos de normalidade e/ou de homogeneidade nao foram atendidos,
foi utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal Wallis seguido do pds teste de Dunn. Os
dados submetidos ao teste ndo paramétrico foram expressos em graficos de boxplot
como mediana, primeiro e terceiro quartis. O tamanho de efeito, tanto para as
analises paramétricas quanto para as analises nao paramétricas, foi calculado pelo
eta quadrado (n?) (TOMCZAK; TOMCZAK, 2014). O nivel de significancia

considerado foi p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA NANOPARTICULA DE FERRIHIDRITA

A nanoparticula de oxido de ferro ferrihidrita isoladamente ndo provocou
mortalidade (tabela 1), ndo alterou peso corpéreo e nem ingestdo alimentar durante
os periodos de administragao (D1 e D4), tanto em machos (figura 3) como em
fémeas (figura 4). As unicas alteragbes observadas foram reducdo plasmatica de
ALT (figura 8) nos grupos de fémeas em D1 (p=0,046) e em D4 (p=0,022) e redugéo

plasmatica da fosfatase alcalina (p=0,028) nos grupos de fémeas em D1 (figura 8).

4.2 EFEITO DO GLIFOSATO E DA ASSOCIAGAO DE FERRIHIDRITA COM GLIFOSATO

O glifosato ndo provocou mortalidade (tabela 1) nos machos ou nas fémeas,
nem a associac¢ao da ferrihidrita com o glifosato no periodo estudado. O glifosato
promoveu reducao (p=0,015) do peso corpéreo (figura 4) nas fémeas do grupo D4
em relagdo ao controle e redugdo da ingestdo alimentar, durante o periodo
estudado, tanto para os machos (p<0,001; figura 3) quanto para as fémeas
(p=0,033; figura 4), comparados com os respectivos controles. Por outro lado,
quando a ferrihidrita foi administrada com o glifosato, ndo houve diminuicdo do peso
corporeo para as fémeas do grupo D4 (figura 4) e a ingestdo de alimentos foi
semelhante ao controle tanto para o grupo de machos (figura 3) quanto para o de
fémeas (figura 4) em relacdo ao controle. Nenhum dos parédmetros plasmaticos
(figura 5, figura 6, figura 7, figura 8, figura 9 e figura 10) avaliados ou de ferro no
cérebro (figura 9 e figura 10) se alteraram nesses grupos somente com glifosato ou

com ferrihidrita mais glifosato nos periodos estudados.
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Tabela 1. Dados de mortalidade (%) de ratos e ratas.

Mortalidade
(%)
grupos D1 D4
C 0 0
F 0 0
G 0 0
Ratos FG 0 0
R 0 80
FR 0 80
A 0 0
FA 0 20
grupos D1 D4
C 0 0
F 0 0
G 0 0
Ratas FG 0 0
R 0 100
FR 0 0
A 0 20
FA 0 20

Os animais receberam, via gavagem, dose (1000
mg/kg de peso corporeo) unica diaria, por um dia
(grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C,
controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R)

ou atrazina (A), ou a combinagdo da nanoparticula

com os herbicidas (FG, FR e FA).

29
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Figura 3. APeso corpéreo (g) e quantidade de alimento ingerido (g/100 g de peso
corporeo) de ratos que receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso
corporeo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C,
controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R) ou atrazina (A), ou a
combinagdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). AUC (area sob a
curva): quantidade ingerida de alimento durante 4 dias. Peso corporeo (analise por
Kruskall Wallis), sendo em D1: H(7)=46,04; p<0,001; n°=53,48; e em D4 H(5)=22,72;
p<0,001; 1?=65,63%. AUC (analise por ANOVA oneway): F(5,28)=33,96; p<0,001;
n%=85,84%. Graficos boxplot: mediana, primeiro e terceiro quartis. Grafico de barras:
meédia e erro padrdo da média. Numero de animais do grupo na respectiva barra.

*Diferente do grupo C. #Diferente do respectivo grupo somente com herbicida.
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Figura 4. APeso corpéreo (g) e quantidade de alimento ingerido (g/100 g de peso

corporeo) de ratas que receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso
corporeo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C,
controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R) ou atrazina (A), ou a
combinagdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). AUC (area sob a
curva): quantidade ingerida de alimento durante 4 dias. Peso corpéreo em D1
(analise por Kruskall Wallis): H(7)=30,30; p<0,001; n?=44,71%. Peso corporeo em
D4 (analise por ANOVA oneway): F(6,24)=7,51; p<0,001; n>=65,25%. AUC (analise
por ANOVA oneway):. F(6,26)=10,59; p<0,001; n?=70,97%. Graficos boxplot:
mediana, primeiro e terceiro quartis. Grafico de barras: média e erro padrao da

média. Numero de animais do grupo na respectiva barra. *Diferente do grupo C.
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Figura 5. Valores plasmaticos de glicose (mg/dL), colesterol total (mg/dL) e creatinina
(mg/dL) de ratos que receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corpéreo)
Unica diaria, por um dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C, controle),
ferrinidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R) ou atrazina (A), ou a combinagdo da
nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). Glicose (analise por ANOVA
oneway), sendo em D1: F(7,30)=5,69; p<0,001; n?=57,03%; e em D4: F(5,22)=9,67;
p<0,001; 1n?=68,73. Colesterol D1 (andlise por Kruskall Wallis): H(7)=7,42; p=0,387;
n%=1,34%. Colesterol D4 (andlise por ANOVA oneway): F(5,20)=4,47; p=0,007;
n%=52,77%. Creatinina (analise por ANOVA oneway), sendo em D1: F(7,29)=3,41;
p=0,009; n?=45,16%; e em D4: F(5,27)=1,20; p=0,334; n?=18,21%. Gréfico boxplot:
mediana, primeiro e terceiro quartis. Graficos de barras: média e erro padrao da média.
Numero de animais do grupo na respectiva barra. *Diferente do grupo C. #Diferente do
respectivo grupo somente com herbicida.
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Figura 6. Valores plasmaticos de glicose (mg/dL), colesterol total (mg/dL) e
creatinina (mg/dL) de ratas que receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso
corporeo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C,
controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R) ou atrazina (A), ou a
combinagao da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). Glicose (analise por
ANOVA oneway), sendo em D1: F(7,30)=3,33; p=0,01; n?=43,74%; e em D4:
F(6,23)=3,15; p=0,021; n?= 45,08%. Colesterol (analise por ANOVA oneway), sendo
em D1: F(7,30)=1,9; p=0,105; n°=30,71%; e em D4: F(6,23)=2,22; p=0,077;
n%=36,72%. Creatinina (analise por ANOVA oneway), sendo em D1: F(7,32)=2,33;
p=0,048; n?= 33,80%; e em D4: F(6,24)=5,54; p=0,001; n?=58,08%. Grafico de
barras: média e erro padrdo da média. Numero de animais do grupo na respectiva
barra. *Diferente do grupo C. #Diferente do respectivo grupo somente com herbicida.
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Figura 7. Valores plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST, U/L), alanina
aminotransferase (ALT, U/L) e fosfatase alcalina (U/L) de ratos que receberam, via
gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corpdreo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou
por 4 dias (grupos D4) de agua (C, controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R)
ou atrazina (A), ou a combinacdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA).
AST D1 (andlise por ANOVA oneway): F(7,30)=2,85; p=0,021; 1°=39,91%. AST D4
(andlise por Kruskall Wallis): H(5)=12,65; p=0,027; n?=31,86%. ALT D1 (analise por
Kruskall Wallis): H(7)=17,35; p=0,015; 1?=32,33%. ALT D4 (analise por ANOVA
oneway): F(5,27)=2,30; p=0,073; °=29,82%. Fosfatase alcalina (analise por ANOVA
oneway), sendo em D1: F(7,32)=1,49; p=0,206; ?=24,60%; e em D4: F(5,27)=1,88;
p=0,132; n?=25,80%. Graficos boxplot: mediana, primeiro e terceiro quartis. Gréaficos de
barras: média e erro padrao da média. Numero de animais do grupo na respectiva
barra.
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Figura 8. Valores plasmaticos de aspartato aminotransferase (AST, U/L), alanina
aminotransferase (ALT, U/L) e fosfatase alcalina (U/L) de ratas que receberam, via
gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corpdreo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou
por 4 dias (grupos D4) de agua (C, controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R)
ou atrazina (A), ou a combinagdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA).
AST (analise por ANOVA oneway), sendo em D1: F(7,29)=3,73; p=0,005; 1?>=47,39%;
e em D4: F(6,23)=0,68; p=0,666; n1°=15,09%. ALT (andlise por ANOVA oneway), sendo
em D1: F(7,29)=3,68; p=0,006; n?=46,19%; e em D4: F(6,27)=3,35; p=0,014; n?=42,65%.
Fosfatase alcalina D1 (analise por ANOVA oneway): F(7,32)=4,55; p=0,001;
n%=49,87%. Fosfatase alcalina D4 (analise por Kruskall Wallis): H(6)=18,27; p=0,006;
n%=47,18%. Gréafico boxplot. mediana, primeiro e terceiro quartis. Graficos de barras:
média e erro padrdo da média. Numero de animais do grupo na respectiva barra.
*Diferente do grupo C. #Diferente do respectivo grupo somente com herbicida.
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Figura 9. Valores plasmaticos de ferro (mg/L) e de ferro no encéfalo (ug/g de tecido
nervoso) de ratos que receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso
corporeo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C,
controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R) ou atrazina (A), ou a
combinagdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). Ferro plasmatico
(analise por Kruskall Wallis), sendo em D1: H(7)=17,64; p=0,014; n?>=34,33%; e em
D4: H(5)=8,50; p=0,131; n?>=12,97%. Ferro no encéfalo (analise por Kruskall Wallis),
sendo em D1: H(7)=7,88; p=0,343; 1n?=2,76%; e em D4: H(5)=11,12; p=0,049;
n%=23,55%. Graficos boxplot. mediana, primeiro e terceiro quartis. Nimero de

animais do grupo na respectiva barra.
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Figura 10. Valores plasmaticos de ferro (mg/L) e de ferro no encéfalo (ug/g de tecido
nervoso) de ratas que receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso
corporeo) unica diaria, por um dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de agua (C,
controle), ferrihidrita (F), glifosato (G), Roundup® (R) ou atrazina (A), ou a
combinagdo da nanoparticula com os herbicidas (FG, FR e FA). Ferro plasmatico
(analise por Kruskall Wallis), sendo em D1: H(7)=30,97; p<0,001; n?>=74,89%; e em
D4: H(6)=28,68; p<0,001; 1n?=90,70%. Ferro no encéfalo (analise por ANOVA
oneway), sendo em D1: F(7,32)=11,55; p<0,001; n°=71,65%; e em D4: F(6,26)=6,50;
p<0,001; n?=59,98%. Graficos boxplot: mediana, primeiro e terceiro quartis. Graficos
de barras: média e erro padrdo da média. Numero de animais do grupo na

respectiva barra. *Diferente do grupo C.
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4.3 EFEITO DO ROUNDUP® E DA ASSOCIAGAO DE FERRIHIDRITA COM ROUNDUP®
Analisando a tabela 1, verifica-se que apenas uma dose de Roundup® ou de
ferrinidrita associada ao Roundup®, nos machos ou nas fémeas (grupos D1) ndo
provocou mortalidade (tabela 1). Nos grupos de machos D4, verifica-se que tanto o
Roundup® sozinho (grupo R) quanto associado a ferrihidrita (grupo FR) provocaram
80% de mortalidade nos machos. Por outro lado, no grupo de fémeas D4, houve
mortalidade de 100% quando receberam apenas Roundup® mas quando a
ferrinidrita foi administrada com o Roundup®, a mortalidade desse grupo foi zero
(0%). Para os grupos cuja mortalidade foi de 80% ou 100%, nao foi possivel realizar
a analise estatistica, em relacdo aos outros parametros avaliados. Os machos que
receberam ferrihidrita associado ao Roundup® (figura 3), apresentaram perda de
peso (p<0,001) logo no primeiro dia (grupo D1). As fémeas do grupo D1, que
receberam Roundup®, apresentaram redugdo do peso corpdreo (p<0,05; figura 4)
em relagcédo ao controle (grupo C), mas as fémeas do grupo FR D4, apesar de terem
apresentado reducéo do peso corporeo (p<0,001) e da ingestao alimentar (p=0,003),
sobreviveram até o final do protocolo, ao contrario do grupo R, onde a mortalidade
foi de 100% (tabela 1). Com relagéo aos outros parametros avaliados, encontrou-se
aumento (p=0,011) da glicemia para os machos R D1 (figura 5) comparado com o
grupo controle. Os outros parametros nao se alteraram (figura 7 e figura 9).
Analisando as fémeas em relagcdo ao respectivo controle, observou-se diminuicao
(p=0,027) da glicemia (figura 6) para o grupo FR D4, diminuicdo da fosfatase alcalina
(figura 8) para os grupos R D1 (p=0,015) e FR D1 (p=0,024), e aumento da

concentracao de ferro plasmatico (figura 10) para o grupo FR D4 (p<0,05).

4.4 EFEITO DA ATRAZINA E DA ASSOCIACAO DE FERRIHIDRITA COM ATRAZINA

Nos animais que receberam uma dose de atrazina, machos ou fémeas, nao
foi observada mortalidade (tabela 1). No entanto, 4 doses de atrazina promoveram
20% de mortalidade nas fémeas e 4 doses da associagdo da ferrihidrita com a
atrazina promoveram 20% de mortalidade, tanto nos machos quanto nas fémeas.
Diminuicdo do peso corpéreo do grupo A (figura 3 e figura 4), em relagdo aos
respectivos controles, foi observado nos machos (D1: p<0,05 e D4: p<0,05) e nas
fémeas (D4: p=0,002), assim como, redugdo na ingestdo alimentar (machos:
p<0,001; fémeas: p=0,003). Com a associagao do herbicida a ferrihidrita, verificou-se

que nos grupos D4, ocorreu redugédo do peso corporeo (machos: p=0,004; fémeas:
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p<0,05) e da ingestdo alimentar (AUC machos: p<0,001; AUC fémeas: p=0,004).
Vale pontuar que a ingestao alimentar dos machos do grupo FA foi menor do que a
ingestédo do grupo A (p<0,001). Quando somente atrazina foi administrada, verificou-
se nas fémeas, comparadas com o controle C: diminui¢cdo plasmatica de fosfatase
alcalina (figura 8) no grupo D1 (p=0,018) e aumento de ferro no encéfalo (figura 10)
nas fémeas D1 (p<0,001) e D4 (p=0,024); nos grupos FA, essas alteracdes
permaneceram, isto é, reducao da fosfatase alcalina plasmatica (D1: p=0,004 e D4:
p<0,05) e elevagdo da concentragcdo de ferro no encéfalo (D1: p<0,001 e D4:
p=0,003). Por outro lado, nos machos, a associagao da nanoparticula com a atrazina
(grupo FA) promoveu, em D4, aumento significativo das concentragdes de glicose
(p<0,001) e de colesterol (p=0,005), comparados com o grupo C (figura 5) e também
comparados ao grupo A (glicose: p<0,001 e colesterol: p=0,012), sendo que o grupo

A D4 nao diferiu estatisticamente do controle.

Todos os resultados acima descritos estdo agrupados em uma unica tabela
(tabela 2). Nesta tabela, além dos efeitos dos herbicidas e da nanoparticula isolados
ou em associagao, podem ser avaliados os efeitos dos herbicidas quanto aos

parametros analisados em cada grupo de ratos e ratas estudado.
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Tabela 2. Resultados encontrados dos parametros avaliados em ratos Wistar, que
receberam, via gavagem, dose (1000 mg/kg de peso corpéreo) unica diaria, por um
dia (grupos D1) ou por 4 dias (grupos D4) de nanoparticula de ferrihidrita (F);
glifosato (G); ferrihidrita com glifosato (FG); Roundup® (R); ferrihidrita com
Roundup®(FR); atrazina (A); ferrihidrita com atrazina (FA). & machos. Q: fémeas. =:
semelhante ao controle. x: parametro ndo se aplica ao grupo em questdo. 1:

aumento em relagdo ao controle. |: redu¢cdo em relagcéo ao controle.

Grupos | Mortalidade éeds?) ;rl‘i?neesrtxﬁaor Glicose | Colesterol | Creatinina | AST | ALT F;)Iifsltiize plazlrar:ré?ico Esge'of;g
4D1 0 = X = = = = = = = =
F 4 D4 0 = = = = = = = = = =
D1 0 = X = = = = { { = =
Q D4 0 = = = = = = 1 = = =
4D1 0 = X = = = = = = = =
G 4 D4 0 = s = = = = = = = =
QD1 0 = X = = = = = = = =
0 D4 0 1 1 = = = = | = = = =
3D1 0 = X = = = = = = = =
FG & D4 0 = = = = = = = = = =
QD1 0 = X = = = = = = = =
Q D4 0 = = = = = = = = = =
3D1 0 = X i) = = = = = = =
R 6\ D4 80% X X X X X X X X X X
QD1 0 N X = = = = = = =
9 D4 100% X X X X X X X X X X
4D1 0 { x = = = = = = = =
FR 6\ D4 80% X X X X X X X X X X
QD1 0 = x = = = = = { = =
Q D4 0 { { { = = = = = t =
3D1 0 $ X = = = = = = = =
A A4 D4 0 { { = = = = = = = =
QD1 0 = X = = = = = { = 1
Q D4 20% { { = = = = = = = 1
3D1 0 = X = = = = = = = =
EA & D4 20% J { 0 0 = = = = = =
QD1 0 = X = = = = = { = T
Q D4 20% N { = = = = = { = T
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5 DISCUSSAO

O presente protocolo, com uma e quatro administragdes, permitiu verificar os
efeitos téxicos do herbicida e dos formulados além do papel protetor da ferrihidrita.
Constatou-se que a nanoparticula ndo protegeu das alteragbes provocadas pela
atrazina, mas impediu as altera¢des provocados pelo glifosato e a elevada mortalidade
causada pelo Roundup® nas fémeas.

A nanoparticula isolada n&o provocou alteragdo da grande maioria dos
parametros avaliados, sendo que as Unicas mudancas constatadas foram reducio da
atividade plasmatica de ALT e da fosfatase alcalina nas fémeas. Neste contexto,
alguns autores afirmam que redugdes das atividades plasmaticas de enzimas, como
a ALT e a fosfatase, constatadas neste estudo, ndo tem importancia toxicolégica
(KURTZ; TRAVLOS, 2017; WILLARD; TWEDT, 2012), o que nos permite dizer, que
a nanoparticula de ferrihidrita ndo apresentou toxicidade na dose e tempos utilizados
neste estudo.

Buscando dados da literatura é possivel constatar que, dependendo do oxido
de ferro, dose e via de administragao utilizados o resultado pode variar. Askri et al.
(2019) administraram dose unica, via gavagem, de 100 ou 200 mg/kg de magnetita
em ratos Wistar. Da mesma forma como no presente trabalho, os autores nao
observaram alteragbes no peso corporeo, glicose, colesterol, creatinina e na
atividade plasmatica de AST e da fosfatase alcalina; todavia, constataram aumento
da atividade de ALT na dose de 200 mg/kg, o que contrasta com 0S nossos
achados. Attaran et al. (2018) administraram nanoparticulas de hematita (200 mg/kg)
em ratos Wistar machos, por via intraperitoneal, durante trés dias, observando que
as atividades plasmaticas de ALT e de fosfatase alcalina nao se alteraram, enquanto
que a atividade da AST aumentou, o que também contrasta com o0s nossos
resultados. Por fim, Gaharwar, Meena e Rajamani (2019) avaliaram a nanoparticula de
hematita em ratos Wistar, por meio de 4 administragdes intravenosas, uma por semana,
de trés doses diferentes (7, 15 e 30 mg/kg). Nao foi observada mortalidade ou
alteracdes no peso corpoéreo. No entanto, a dose maior promoveu diminuigdo da
ingestao alimentar nos primeiros dias de tratamento e elevagdo nas concentragbes de
ferro no sangue e no cérebro, o que contrasta com os nossos resultados em que nao

houve alteracdo desses parametros.
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Com relagao ao glifosato, constatamos apenas diminuigdo do peso corporeo e
da ingestao alimentar, tanto em machos quanto em fémeas. No que diz respeito a
essas alteragdes, Gad e Chengelis (1997), afirmaram que o peso corpéreo e a
ingestdo alimentar sdo frequentemente utilizados como parametros de avaliagao
toxicologica. Além disso, a habilidade do animal de ganhar ou de manter o peso
pode ser considerada um indicador sensivel, mas nao especifico, da sua saude. A
partir dessas informagbes é factivel dizer que o glifosato, em 4 doses, exerceu
toxicidade nos animais. Alguns estudos da literatura também encontraram altera¢des
promovidas pelo glifosato. Benedetti et al. (2004) administraram, via gavagem,
glifosato em trés doses diferentes (4,87; 48,7 e 487 mg/kg) a cada 2 dias durante 75
dias em ratos Wistar machos. Foi observado que as trés doses levaram ao aumento da
atividade plasmatica de ALT, enquanto que somente as doses média e maxima
elevaram a atividade de AST. Soudani et al. (2019) verificaram que o glifosato (50
mg/kg) administrado intraperitonealmente a cada dois dias durante 15 dias provocou
aumento da atividade plasmatica de AST e de ALT e redugéo da atividade da fosfatase
alcalina. Tizhe et al. (2014), ao administrarem 375 mg/kg de glifosato, por via oral,
durante 8 semanas, ndo observaram alteragdes na atividade plasmatica de AST e de
ALT, assim como ocorreu no nosso trabalho.

As alteragbes no peso corporeo e ingestdo alimentar provocadas pelo
glifosato foram evitadas quando associamos o glifosato com a nanoparticula de
ferrihidrita; observamos aqui um cenario de protecdo contra as alteracoes
provocadas pelo herbicida isoladamente. Somado a isso, a associagdo da
nanoparticula com o herbicida n&o provocou nenhuma outra alteracdo nos
parametros avaliados. Com isso, pode-se afirmar que a nanoparticula apresentou
um papel benéfico quando associada ao glifosato, visto que protegeu contra as
alteracbes provocadas pelo herbicida e esta associagdo, além disso, ndo provocou
nenhuma outra alteragao adicional. Todos esses fatos estdo em consonancia com a
hipétese elaborada no inicio da execugao deste trabalho.

Apesar de nao haver estudos que avaliaram a acdo de nanoparticulas de
oxido de ferro contra as ag¢des do glifosato em mamiferos, encontramos um trabalho
que fez essa avaliagéo in vitro. Silva et al. (2020) utilizaram 3 concentragdes de
goethita (1, 10 e 100 mg/L), uma de glifosato (3,6 mg/L), uma de Roundup® (10
mg/L), além das diferentes combinagdes da goethita com glifosato e com Roundup®

em linhagem celular de hepatocitos de Danio rerio (zebrafish). Os autores
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observaram que, conforme a concentragdo do o6xido de ferro aumentava, tanto
isoladamente quanto em conjunto com os herbicidas, aumentava também a
concentracdo de ferro em solugdo. Foi constatado, dentre outras acdes, que a
goethita isolada provocou redugao da atividade mitocondrial e da integridade dos
lisossomos além de genotoxicidade, enquanto que o glifosato sozinho ou em
conjunto com a goethita ndo alterou esses parametros. Com isso, quando associado
ao glifosato, os efeitos tdéxicos da goethita desapareceram. Apesar de os parametros
avaliados e o modelo experimental do presente trabalho e do estudo de Silva e
colaboradores serem completamente distintos, ambos utilizaram 6xidos de ferro. No
entanto, enquanto a ferrihidrita sozinha ou associada ndo apresentou toxicidade,
promovendo, inclusive, efeito protetor contra este herbicida, a goethita se mostrou
téxica e a associagdo como o glifosato mitigou essa resposta téxica, demonstrando
mais uma vez que cada Oxido de ferro apresenta um efeito diferente que esta
associado a dose, tempo de estudo e protocolos in vitro ou in vivo.

Com relacdo ao Roundup® observou-se que o produto formulado provocou
maior toxicidade em relagdo ao seu principio ativo glifosato, fato este evidenciado
pela elevada mortalidade constatada tanto nos machos quanto nas fémeas.

Com relagao ao que a literatura aponta, Caglar e Kolankaya (2008), utilizando
ratos Wistar machos e fémeas, administraram Roundup® em duas doses (56 e 560
mg/kg) durante dois periodos diferentes (5 e 13 semanas). N&do houve alteracdo de
creatinina e da atividade plasmatica de AST e de ALT, como observamos no presente
trabalho. Todavia, ndao foram observadas alteragdes no peso corpdreo, o que se
contrapde ao nosso estudo. Owagboriaye et al. (2019) administraram, via gavagem,
Roundup® ou glifosato em 3 doses (3,6, 50,4 ou 248,4 mg/kg) durante 12 semanas
em ratos Wistar machos. Foi visto que o Roundup® provocou aumento dose
dependente de corticosterona, enquanto que o glifosato nao alterou este parametro.
Estda bem estabelecido que a corticosterona, o glicocorticoide presente nos ratos,
promove aumento da glicemia por uma série de mecanismos de acgao e foi
justamente isso o que os autores constataram. Foi observado que o Roundup®, na
dose mais alta, provocou aumento de glicose, enquanto que o glifosato nao, ou seja,
um perfil de resposta semelhante ao encontrado no nosso estudo, corroborando o
fato de o herbicida formulado provocar mais alteragdes que apenas o ingrediente

ativo. Com isso, podemos sugerir que o aumento de glicose provocado pelo
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Roundup® no nosso estudo pode ter sido causado por elevagdo nas concentragdes
de corticosterona.

Outro ponto a ser esclarecido € com relagao a atividade reduzida da fosfatase
alcalina que foi observada nas fémeas apds uma dose de Roundup®. Como foi dito
anteriormente, alguns autores afirmam que redugdes das atividades plasmaticas de
enzimas, como a fosfatase, ndo tem importancia toxicolégica (KURTZ; TRAVLOS,
2017; WILLARD; TWEDT, 2012). Todavia, vale esclarecer que, em ratos, a
fosfatase alcalina circulante é oriunda, predominantemente, do intestino e também
dos ossos. Com isso, o aumento da ingestdo alimentar pode elevar a atividade
plasmatica da fosfatase, enquanto que a redugdo no consumo de alimentos pode
diminuir a atividade desta enzima (BOONE et al., 2005; KURTZ; TRAVLOS, 2017).
No presente estudo, a AUC dos animais que receberam o Roundup® nio foi
calculada, por conta da elevada mortalidade, mas foi possivel constatar que antes
dos animais morrerem, a sua ingestao alimentar (dados nao apresentados) estava
muito reduzida em comparacdo com a do controle. Com isso, a menor atividade da
fosfatase alcalina observada neste estudo pode ter relagdo com essa ingestédo
alimentar diminuida.

Reforgando a ideia de maior toxicidade do Roundup®, Dedeke et al. (2018)
administraram, via gavagem, glifosato ou Roundup® em 3 doses (3,6, 50,4 ou 248,4
mg/kg) durante 12 semanas em ratos Wistar machos. Os autores observaram que o
Roundup® induziu dano renal severo, distorgdes na histoarquitetura do cortex renal,
expansao do espago urinario e necrose tubular. Além disso, o Roundup® provocou
reducdo de enzimas ligadas a membrana nos rins, aumento de ureia e de creatinina
e disturbios na cistatina-C plasmatica (marcador de funcionamento renal) e no NGAL
(lipocalina associada a gelatinase de neutréfilos; indicador de doenga renal). Por
ultimo, os autores afirmam que a toxicidade renal observada nao pode ser creditada
ao ingrediente ativo, visto que o glifosato sozinho ndo provocou nenhum dano aos
rins.

Um dos motivos que explicam esse perfil de resposta tdo distinto em relacao
ao glifosato € que o Roundup® e outros formulados a base de glifosato, além de
possuirem o ingrediente ativo (glifosato) na sua formulagdo, apresentam outros
ingredientes denominados de inertes, os quais sao utilizados para aumentar a
eficacia do ingrediente ativo. Porém, é preciso interpretar com cautela o termo inerte,

visto que ele é referente apenas ao modo de acdo do herbicida sobre a planta
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invasora e nao ao fato dele ndo provocar nenhuma toxicidade. Um ponto importante
a ser salientado é que os ingredientes inertes sdo enquadrados como segredo
industrial e a composigdo exata deles ndo € divulgada pelos fabricantes, o que
dificulta o acesso a essa informagdo. Somado a isso, as companhias utilizam um
nome comercial, como Roundup® original ou Roundup® ultra, que nio reflete a
composi¢ao da formulagao do herbicida. Isso permite a alteragdo dessa formulagéao,
mas sem alterar o nome comercial. Como consequéncia, diferentes estudos que
utilizaram herbicidas com o mesmo nome comercial podem apresentar resultados
diferentes por conta dessa diferenga de formulagdo, causando problemas de
reprodutibilidade (MESNAGE; BENBROOK; ANTONIOU, 2019; WEINHOLD, 2010).

Dentre os ingredientes inertes das formulagdes de glifosato, os maiores
constituintes sdo os surfactantes, sendo os mais comuns as aminas etoxiladas,
também conhecidas como POEAs. POEA ¢é o acronimo para polioxietileno amina e
engloba uma classe de surfactantes com uma estrutura quimica em comum (van Os,
1998). O POEA utilizado como adjuvante no Roundup® original (MON 2139), o
formulado empregado neste estudo, contém uma mistura de surfactantes
denominados de MON 0818 (OWAGBORIAYE et al., 2019). Entre os constituintes
presentes no MON 0818, esta o surfactante POE (tallowamine) 15 que € de 5 a 50
vezes mais toxico que o glifosato em mamiferos ou organismos aquaticos
(MESNAGE; BENBROOK; ANTONIOU, 2019), o que contribui para a explicagao do
porqué do Roundup® ter apresentado maiores efeitos toxicos em comparagéo com
aqueles apresentados apenas pelo ingrediente ativo glifosato.

Quando se associou o Roundup® com a nanoparticula de ferrihidrita,
observamos trés cenarios distintos. A protecdo contra os efeitos do herbicida, no
impedimento da mortalidade das fémeas; a n&o interferéncia da nanoparticula, onde
as fémeas apresentaram diminuicdo da fosfatase alcalina e os machos
apresentaram 80% de mortalidade tanto no herbicida isolado quanto na associagao
com a nanoparticula; e a interferéncia da nanoparticula onde verificamos a perda de
peso, diminuicdo da ingestdo e o aumento de ferro no plasma nas fémeas com a
associacgao do herbicida a ferrihidrita.

Dentre esses achados, o ponto mais importante a ser salientado € que todas
as fémeas com 4 doses da associacdo da nanoparticula com o Roundup®
sobreviveram, ao contrario das ratas que receberam somente o formulado, em que

todas morreram, o que representa um elevado grau de protecdo fornecido pela
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nanoparticula. Isso refor¢ca a hipétese proposta inicialmente neste trabalho. Outro
ponto que se destaca é a diferenga de resposta entre as fémeas e os machos, visto
que nos machos a ferrihidrita ndo conseguiu reduzir a mortalidade provocada pelo
Roundup®.

Sabe-se que a solubilidade da ferrihidrita diminui em pHs alcalinos e aumenta
em pHs acidos. Como o pH do estdbmago é por volta de 3, a ferrihidrita tem sua
solubilidade aumentada, o que resulta na liberagio espécies de ferro (Fe3*, FeOH?*,
Fe(OH)?*) no estdbmago (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003). Esse ferro pode
entdo ser absorvido nas por¢des mais distais do trato gastrointestinal. Neste
contexto, Ning et al. (2018), estudando a possibilidade de eliminar estradiol do
ambiente, utilizaram um complexo de nanoparticula contendo ferro e manganés
adornados com carboximetilcelulose e verificaram elevada adsor¢do do estradiol.
Assim, uma possibilidade a ser levantada, € que o ferro oriundo da ferrihidrita
poderia estar se complexando ao estradiol, o que tornaria a sua excregao mais lenta
e explicaria o aumento de ferro plasmatico, observado no grupo fémeas com a
associacdo do herbicida a ferrihidrita. Além disso, pode-se pressupor, que o ferro
juntamente com o estradiol poderia estar se complexando com o Roundup® (ou
mesmo com o POEA, que apresenta grupos hidroxil que se ligam ao Fe3*) e
reduzindo a sua toxicidade, o que explicaria a menor mortalidade nas fémeas e nao
nos machos. Outros estudos se mostram necessarios para confirmar estas
hipéteses, mas, de qualquer forma, a ferrihidrita demonstrou ter um excelente papel
protetor impedindo a elevada mortalidade provocada pelo Roundup®.

Assim como observamos com o glifosato, o cenario de escassez de estudos
avaliando o papel protetor das nanoparticulas de 6xido de ferro também se repete
aqui com o Roundup®. Por conta disso, sera abordado novamente o trabalho de
Silva et al. (2020), que avaliou a goethita em hepatécitos de zebrafish, mas agora
com o foco no Roundup®. Como resultado desse trabalho, foi observado que o
Roundup® isolado provocou efeitos citotoxicos e genotdxicos sendo que a
combinagdo deste herbicida com a goethita provocou um efeito sinérgico
intensificando a toxicidade, o que difere da resposta do glifosato que nao alterou os
parametros avaliados nem isolado e nem associado com a goethita. Por fim, os
autores pontuam a possibilidade da presenca de outras substancias na formulacao
do Roundup®, como os surfactantes, de serem um dos fatores dessa maior

toxicidade observada no produto formulado, o que reforca a ideia proposta
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anteriormente. Trigueiro et al. (2021) avaliaram a genotoxicidade e a mutagenicidade
da co-exposi¢do de nanoparticula de oxido de ferro maghemita e do Roundup® em
peixes Poecilia reticulata machos. A nanoparticula de maghemita (0,3 mg/L) foi
administrada isolada ou associada a duas concentragdes diferentes de Roundup®
(0,18 ou 0,36 ng/L) durante dois periodos de tempo (14 e 21 dias). A co-exposi¢cao
da nanoparticula com o herbicida provocou mais danos ao DNA em relagdo a
nanoparticula sozinha ou em relagdo ao controle, indicando um efeito sinérgico.
Todavia o estudo nao avaliou grupos Roundup® isolados e, com isso, ndo é possivel
averiguar se esse efeito toxico observado nas associagdes é maior ou menor do que
os efeitos que seriam provocados pelo herbicida isoladamente. Faria et al. (2021)
investigaram os efeitos da nanoparticula de 6xido de ferro maghemita revestida com
citrato isolada ou em associagdo com o glifosato ou com o Roundup® sobre
parametros hepaticos bioquimicos e histologicos em peixes Poecilia reticulata
fémeas. A maghemita (0,3 mg/L) foi administrada isolada ou associada ao Roundup®
original (0,65 ou 1,3 mg/L) ou ao glifosato (65 mg/L) durante 3 periodos de tempo (7,
14 ou 21 dias). Foi constatado que as associagdes da nanoparticula com o glifosato
ou com o Roundup® provocaram toxicidade no tecido hepatico, principalmente em
decorréncia de respostas inflamatodrias. Além disso, foi observado novamente um
padrao de maior toxicidade do Roundup® em comparagdo com o glifosato. Todavia,
assim como ocorreu no trabalho de Trigueiro et al. (2021), os grupos contendo
apenas os formulados isolados nao foram contemplados. Esses trés estudos
demonstraram que as nanoparticulas utilizadas ndo desempenharam um papel
benéfico contra o Roundup®. Isso difere dos nossos resultados que, apesar de terem
mostrado algumas alteragdes pontuais e, em outros casos a nanoparticula nao ter
oferecido protecdo contra o Roundup®, mostraram que a ferrihidrita foi capaz de
reduzir a zero a mortalidade provocada por este herbicida nas fémeas.

Por fim, o terceiro herbicida avaliado foi a atrazina que promoveu diminuigao
do peso corpoéreo, da ingestao alimentar e da atividade da fosfatase alcalina. Como
foi mencionado anteriormente, a redugao da atividade da fosfatase alcalina ndo tem
relevancia toxicoldgica, mas pode estar associada a menor ingestao alimentar
(BOONE et al., 2005; KURTZ; TRAVLOS, 2017).

Com relagdo ao que a literatura apresenta, Gojmerac et al. (1995),
investigaram os efeitos hepaticos da administragdo de atrazina em porcas. Para

isso, a atrazina foi administrada, por meio da alimentagcdo, na dose de 2 mg/kg
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durante 19 dias. Eles ndo observaram alteragdo da atividade da plasmatica de AST
e ALT, assim como no nosso trabalho. Porém, a atividade da fosfatase alcalina
também nao sofreu alteragéo, o que diverge dos nossos resultados. Campos-Pereira
et al. (2012) administraram, via gavagem, 400 mg/kg de atrazina em ratos Wistar
machos durante 14 dias e observaram que o herbicida provocou redugdo do peso
corpdéreo, mas sem alterar a atividade plasmatica de ALT. Ambos os achados estao
de acordo com 0 que observamos nos nossos animais. Santa Maria, Moreno e
Lopez-Campos (1987) administraram atrazina, via gavagem, em ratos Wistar
machos em 4 doses (100, 200, 400 e 600 mg/kg). As trés primeiras doses foram
administradas durante 14 dias e a ultima foi administrada por 7 dias. Foi observado
reducdo dose dependente do peso corporeo, da mesma forma como ocorreu em
nosso trabalho. Por outro lado, esses autores viram redugado de glicose e aumento
da atividade plasmatica de ALT e da fosfatase alcalina em todos as concentragdes,
o que difere dos nossos resultados.

Um aspecto a ser pontuado € que o presente estudo utilizou uma formulagao
comercial da atrazina (Gesaprim 500 Ciba Geigy) que contém, além do ingrediente
ativo, adjuvantes. Os 3 unicos componentes que fazem parte dos adjuvantes do
Gesaprim e que sao divulgados pelo fabricante sdao o alquilenoglicol, sal de
trietanolamina alquil benzeno sulfonato e a aménia. O restante dos constituintes é
considerado segredo industrial (ZELJEZIC; GARAJ-VRHOVAC, PERKOVIC, 2006).
Complementando esta ideia, Zeljezic, Garaj-Vrhovac ePerkovic (2006), utilizando
linfécitos humanos, avaliaram a genotoxicidade da atrazina como ingrediente puro,
do Gesaprim como herbicida formulado e da mistura de adjuvantes presentes no
Gesaprim. As células foram expostas, em periodos de até 8h, a 3 concentragdes das
substancias (0,047, 0,47 e 4,7 ug/mL). Tanto o Gesaprim quanto os seus adjuvantes
levaram a dano no DNA e apoptose, enquanto que a atrazina sozinha nao alterou
nenhum parametro. Os resultados desse trabalho apresentam um perfil de resposta
que lembra o que foi visto com o glifosato e com o Roundup®, onde o ingrediente
ativo provoca poucas alteracdes ao contrario do produto formulado, principalmente
por conta dos adjuvantes presentes neste ultimo.

O ponto que precisa ser melhor esclarecido sobre a atrazina € com relagcéo ao
aumento de ferro no encéfalo provocado por este herbicida. Mas antes disso é
preciso ter uma visao geral do metabolismo do ferro e de como que este metal é

capaz de entrar no SNC. O ferro é transportado no sangue acoplado, principalmente,



863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876
877
878
879
880
881
882
883
884
885
886
887
888
889
890
891
892
893
894
895
896

49

a transferrina. Nas células endoteliais que compdem a barreira hematoencefalica,
existem receptores para a transferrina. Com isso, a transferrina se liga a esses
receptores e € endocitada. No pH acido do endossomo, o ferro se separa da
transferrina liberando Fe®*, o qual é reduzido formando Fe?* e o Fe?* vai para o
citoplasma por meio do transportador de metal divalente-1 (DMT-1). Em seguida, o
Fe?* ¢ liberado da célula endotelial por meio da ferroportina e, uma vez fora da
célula, ele pode ser oxidado pela hefaestina expressa nos astrocitos formando Fe3*,
o qual é capturado pela transferrina presente no liquido cefalorraquidiano. O ferro
entdo entra nos neurdnios por meio do DMT-1 na forma de Fe?* ou via receptor de
transferrina, recomegando o mesmo processo descrito para as células endoteliais.
Dentro dos neurénios, o ferro normalmente fica armazenado acoplado a ferritina. Por
fim, este metal pode ser exportado das células por meio da ferroportina com o
auxilio da hefaestina (HARE et al., 2013; SINGH et al., 2014).

Feito este panorama, é possivel aprofundarmos nas possiveis razoées pelas
quais a atrazina provocou o aumento de ferro no encéfalo. Neste ambito, Li et al.
(2021) realizaram um estudo interessante onde foi investigado os efeitos da
exposicdo a atrazina sobre a concentracdo de ferro no mesencéfalo e sobre
mecanismos de transporte do ferro nessa regido. Para isso, ratos Sprague Dawley
machos foram expostos a concentragdes de 50, 100 e 200 mg/kg de atrazina
durante 90 dias. Os autores viram que a atrazina provocou acumulo de ferro no
mesencéfalo de forma dose dependente. A dose menor provocou aumento de
25,5%, a dose intermediaria provocou elevagao de 47% e a dose maior levou ao
aumento de 160,1% na concentragéo deste metal. Vale ressaltar que a analise da
concentracao de ferro foi feita de forma bem semelhante ao nosso estudo utilizando
digestéo do tecido nervoso com acido nitrico e leitura em espectrometro de absorg¢ao
atbmica com atomizador por forno de grafite. Além disso, a partir de um pool do
mesencéfalo, foi observado aumento na expressdo de RNAm de DMT-1 e do
receptor de transferrina, além de reducdo na expressdo de ferroportina e de
hefaestina. Por fim, complementando os achados anteriores, ocorreu elevagao nas
concentracbes proteicas de DMT-1 e do receptor de transferrina e redugdao na
concentragdo de ferroportina e de hefaestina. Esses resultados sugerem que a
atrazina estimulou a expressao de proteinas relacionadas a captura de ferro e
diminuiu as que promovem a saida de ferro, levando a maior concentragéo de ferro

observada no mesencéfalo. Utilizando os achados de Li et al. (2021), podemos
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propor que o aumento de ferro encefalico observado no nosso estudo pode ter sido
ocasionado por alteragdes nas expressdes dessas quatro proteinas relacionadas a
homeostase do ferro. Todavia, o motivo pelo qual esse aumento ocorreu somente
nas fémeas e ndo nos machos, o que se contrapde ao trabalho de Li et al. (2021),
ainda precisa ser esclarecido.

A associagcao da atrazina com a nanoparticula de ferrihidrita resultou em 4
cenarios distintos. Um de protecdo, outro de semelhanca de resposta entre o
herbicida isolado e a associagdo com a nanoparticula, um de piora e, por fim, um
cenario de alteragdes que s6é ocorreram na associagao € nao no herbicida isolado. O
cenario de protegao ocorreu pontualmente nos machos D1, onde a associagéo da
ferrinidrita a atrazina (grupo FA) impediu a perda de peso provocada pela atrazina.
No cenario de semelhancga de resposta, observamos que, da mesma forma como
ocorreu com o herbicida isolado, a associagdo levou a mortalidade de 20% nas
fémeas D4, reducao do peso corpéreo (machos e fémeas D4), da ingestao alimentar
(fémeas) e da atividade da fosfatase alcalina (fémeas D1), além de elevagéo da
concentragédo de ferro no encéfalo (fémeas D1 e D4). No cenario de piora, 0 grupo
FA provocou 20% de mortalidade nos machos D4, enquanto que a atrazina ndo
provocou mortalidade. Ainda nos machos, a redugdo da ingestdo alimentar
provocada pela associagao foi mais intensa se comparada com a redugao da
ingestdo provocada pelo grupo que recebeu o herbicida isoladamente. Por fim o
cenario de alteracbes que sO ocorreram na associacdo tivemos a reducdo da
fosfatase nas fémeas D4 e o aumento de glicose e de colesterol nos machos D4.
Com base nesses resultados encontrados, a associacdo da nanoparticula com a
atrazina foi a principal contribuinte para a hipétese deste trabalho ter sido
parcialmente refutada, sobretudo pela incapacidade da ferrihidrita de evitar as
alteragbes do formulado e de inclusive ter, em muitos casos, agravado essas
alteracdes.

A quantidade de estudos que fizeram a avaliacdo de nanoparticulas de 6xido
de ferro em combinagdo com a atrazina € minima. De acordo com as nossas
buscas, apenas Zilli (2017), que fez parte do grupo de pesquisa do laboratério,
realizou essa investigacao. Zilli, nesse estudo, utilizou ratos Wistar machos e fémeas
para averiguar se a goethita era capaz de proteger contra os efeitos dos herbicidas
Roundup® e atrazina por meio da analise de parametros plasmaticos e histoldgicos.

Os herbicidas e a goethita foram administrados em doses de 1000 ou 2000 mg/kg de
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cada componente durante 1, 2, 3, 4 ou 5 dias via gavagem. O autor observou que a
goethita isolada nao provocou nenhuma alteragao plasmatica ou histoldgica.
Observou-se também aumento de colesterol (machos) e de creatinina (machos e
fémeas) sendo que a goethita n&do conseguiu impedir esse aumento. Além disso,
constatou-se aumento da atividade plasmatica de ALT e de AST (machos e fémeas)
nos animais que receberam Roundup® e atrazina, sendo que a goethita protegeu
contra essas alteragdes. Por fim, foi observada menor mortalidade nos animais que
receberam a associacdo da nanoparticula com o herbicida em relagcdo aos animais
que receberam o herbicida isoladamente.

Como mencionado anteriormente, ndo ha outros estudos que avaliaram a
associacdo de nanoparticulas de oxido de ferro com a atrazina, o que dificulta no
processo de explicagdo das alteragdes apresentadas pelo grupo FA. Com base nos
resultados desse grupo, € possivel notar que a agao protetora da nanoparticula de
ferrihidrita foi menor com a atrazina em relagdo aos demais herbicidas, somado ao
fato da associacdo ter provocado uma série de alteracbes que nao foram
observadas no herbicida isoladamente. Isso demonstra que a nanoparticula de
ferrihidrita ndo é adequada para proteger contra os efeitos provocados pela atrazina
e que, aléem disso, essa associagdao se mostrou mais toxica do que o herbicida
isoladamente.

Para a finalizagdo deste trabalho é preciso reaver o seu objetivo, que foi
avaliar se as nanoparticulas de ferrihidrita sdo eficazes em evitar os efeitos toxicos
provocados pelos herbicidas Roundup®, glifosato e atrazina. Para tal foram
analisados a nanoparticula de ferrihidrita e os herbicidas glifosato, Roundup® e
atrazina separadamente e as associacdes entre a nanoparticula e os herbicidas.

Primeiramente, a nanoparticula de ferrihidrita em si alterou apenas alguns
aspectos pontuais, considerados de nao relevancia toxicoldgica, e, portanto, se mostrou
segura na dose e tempo utilizados neste trabalho. Outro aspecto observado foi que os
herbicidas apresentaram diferentes padroes de alteragcdo dos parametros avaliados,
sendo o glifosato o que apresentou menos alteragbes, a atrazina a intermediaria e o
Roundup® o que apresentou a maior toxicidade evidenciada, principalmente, pela
elevada mortalidade dos animais desse grupo. Um aspecto que foi possivel observar a
partir disso foi a grande disparidade entre o Roundup® em relagéo ao seu principio ativo
glifosato, possivelmente por conta da presenga dos adjuvantes ou ingredientes inertes

presentes no formulado.
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Por fim, com relagdo as associagbes, a nanoparticula de ferrihidrita ndo se
mostrou eficaz em proteger contra as alteragbes provocadas pela atrazina, sendo que
neste caso a associagado provocou mais alteragdes se comparado com o herbicida
isoladamente. Todavia, ao contrario do que observamos com a atrazina, a ferrihidrita se
mostrou eficaz em proteger contra as alteragbes provocadas pelo glifosato, visto que
impediu mudangas no peso corpdéreo € na ingestao alimentar, e principalmente em

relacdo ao Roundup®, ao evitar a mortalidade provocada por este herbicida nas fémeas.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho conseguimos provar que a ferrihidrita isoladamente nao
alterou os parametros avaliados e se mostrou viavel em proteger contra os efeitos
toxicos do glifosato e do Roundup®. Esses achados s&o importantes, pois foram obtidos
a partir de modelo experimental ndo antes utilizado. Além disso, este trabalho abre
portas para futuros estudos que avaliem a aplicacdo da ferrihidrita em situagdes de
contaminagdo e de intoxicagdo, considerando os seus efeitos protetores contra as
alteragbes de parametros bioquimicos e metabdlicos provocados pelo glifosato e pelo

Roundup®.
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ANEXO

ANEXO 1 Aprovagao da CEUA.

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 045/2015 Londrina, 10 de Abril de 2015.

Prezado Pesquisador,

A CEUA/UEL reunida em 31 de Marco de 2015 avaliou o projeto de pesquisa
intitulado “Nanoparticulas de ferro e herbicidas sobre alguns parametros metabélicos,
comportamentais e histolégicos em ratos”, registrado sob o processo CEUA
n°30861.2014.66, pesquisa do Centro de Ciéncias Biologicas, desenvolvido sob sua
responsabilidade, julgando-o aprovado para execucdo entendendo-se que os principios
éticos postulados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal estdo
respeitados

Serdo utilizados 124 ratos machos e 124 fémeas (totalizando 248 ratos), adultos,
da linhagem Wistar, pesando entre 220-2509g e 200-230 g, respectivamente, provenientes do
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina. O projeto tem como objetivo estudar
os efeitos comportamentais, metabélicos e histolégicos da administracdo de glifosato,
Roundup®, POEA e atrazina e de nanoparticulas de ferro como protetoras da ago dos
herbicidas em ratos machos e fémeas. Para tanto, serdo tratados com: * nanoparticulas de
Fe seguido da administragio de glifosato, Roundup®, POEA e atrazina verificando
alteragbes comportamentais por 15 dias: glifosato, Roundup®, POEA e atrazina durante 5
dias avaliando parametros metabdlicos e alteragdes histologicas; nanoparticulas de Fe
seguido da administracdo de glifosato, Roundup®, POEA e atrazina durante 5 dias
avaliando parametros metabdlicos e alteragdes histolégicas. Os protocolos experimentais
estdo aprovados com previsdo de execucdo em 12 meses.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a aprecia¢do da CEUA/UEL
anteriormente a execugao das modificagbes.

Coloco-me a disposicdo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem
necessaria. Sem mais para 0 momento, subscrevo, cordiaimente,

L(,-‘c.‘”t&-a u " Lqe Ly "
Prof. Dr. Waldiceu Aparecido i Junior
Coordenador da CEUA/UEL

lima. Sra.

Prof. Dra. Cassia Thais Bussamra Vieira Zaia

Coordenadora do Projeto

Departamento de Ciéncias Fisiolégicas

Centro de Ciéncias Biolégicas

Com cépia para Sra. Edilamar dos Anjos (Chefe da DPP/PROPPG), Luiz Carlos Juliani
(Diretor do Biotério Central da UEL), Chefe do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas e
Diretor(a) do Centro de Ciéncias Biol6gicas

Campus Universitaria; Rodevia Colse Garcia Cif (P 4350 ke 308 - Foane (043) A7 2000 PARX | Fas 11353408 - Cotvs Foutal TR01T — CEF S0057950 [ T ———T
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ANEXO 2 Aprovacgao da CEUA.

Universidade

Estadual de Londrina
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N* 86/2021
Londrina, 16 de setembro da 2021,

Prezado (a) professer (a),

Certificamos que a solicitacio referents ao uso de plasma congelado ormmdo do projeto mtitalade
“Nanoparticulas de ferro & herbicidas sobre algun: parimetro: metabélicos, comportamentais e
histologicos em ratos™ protocolo CEUA »n® 30861.2014.66 (OF CTRC, CEUA No 45/2015) coordenado pela
Profa. Caszsin Thais Bussamra Vieira Zaia foi aprevada pela Comissis de Etica no Use de Amimais da
Unirersidade Estadual de Londnpa (CEUA/MUEL) em renmio do dia 1440972021,

Serio realizadas anahses plasmancas que eram previstss mo projeto original mas nio foram
executadas antenormentz, sendo: ALT (alamina ammotransferase), AST (aspartato amimotransferase), AP
(fosfatase alcalina) e proteinas totais, além da analise de famo no plasma que ndo foi prevista no protocolo inicial.

Coloco-me a disposigio para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para

o momento, subscreve-me. cordialmente.

g i1+ Bt Fernmnida
Buslrigues dirgcimn
Fnarisna durn dg Coomts de

Prof® Dr* Maris Femandz Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUAMUEL

Dmo.(a) Sr.(a)

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

C/C para a Chefia do Departamento de Cigncias Fisiologicas/ CCB
C/C parz a Dhrecio do Centro de Ciéneias Biologicas! CCHB
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