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RESUMO

A atrazina (ATZ) é um dos agroguimicos mais difundidos e utilizados
no mundo todo, sendo importante na chamada lavoura de conservacdo, pois
aumenta a produtividade, diminuindo a eroséo. Os principais inconvenientes
relacionados ao seu uso sdo a lixiviagdo e sua toxicidade intrinseca.
Ciclodextrinas (CD) e ciclodextrinas funcionalizadas em silica (CDSI) tem se
mostrado alternativas eficientes contra esses problemas, modificando a liberacéo
das moléculas-hdspedes e reduzindo a toxicidade. Foram preparados complexos
de incluséo entre ATZ e CD (ATZ/a-CD; ATZ/y-CD) e CDSI (ATZ/a-CDSI,;
ATZ/y-CDSI) e realizados testes de caracterizagdo (infravermelho e calorimetria
diferencial de varredura) que indicaram a inclusdo da ATZ no interior da
cavidade. Isotermas de solubilidade também foram feitas e demonstraram que a
estequiometria é 1:1. Testes de liberacdo em &gua demonstraram que todos os
tratamentos tiveram uma liberacdo mais lenta que a ATZ ndo complexada, sendo
que ATZ/y-CDSI, reduziu em 75% a velocidade de libera¢do. Ja nos testes de
liberagdo em coluna de solo, os tratamentos responderam de forma equivalente
devido as possiveis interagdes com o solo. Bioensaios no modelo Lactuca sativa
indicaram que todos os tratamentos foram menos toxicos que a ATZ nao
complexada, sendo que, no teste de aberragdo cromossémica, houve redugdo de
38,75% para y-CD e 33,52% para y-CDSI, comparados a ATZ ndo complexada.
Assim, ATZ/y-CD e ATZ/y-CDSI mostraram-se mais eficientes e menos

toxicas, provavelmente devido ao tamanho da cavidade interna da y-CD.

PALAVRAS-CHAVE: Agroquimico. Herbicida. Liberacdo modificada.

Lactuca sativa. Ciclodextrina funcionalizada em silica.



ABSTRACT

Atrazine (ATZ) is one of the most used agrochemicals around the world, since it
is important in conservation tillage in order to increase productivity and decrease
erosion. The main issues concerning the usage of ATZ are related to leaching
and toxicity. Cyclodextrins (CD) and cyclodextrins functionalized in silica
(CDSI) have been proving to be effective alternatives to avoid these issues,
changing the liberation of the guest molecules and reducing toxicity. Inclusion
complexes between ATZ and CD (ATZ/a-CD; ATZ/y-CD) and CDSI (ATZ/a-
CDSI; ATZ/y-CDSI) have been prepared and characterization tests (infrared and
differential scanning calorimetry) have been conducted. These tests indicated the
inclusion of ATZ in the cavity. Phase solubility has shown that the stoichiometry
is 1:1. Liberation tests have shown that all samples had a slower liberation in
comparison with the uncomplexed ATZ. The ATZ/y-CDSI reduced the
liberation speed in 75%. In liberation tests conducted in soil columns, the
samples had the same reactions due to possible interactions in the soil. Bioassays
with Lactuca sativa have indicated that all samples were less toxic than
uncomplexed ATZ. In the chromosome aberration test, there was reduction of
38,75% for y-CD and 33,52% for y-CDSI, compared to the uncomplexed ATZ.
Thus, ATZ/y-CD and ATZ/y-CDSI have been proving to be more efficient and
less toxic, probably due to the size of the internal cavity of y-CD.

Keywords: Agrochemical. Herbicide. Controlled release. Lactuca sativa.

Cyclodextrin functionalized in silica.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os efeitos da contaminacdo ambiental junto com as
modificacdes climéaticas tém alcancado proporgfes drasticas, provocando a
escassez de agua. Ha tempos ja se sabe a respeito da contaminacdo de &guas
superficiais e subterrneas por rejeitos domesticos, industriais e principalmente
agricolas.

Em contrapartida, existe a necessidade de se alimentar um contingente
populacional cada vez maior e crescente sem a degradacdo do ambiente. Uma
forma de preservar o que ainda resta de florestas nativas seria conter a expansao
agricola, por meio do desenvolvimento de tecnologias que visem plantios mais
resistentes e mais produtivos.

Para isso, podem ser utilizados diversos tipos de agroquimicos, como por
exemplo, os herbicidas. Estes consistem em compostos amplamente utilizados
no controle de ervas intrusas de diversas culturas como o milho, soja e cana-de-
acucar. Porém, os residuos de herbicidas podem contaminar os alimentos e s&o
muito persistentes no meio ambiente, além de serem potencialmente toxicos as
pessoas que 0S manuseiam.

Nesse contexto, as ciclodextrinas surgem como uma alternativa a esses
entraves, por permitirem interaces capazes de melhorar propriedades fisico-
quimicas de uma vasta gama de moléculas. Sua associacdo com outras
estruturas, como a silica, formando um hibrido, além de produzir um material
que associa propriedades de ambos os materiais, facilita seu manuseio, visto que
este sistema pode ser recuperado e reutilizado com facilidade.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi preparar, caracterizar e avaliar a
toxicidade dos complexos de inclusdo entre ATZ/CD e ATZ/CDSI, visando

gerar um sistema de liberacdo mais eficiente e seguro, para esse agroquimico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agroquimicos

No Brasil, o Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei
7.802/1989, em seu artigo 1°, inciso 1V, define os agroquimicos como:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados
ao uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las
da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias
de produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e
inibidores de crescimento”.

Os agroquimicos podem ser classificados quanto a natureza da praga a que
se destinam, nas seguintes categorias: acaricidas, inseticidas, fungicidas,
raticidas e herbicidas. Também sdo classificados por sua toxicidade, pela DLs,
ou seja, a dose necessaria para matar 50% de uma populagdo, sob determinadas
condi¢Bes (MULLIN, FRAZIER et al., 2010).

O uso destes insumos quimicos tem uma participacdo importante na
agricultura mundial, mantendo a viabilidade econémica e a produtividade
agricola (ECOBICHON, 2001) ja que existe atualmente a necessidade de
alimentar um contingente populacional cada vez maior, que segundo a
Organizagdo das Nacdes Unidas seré de 9 bilhGes em 2050 (GILLAND, 2002).

O grande problema do uso de agroquimicos, € sua toxicidade intrinseca. Em
experimentos com ratos e herbicidas da classe dos cloro-s-triazinas (por

exemplo: atrazina, cianazina, propazina e simazina), demonstraram toxicidade
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associadas a uma reducao no ganho de peso corporal, sendo o figado geralmente
0 6rgdo mais afetado (BRECKENRIDGE, CHARLES et al., 2008).

Além disso, grande parte da quantidade de agroquimicos aplicada é perdida
antes de atingir seu alvo, seja por evaporacdo, lixiviagdo, escoamento ou
degradacdo bioldgica. Estes fatos contribuem para as altas doses administradas
para combater as ervas intrusas, como forma de compensar a quantidade perdida
(CORREIA e LANGENBACH, 2005).

Assim, sistemas de liberacdo controlada de agroguimicos vém sendo

desenvolvidos para minimizar os efeitos nocivos a flora, fauna e meio ambiente.

2.2 Atrazina

Desde 1900, os rendimentos agricolas vém aumentando significativamente
ao redor do mundo. Um exemplo é referente a cultura de milho, cuja produgéo
média na década de 1950 era de 2,76 ton ha™, enquanto entre os anos 2000-
2004, para a mesma area, uma produgdo de 8,87 ton ha™* foi alcangada. Esse fato
deve-se ao uso dos agroquimicos da classe das triazinas que contribuiram para
melhorias na produtividade de culturas ao redor do mundo (LEBARON,
MCFARLAND e BURNSIDE, 2008).

Esta classe de agroquimicos pode ser dividida em triazinas assimétricas:
metribuzin e metamitron; e triazinas simétricas. Dentre as principais triazinas
simétricas, pode haver ainda mais uma divisdo: em cloro-s-triazinas: (simazina,
atrazina, a terbutilazina, propazina, cianazina); em tiometil-s-triazinas, também
referidos como metil-tio triazinas (ametrina, prometrina, terbutrina) e em
metoxi-s-triazina (prometone) (CARLSON, 2008).

Dentre as cloro-s-triazinas, a atrazina (ATZ) é a mais difundida e utilizada,

especialmente nas culturas de milho, sorgo e cana de aglcar (LEBARON,
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MCFARLAND e BURNSIDE, 2008). A ATZ favorece a conservagédo do solo,
na chamada lavoura de conservacdo, promovendo uma maior produgdo com
menor desgaste do solo e menor erosdo (FAWCETT, 2008).

Porém, a ATZ aplicada para o aumento da producdo é persistente no
ambiente. Estudos mostram que mesmo apds duas décadas de sua aplicacéo,
ainda restam cerca de 50% da quantidade inicialmente aplicada nas lavouras
(JABLONOWSKI, KOPPCHEN et al., 2009).

A ATZ (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-1,3,5-triazina) (Figura 1) é
uma base fraca (pKa = 1,7), apolar, possui massa molecular igual a 215,69 ¢
mol™, apresenta solubilidade em agua de apenas 33 mg L™ (20 a 25°C) e sua
estabilidade pode ser explicada pela configuracdo eletrénica de seu anel
heterociclico (PICCOLO, 2002; NOVAK e KOVAC, 2011). Este herbicida é
solivel em alguns solventes organicos como éter, acetona, benzeno,
cloroférmio, etanol e acetato de etila. Seu mecanismo de agdo esta relacionado a
inibicdo da atividade fotossintética na membrana do cloroplasto, ligando-se a
polifenoloxidase do complexo B do fotossistema Il, prejudicando a reagdo de
Hill e interrompendo o fluxo de elétrons (LEBARON, MCFARLAND e
BURNSIDE, 2008)

Cl

A

N~ N

A A

CH,CH,NH™ N~ “NHCH(CH,),

Figura 1 - Estrutura quimica da atrazina (SENE, CONVERT et al., 2010)
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O uso intensivo da ATZ no mundo e sua consideravel mobilidade nos solos
tém contribuido para a deteccdo desta em niveis acima do limite permitido em
aguas de superficie e subterrdneas (CEREJEIRA, VIANA, et al., 2003). Seu
tempo de meia vida pode variar de 2 meses a 6 anos, dependendo das condic¢des
do meio, da concentracdo, da textura do solo, de variagdes no clima, do método
de aplicacdo e diferencas nas praticas de lavoura (GRAYMORE, STAGNITTI e
ALLINSON, 2001; KOSKINEN e BANKS, 2008).

Estudos revelam que esta substdncia pode interferir no funcionamento
natural do sistema enddcrino de espécies animais (HAYES, HASTON et al.,
2002). AvaliagBes dos niveis de ATZ e metais pesados em amostras de solo
devem ser realizados constantemente, pois alimentos produzidos em solos
contaminados podem representar risco a sadude dos consumidores (MARKOVIC,
CUPAC et al., 2010).

2.3 Ciclodextrinas

Villiers, em1891, foi o primeiro cientista a descrever o isolamento de 3 g de
uma substancia cristalina oriunda da digestdo bacteriana de 1.000 g de amido.
Era resistente a hidrdlise acida e, como a celulose, ndo apresentava propriedades
redutoras. Os resultados experimentais indicaram que a substancia era uma
dextrina, de composi¢do (CsH100s5),.3H,0, a qual ele nomeou "celulosina”
(LOFTSSON e DUCHENE, 2007; CRINI, 2014).

Em 1903, Schardinger, identificou-as como ciclodextrinas (CD) que sdo
moléculas de oligossacarideos ciclicos de ocorréncia natural com ndmero
variavel de unidades de glicose, obtidas por acdo enzimatica das ciclodextrinas-
a-glicosiltransferases sobre o amido (LOFTSSON e DUCHENE, 2007;
WELLIVER e MCDONOUGH, 2007; CRINI, 2014).
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As CDs tem seu nome derivado do ndmero de residuos de glicose na sua
estrutura. Assim, o hexamero de glicose ¢ designado por a-CD, 0 heptdmero
como B-CD e o octdmero como y-CD (Figura 2). O perfil de solubilidade em
4guaa 25°C é145g L™ 18 g L™ e 232 g L™, respectivamente.

Apolar Cavity Secondary side

d
HO OH o%_
n

Primary Side

0.57 nm 0.78 nm 0.95 nm
| —>! ' ' '

wu 8/'0

Figura 2 - Estruturas funcionais da o, p e y-CD (CRINI, 2014)

Freudenberg e colaboradores, em 1953, foram 0s primeiros pesquisadores a
receberem a patente de utilizacdo de CDs em formulagbes de drogas. Esta
patente englobava a maior parte dos conceitos importantes que sao utilizados até
hoje, como a formagéo de complexos de inclusdo, que promovem a melhoria das
propriedades fisico-quimicas da droga incluida, tais como aumento da
solubilidade aquosa e maior estabilidade perante a oxidacdo (DAVIS e
BREWSTER, 2004; CRINI, 2014).
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Excelente biocompatibilidade e capacidade de formagdo de complexos de
inclusédo entre substratos de diferentes tamanhos tem possibilitado a utilizagéo de
CDs em diferentes areas da ciéncia e tecnologia (DODZIUK, 2006; ZHANG e
MA, 2013). A CD ¢ praticamente atoxica e tem sido comumente utilizada como
carreadora e no melhoramento das propriedades de farmacos (DE JESUS, 2006;
RODRIGUES, CHAVES et al., 2011, ZHANG e MA, 2013) e de compostos
com uso agricola (VENTURINI, NICOLINI et al., 2008; GRILLO, PEREIRA et
al., 2011; JINYAN, BIN et al.,, 2014). E ainda, na remogdo de metais e
compostos organicos do meio aquoso (MAHLAMBI, MALEFETSE et al.,
2010; SHAO, SHENG et al., 2010). Como fase estacionaria em cromatografia
(KAWAGUCHI, TANAKA et al., 1983; WORNER e BALLSCHMITER, 2000;
ZHAO, TAN et al., 2010; ZHANG, 2011; WANG, 2015). Em processos de
catélise e no mascaramento de sabores e odores (BINELLO, CRAVOTTO et al.,

2004), dentre outras aplicagdes.

2.4 Silica

A silica gel é um tipico polimero inorganico, que apresenta grupos siloxanos
(Si-O-Si) em seu interior e grupos silandis (Si-OH) em sua superficie (Figura
3). E um sélido inerte, amorfo, resistente e com alta porosidade. O fato de sua
superficie ser recoberta por silandis favorece sua modificacdo quimica, com o
intuito de sintetizar novos materiais para as mais diversas aplica¢des (CORRIU,
MOREAU et al., 1996). A densidade eletrdnica nos grupos silanois é distribuida
de maneira ndo uniforme e isso faz com que apresentem comportamento acido.
Estes sitios &cidos sdo distribuidos de forma aleatdria na molécula e s&o os
responsaveis pelo controle da reatividade que ocorre na superficie da silica. Os
silandis podem ser denominados como vicinais, isolados ou geminais (PRADO,
FARIA e PADILHA, 2005).
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Figura 3- Estrutura da silica-gel. Em destaque, grupo silanol geminal (1),
silanol vicinal (2) e siloxano (3) (PRADO, FARIA e PADILHA, 2005)

Uma das formas mais utilizadas para modificar a superficie da silica é
através de reagBes com agentes silantes, (RO)3Si(CH2)3X, sendo R um radical
alquila e X uma funcéo organica. Esses reagentes proporcionam uma série de
reacOes diferentes de imobilizacdo que ddo origem aos compostos hibridos
inorganico-organicos (CARVALHO e PINTO, 2012).

Xu e colaboradores (2011) sintetizaram B-CD funcionalizada com silica (B-
CDSI) para a fabricagdo de eletrodos modificados de carbono seletivo para
isbmeros de nitrofenol. Como resultado, obtiveram com éxito um sensor

eletroquimico sensivel.
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Carvalho e Pinto (2012) trabalharam com B-CD ancorada em silica para
liberacdo controlada do agroquimico ATZ, encontrando resultados promissores
para esta aplicacdo.

Baracho e colaboradores (2015) mostraram que a funcionalizacdo da silica
gel com a e y ciclodextrinas € um processo viavel e com boa porcentagem de
ancoramento. Demonstraram ainda, que o 4cido citrico é um bom substituto para

0s organossilanos, que sdo mais dispendiosos.

2.5 Formagcéo de complexos de incluséo

As CDs possuem excelente biocompatibilidade e capacidade de formarem
complexos de inclusdo com varios tipos de substratos, sendo inclusive
estereoespecificas (ZHANG e MA, 2013). A principal condicdo é que o
substrato possa se adaptar a cavidade, mesmo que parcialmente. Devido a esta
habilidade, estas moléculas estdo sendo utilizadas como modelos para
investigacdo de interagdes ndo covalentes envolvendo diferentes compostos.
Podem ser encontradas varias razBes estequiométricas dos complexos de
inclusdo sendo que as mais comuns sdo: 1:1, 1:2, 2:1 e 2:2, (Figura 4)
dependendo do tamanho e aspecto estrutural do substrato em relacéo a cavidade
da CD (VENTURINI, NICOLINI et al., 2008; CRINI, 2014).
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Figura 4 — Esquema de associagdo entre ciclodextrinas livres e substratos,
formando complexos de inclusdo em diferentes estequiometrias (CRINI,
2014)

O complexo CD + hospede hidrofobico tem hidratacdo favorecida se
comparado a hidratacdo de seus componentes separadamente. Em solucédo
aquosa, a cavidade apolar das CDs é ocupada por moléculas de agua, que se
encontra em ambiente energicamente desfavoravel, o que favorece a substituicdo
das moléculas de agua por moléculas hospede que sejam menos polares
(MATIOLLI, 2000; CRINI, 2014).

Esta complexacdo das CDs com a molécula hdspede altera algumas das
propriedades fisico-quimicas dos mesmos, tais como solubilidade e estabilidade.
De fato, durante a formacdo do complexo, ndo se formam nem se rompem
ligacBes covalentes (LOFTSSON e DUCHENE, 2007; CRINI, 2014).
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A maioria dos agroquimicos é aplicada em doses excedentes para alcangar o
organismo alvo, assegurando assim o controle efetivo. E, também, as
formulagbes existentes sdo altamente disponiveis, no que se refere ao meio
ambiente. O processo de adsorcdo natural do solo contribui para diminuir as
perdas dos agroquimicos e é em principio um processo de adsorcao superficial,
seguido de um processo de difusdo lenta do pesticida nos agregados do solo.
Mas, se ocorrem precipitacdes pluviais em periodos proximos ao da aplicacdo
dos agroquimicos, a maioria se move livremente na solugdo do solo sem ao
menos entrar em contato com os sitios de adsorcdo (COX, CELIS et al., 2000).

Por ser um sistema promissor, e auxiliar também na relacdo de exposi¢éo do
agricultor a fim de minimiza-la, o uso de ciclodextrinas como sistema de
liberacdo modificada de agroquimicos vem se expandido ao longo dos anos. A
interagdo de atrazina com a, e y-ciclodextrinas ja foi testada por polarografia
(POSPISIL, TRSKOVA et al., 1998). BAUR, 1980 realizou estudos de
liberacdo lenta de herbicidas &cidos como o dicamba, 2,4D e o picloram
encapsulados em amido, demonstrando uma acao sustentada com o tempo, mas
sem medir a quantidade liberada dos herbicidas, nem a diminui¢do das perdas
por percolacdo. A preparagéo e caracterizagdo de complexos de inclusdo entre
ciclodextrinas e norflurazon foi testada, além dos processos envolvendo sua
remocdo do solo (VILLAVERDE, MORILLO et al., 2004; VILLAVERDE,
PEREZ-MARTINEZ et al., 2005; VILLAVERDE, 2007). Alguns pesticidas
alteraram a absorcdo de luz ap6s inclusdo na cavidade de ciclodextrinas
(DODZIUK, 2006). A velocidade de fotodegradacdo também foi estudada
observando-se que poderia haver um aumento ou inibicdo desta (KAMIYA,
NAKAMURA e SASAKI, 1994; DODZIUK, 2006).
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2.6 Bioensaios no modelo Lactuca sativa

Dentre os ensaios disponiveis para avaliar danos causados por agentes
quimicos a um organismo e ao seu DNA, destacam-se 0s bioensaios com plantas
superiores (ANDRADE-VIEIRA, CAMPOS e DAVIDE, 2012). Esses ensaios,
envolvendo o efeito de substancias quimicas na germinacdo, desenvolvimento
inicial da plantula e ciclo celular, tém sido amplamente utilizados em estudos de
monitoramento ambiental (PALMIERI, LUBER et al., 2014). Além disso, séo
reconhecidos e validados como eficientes para tal fim, por 6rgéos e corporagoes
como Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana (US EPA) e
Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento (OECD, 2003; US EPA,
1996; GRANT, 1999).

Na Figura 5, foi apresentado um esquema de bioensaio no modelo
Lactuca sativa. Com a definigdo das placas de Petri, controles (negativo e
positivo), simulagdes de condi¢bes na condugdo do experimento (auséncia de

luz, temperatura, e outros), além de identificar parte aérea e raiz das plantulas.
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Figura 5 - Esquema de bioensaio no modelo Lactuca sativa (adaptada de
GARCIA, SIMIONATO et al., 2009)

As vantagens apontadas sobre o uso das plantas como modelos para os

estudos de toxicidade ambiental sdo: baixo custo, a facilidade do manuseio e a
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sensibilidade (ANDRADE, DAVIDE e GEDRAITE, 2010), além de ter relacdo
com modelos animais, e ndo necessitar, no caso das plantas, passar por
conselhos de bioética em fun¢do do sacrificio de animais (ANDRADE-VIEIRA,
BOTELHO et al., 2014.). Dentre os modelos vegetais disponiveis, a Lactuca
sativa se destaca por possibilitar a realizacdo de analises macroscopicas
(germinacdo e desenvolvimento inicial) e microscépicas (alteracdes no ciclo
celular) concomitantemente, permitindo que o mecanismo de agdo do agente
quimico seja determinado (ARAGAO, ANDRADE-VIEIRA et al., 2015).

3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Funcionalizagéo da silica com CD

As CDs usadas neste estudo foram obtidas da Sigma (a-CD — C4642; B-
CD - C4767; y-CD — C4892). A silica gel (60 G, volume de poro 0,65 — 0,85 mL
g”, area superficial especifica 350 — 450 m® g*), o acido citrico (99,5% de
pureza) e o xilol foram obtidos da Vetec. O ancoramento da CD na superficie da
silica foi realizado segundo metodologia de Carvalho e Pinto (2012). O produto

(CDSI) foi filtrado, seco, macerado e armazenado em freezer para posterior uso.

3.2. Isotermas de solubilidade e determinagdo da constante de
associacéo

As isotermas de solubilidade foram realizadas com o intuito de se
verificar se houve um aumento da solubilidade da ATZ apds a complexagdo em
CD ou CDSI.

Em frascos erlenmeyer foram adicionadas concentracfes crescentes de

a- ou y-CD e a- ou y-CDSI (0, 6, 9, 12 e 15 mM), com um excesso de solucdo
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aquosa de ATZ (1,53 mM), em um volume final de 10 mL. Os frascos foram
agitados por 24 h a temperatura ambiente e, em seguida, o contetudo foi
centrifugado a 2.500 xg por 10 min. O sobrenadante foi entdo filtrado,
utilizando-se filtros de seringa MillexGP de 0,22 um (Millipore). Foi realizada
uma diluicdo de 1:10 com &gua ultrapura para a leitura em espectrofotdmetro
UV-VIS, a 220 nm. A constante de associacdo (Ka) foi determinada através do

gréafico de solubilidade da ATZ vs concentracao de ciclodextrina.

3.3. Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

A caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho foi
utilizada para obter informagdes sobre a formagdo do complexo de inclusdo
ATZ/CD e ATZ/CDSI. A técnica ja foi utilizada para avaliagdo de complexos de
inclusdo de outras moléculas (CHAVES, RODRIGUES, et al., 2010;
RODRIGUES, CHAVES, et al., 2011). A anélise foi realizada no Departamento
de Quimica/UFLA, em um espectrdmetro Digilab Excalibur, série FTS 3000
com transformada de Fourier, empregando-se janelas de KBr. Os espectros
foram obtidos na faixa de 4.000 a 400 cm™, com resolucédo de 8 cm™ e nimero
de acumulages igual a 32 scans. Foram analisadas as moléculas isoladas (ATZ,
a-CD, a-CDSI, y-CD e y-CDSI), os complexos ATZ/CD e ATZ/CDSI, além das

respectivas misturas fisicas.

3.4. Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foram
realizadas num calorimetro Shimadzu 60 AH. Amostras de aproximadamente 5
mg foram aquecidas a uma velocidade de 10°C min™, numa faixa de 25 a 300°C

sob atmosfera de N,.
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3.5. Ensaio de liberacdo da atrazina dos complexos de incluséo
ATZ/CD e ATZ/CDSI

Nos ensaios de liberagdo foram utilizados sistemas de dois
compartimentos, separados por membranas de diélise (Sigma Aldrich), de poro
de exclusdo molecular de 1.000 Da e mesma &rea de contato. Este sistema
permite a observacédo da liberacdo da ATZ complexada e ndo complexada, desde
o0 compartimento doador (5 mL) até o compartimento aceptor (150 mL),
contendo &gua ultrapura (MilliQ), sob agitacdo horizontal leve e constante.
Foram montados 5 sistemas contendo solucdo 50 mg L™ dos diferentes
doadores: ATZ ndo complexada, ATZ/a-CD, ATZ/a-CDSI, ATZ/y-CD e
ATZ/y-CDSI. As amostras do compartimento aceptor foram coletadas em
tempos especificos, durante 166 h, e lidas as absorbancias em espectrofotdmetro
UV-VIS a 220 nm. A quantificacdo da porcentagem liberada foi realizada

utilizando-se curvas analiticas para a ATZ.

3.6. Andlises em coluna de solo

Para avaliar o perfil de mobilidade e distribuicdo da ATZ, dos
complexos ATZ/CD e dos materiais hibridos ATZ/CDSI em solo, foi realizado o
ensaio em coluna de solo, conforme metodologia de (PEREIRA, GRILLO et al.,
2014). As analises foram realizadas em quadruplicata.

O solo utilizado para o preparo das colunas foi do tipo latossolo, de
textura media, coletado em camada de 0 a 0,2 m de area com historico de plantio
de citros. O solo néo foi peneirado para melhor representacéo da realidade.

O solo foi colocado numa coluna de PVC de 20 cm, fracionada em 5

partes de 4 cm cada, sendo compactado manualmente.
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3.6.1. Umidade

A coluna de solo foi fracionada em 4 anéis de 4 cm cada. Foram
coletadas 2 gramas de solo de cada anel para andlise da porcentagem de umidade

do solo (h), conforme Equacéo 1.

h=(P-Ps)/Psx100 (Equacéo 1)

Onde P representa a massa do solo imido e Ps a massa de solo seca em

estufa a 100°C apds um periodo de 24 h.

3.6.2. Analise da concentracdo de ATZ ao longo do perfil de solo

De cada anel da coluna de solo foram coletadas 5 g do mesmo. Neste
solo foi realizada a extracdo da ATZ para quantificacdo do ativo nos diferentes
anéis da coluna de solo. A extracdo foi realizada com 5 mL de metanol mantido
sob agitagdo orbital por 20 minutos a 25°C. Ap6s o periodo de agitacdo, a
suspensdo foi mantida em repouso por 30 minutos, sendo o sobrenadante
retirado. Este procedimento foi realizado trés vezes, a fim de garantir que toda
ATZ fosse removida do solo. Apos esta etapa, as fracfes foram unidas e
rotoevaporadas até um volume final de 5 mL, sendo a quantidade de ATZ
determinada por HPLC, utilizando as seguintes condiges: fluxo de 1mL min™ e
fase movel contendo 90% de acetonitrila e 10% de agua. A quantificacdo da
ATZ foi realizada comparando-se os dados obtidos com a curva analitica da

ATZ ndo complexada (Equacéo 2).
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y = (17,4814 + 0,05617) x - (2,9941 + 0,23827)  (Equacio 2)
R = 0,99974

3.6.3. Liberacdo em camada de solo

Para avaliar o perfil de liberagdo do herbicida ATZ dos complexos e
materiais hibridos, foi realizado o ensaio de liberagdo no solo, seguindo
metodologia adaptada de CAMPOS, OLIVEIRA et al.,, 2015. Em funil de
Buchner forrado com papel de filtro, foram adicionadas 20 g de solo e 1 mL dos
seguintes tratamentos: ATZ/a-CD; ATZ/B-CD; ATZ/y-CD; ATZ/a-CDSI;
ATZ/B-CDSI e ATZ/y-CDSI, além dos controles com é&gua pura e ATZ ndo
complexada. Foi utilizada a concentracdo recomendada pelo fabricante da ATZ
comercial (2,5 Kg ha™). Foram realizadas 3 irrigacdes de 30 mL cada, com
intervalos de 10 em 10 minutos (em duplicata) com &gua destilada.
Posteriormente, foram realizadas mais 4 irrigacbes de 20 mL cada, com
intervalos de 30 em 30 minutos, também em duplicata. O filtrado foi analisado
por HPLC nas condigdes descritas acima. A quantificacdo da ATZ foi realizada
comparando-se 0s dados obtidos com a curva analitica da ATZ ndo complexada

(Equacéo 2).

3.7. Bioensaios no modelo Lactuca sativa

3.7.1.Andlise macroscopica

As sementes de Latuca sativa foram colocadas para germinar em placas

de Petri de 12 cm de didmetro contendo papel de filtro umedecido com 3 mL das
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solugdes teste (ATZ/a-CD, ATZ/B-CD, ATZ/y-CD, ATZ/a-CDSI, ATZ/B-CDSI
e ATZ/y-CDSI) e controles negativo (dgua pura) e positivo (ATZ ndo
complexada), todas na concentracdo de 3x10°g L. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco placas para cada
tratamento, cada uma contendo 30 sementes. As placas foram lacradas com
filme de PVC transparente para evitar contaminacao e mantidas Umidas, em uma
cdmara de germinacdo (BOD) a 24 + 2°C, na auséncia de luz ao longo do
periodo do experimento.

O namero de sementes germinadas em cada placa de Petri foi anotado
apos 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas de exposi¢do aos tratamentos. Com os dados
obtidos do experimento de germinagéo foi calculado: o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) através da Equacdo 3 e a taxa de germinacdo (GR),
expressando a porcentagem de sementes germinadas apds 48 h de exposicao,
conforme Equacéo 4.

IVG=(Ny-(Ny-1))x1/y (Equacéo 3)

Onde Ny representa 0 nimero de sementes germinadas num dado

periodo e y representa o numero total de avaliagdes.

GR = (SG/ ST x 100) (Equacéo 4)

Onde SG é o numero total de sementes germinadas e ST, o nimero total
de sementes por tratamento.
Ao final do experimento (apds 120 horas), 0 comprimento das raizes foi

medido com auxilio de um paquimetro digital (LEE Tools, China) obtendo-se a
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taxa de crescimento radicular (CR). A porcentagem de inibicdo do crescimento
de cada tratamento foi comparada com o controle positivo (ATZ).

3.7.2.Anédlise microscépica

Para avaliar o potencial citogenotdxico dos complexos e dos materiais
hibridos foram realizadas analises do ciclo celular de Lactuca sativa. Apés 96 h
de germinacéo, 5 raizes por placa de Petri foram coletadas e fixadas em Carnoy,
sendo armazenadas a -20°C por 24 h. Para realizacdo da analise citogenética, as
laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina
acética a 2%. Cada lamina foi preparada com 2 meristemas tratados, sendo
avaliadas 10 Iaminas por tratamento. Para cada lamina foram avaliadas 1.000
células, totalizando 10.000 células meristematicas para cada tratamento. As
diferentes fases da divisdo mitética, bem como possiveis alteracdes
cromossdmicas e nucleares foram observadas e anotadas. Os seguintes
parametros foram obtidos, segundo Andrade-Vieira et al. (2014): indice mitético
(IM), alteragBes cromossdmicas (AC) e nucleares (AN), conforme as Equagdes

5, 6 e 7, respectivamente.

IM=(D/CT) (Equacéo 5)

Onde D é o namero de células em divisdo (profase, metafase, anafase e

tel6fase) e CT o nimero total de células avaliadas em cada tratamento.

AC=(C/CT) (Equacéo 6)
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Onde C é o nimero de alteragbes cromossémicas e CT o nimero total de

células avaliadas em cada tratamento.

AN=(N/CT) (Equacdo 7)

Onde N é o numero de alteracbes nucleares e CT o numero total de

células avaliadas em cada tratamento.

3.8. Analise estatistica

Os parametros avaliados no ensaio com L. sativa (GR, IVG, CR, IM,
AC e AN) e no ensaio de liberacdo no solo foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas comparadas com o controle positivo

(ATZ) através do teste de Tukey com intervalo de confianca de 95%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Carvalho e Pinto (2012) realizaram o trabalho de funcionaliza¢do da f3-
CD em silica e obtiveram resultados importantes. No intuito de explorar mais
possibilidades e dar continuacdo a esse trabalho, ja que o grupo de estudos é o
mesmo, esse trabalho foi proposto e desenvolvido. Portanto, alguns resultados

com a B-CD e B-CDSI serdo apresentados apenas com o intuito de comparacao.
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4.1. Isotermas de solubilidade e determinacdo da constante de
associacao

Este método foi descrito por Higuchi e Connors (1965) e tem como
fundamento a variacdo da solubilidade do soluto, com o aumento da
concentracdo da molécula hospedeira (no caso a CD ou CDSI). Este método é
bastante utilizado e seu tratamento matematico permite o calculo da constante de
associagio (Ka) do complexo (FROMMING e SZEJTLI, 1994).

Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 6, assim como
as equacdes das retas obtidas.
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Figura 6 - Isotermas de solubilidade para ATZ em presenca de a-CD, a-
CDSI, y-CD e y-CDSI
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Segundo Higuchi e Connors (1965), de acordo com o complexo
formado, a solubilidade pode apresentar diversos tipos de isotermas, uma vez
qgue pode haver um aumento ou diminuicdo na solubilidade. Uma correlacdo
entre a solubilidade do composto a incorporar e a concentracdo de CD esta
ilustrada na Figura 7.

Dessa forma, os valores da constante de associacdo (Ka) para um
complexo 1:1 podem ser calculados pela razdo entre inclinacdo e intercepto da

porcao inicial linear do diagrama (Equacgéo 8)
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Figura 7 - Isotermas de solubilidade

Ka — S, =S, __ e
S, {[CD].—(S,-S,)} S,(l-tgex) (Eauacios)

Onde, Ka = constante de associac¢do; St = [soluto] dissolvido (livre +

complexado); S, = solubilidade do soluto na auséncia de CD; Sc¢ = solubilidade
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limite do complexo pouco sollvel; Isotermas Ap, A, € Ay = complexos muito
soltveis (limite de solubilidade determinado pela solubilidade da CD); Isoterma
Bs = complexo de solubilidade limitada é formado; Isoterma B, = complexo
insoltvel é formado.

A analise deste experimento evidencia uma isoterma do tipo A, isto é,
com um aumento linear de solubilidade, caracterizando a estequiometria de 1:1
para o complexo de inclusdo ATZ/CD e ATZ/ CDSI, sendo possivel utilizar a
equacao proposta por Higuchi e Connors (1965).

Comparando-se 0s complexos com CD e com os materiais hibridos, é
possivel observar que houve um aumento na concentracdo da ATZ em agua
quando associada a o- CDSI de 3,3 vezes ¢ para a y-CDSI, 0 aumento foi de 2,7
vezes. Nos complexos a a-CD e y-CD o acréscimo na solubilidade foi de 1,3
vezes. Para a B-CDSI o aumento foi de 3,4 vezes (CARVALHO e PINTO,
2012). Desta forma, claramente se observa que a incorporacdo da molécula
hospede em CDSI é mais vantajosa em relacdo ao aumento da sua solubilidade
do que em CDs livres.

A constante de associagdo do complexo de inclusdo (Ka) é uma
constante de equilibrio e indica se a molécula esta mais associada (inclusa no
interior da cavidade da CD) ou dissociada (livre em solucdo). Seu valor
numérico é diretamente proporcional a associacdo da molécula hdspede no
interior da CD (LOFTSSON e BREWSTER, 1996). E um parametro importante
na avaliagdo da afinidade e o grau de ligacdo das moléculas com a CD. Valores
inferiores a 100 para a constante sugerem fraca afinidade da molécula héspede
com as CDs, enquanto valores elevados indicam que a molécula héspede esta
fortemente ligada, o que pode reduzir consideravelmente sua biodisponibilidade
(LYRA, MARQUES, et al., 2010).

Duri e Tran (2013) trabalharam com compdsitos supramoleculares a

partir de celulose, quitosana e ciclodextrinas para adsorver disruptores
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enddcrinos (2-clorofenol; 3-clorofenol; 4-clorofenol; 3,4-diclorofenol; 2,4,5-
triclorofenol e bisfenol A). De todos os materiais, 0 que mais se destacou foi a y-
TCD ((2,3,6-tri-O-acetil)-y-ciclodextrina). A y-CD possui a maior cavidade
entre as CDs naturais (a, B, y) € portanto pode incluir grupos volumosos em seu
interior.

A solubilidade da ATZ nos complexos estudados aumenta
consideravelmente e é proporcional ao aumento na concentra¢ido de a-CDSI ou
y-CDSI (Figura 6). No sistema contendo apenas a-CD ou y-CD, 0 aumento na
solubilidade é bem menor se comparado ao sistema com CDSI, tal fato pode
estar relacionado a constante de associacdo do complexo (Ka) ser menor. No
caso de ATZ/a-CD, o Ka é igual a 20,3 L mol™ ¢ para ATZ/a-CDSI é de 161,1
L mol™, para ATZ/y-CD é de 13,4 L mol™ e para ATZ/y-CDSI é de 111,1 L mol
', ATZ/B-CD possui Ka de 28,9 L mol™* e ATZ/B-CDSI, Ka de 130,7 L mol™
(CARVALHO e PINTO, 2012).

Portanto a ordem crescente de Ka entre os complexos é ATZ/y-CD <
ATZ/a-CD < ATZ/B-CD e entre os materiais hibridos é ATZ/y-CDSI < ATZ/B-
CDSI ATZ/a-CDSI e assim, os materiais hibridos possuem maior solubilidade
gue os complexos ndo funcionalizados (ATZ/CD < ATZ/CDSI).

4.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

Apbs o preparo dos complexos de inclusdo as amostras foram enviadas
para analise por espectroscopia na regido do infravermelho (IV). Os resultados
para a a-CD e a-CDSI estéo representados na Figura 8 e para a y-CD e y-CDSI

na Figura 9.
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Analisando as espectroscopias, observa-se uma correspondéncia entre 0s
espectros de a-CD/y-CD e a-CDSI /y-CDSI, fato este justificado por serem
moléculas que diferem apenas por uma unidade de glicose. Nas CDs puras, a
banda de absorcdo em 2.939 cm™ ¢ atribuida a vibracdo de deformacdo axial de
C-H. As bandas de absorcdo em 3.750-3.000 cm™ sdo caracteristicas de
estiramentos O-H de grupos silandis, referentes também a vibracdo de
deformagdo axial de hidroxila livre e &gua remanescente adsorvida. Nos
materiais hibridos CDSI, nota-se uma banda em 1.740 cm™, a qual se refere a
carbonila (SILVERSTEIN, WEBSTER et al., 2014).

A ciclodextrina ancorada na silica provoca leve alteracdo na intensidade
das vibragdes angulares das moléculas de a4gua em 1.640 cm™ podendo estar
relacionada a interagdes mais fortes destas moléculas com a estrutura da CDSI
ou impedimentos de algumas vibracGes pela estrutura (SILVERSTEIN,
WEBSTER et al., 2014).

O espectro do agroquimico ATZ ja estad bem consolidado na literatura e
possui bandas tipicas em 1.555-1.580 e 1.622 cm™. Essas bandas s&o atribuidas
as vibracBes de deformagdes no plano do anel e a banda em 800 cm™ devido a
deformacdo fora do plano do anel (PEREIRA, GRILLO, et al., 2014).

Nos espectros dos complexos e das misturas fisicas, observa-se a sutil
mudanca nos picos atribuidos as deformacdes dos estiramentos N-H, por volta
de 3.200 cm™ e C=N, em 1.550 cm™ (CARVALHO e PINTO, 2012).

Os espectros das misturas fisicas ATZ/a-CD; ATZ/a-CDSI; ATZ/y-CD
e ATZ/ y-CDSI mostraram que existem interagdes entre 0s mesmos, pois bandas
caracteristicas da ATZ ficaram menos evidentes. Entre os complexos com CD e
com o0s materiais hibridos, os com CDSI mostraram uma interagdo mais forte,
visto que entre ATZ/CDSI as bandas caracteristicas da ATZ desaparecem. Essas

analises d&o indicios de que os complexos entre os materiais hibridos a-CDSI e
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y-CDSI e o agroquimico ATZ foram formados e, também, indicam o suporte das
CDs a superficie da silica.

4.3, Calorimetria diferencial de varredura

Com as analises de DSC foram obtidos os termogramas contendo as
seguintes amostras: ATZ; a-CD; a-CDSI; ATZ/0-CD; ATZ/a-CDSI; e misturas
fisicas dos complexos (Figura 10) e ATZ; y-CD; y-CDSI; ATZ/y-CD; ATZ/y-
CDSI e também as respectivas misturas fisicas dos complexos (Figura 11). Foi
possivel notar picos endotérmicos que caracterizam cada substancia

isoladamente e também os complexos de incluséo.
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A ATZ possui um pico endotérmico caracteristico em 178°C presentes
nas Figuras 10 e 11. Nos complexos formados entre ATZ/a-CD e ATZ/y-CD
esses picos estdo menos intensos. Suspeita-se que possa haver, juntamente com a
ATZ, &gua de solvatacdo inclusa na cavidade das ciclodextrinas e acredita-se
que através da mudanca do microambiente na inclusdo da ATZ, as moléculas de
agua restantes se apresentaram mais fracamente associadas a cavidade
(CARVALHO e PINTO, 2012).

Nas misturas fisicas estes picos estdo ainda menos evidentes do que nos
complexos ATZ/a-CD e ATZ/y-CD. Sendo a mudanca de temperatura dos picos
associadas a complexacdo, podemos afirmar que a mesma esta ocorrendo, em
menor proporgdo, nas misturas fisicas. Picos endotérmicos semelhantes em a-
CD e y-CD também foram encontrados por Mura e colaboradores (2003) e este
fato esté relacionado ao processo de desidratacéo da CD.

Nos termogramas dos complexos e misturas fisicas dos materiais
hibridos ATZ/a-CDSI e ATZ/y-CDSlI, os picos relativos a ATZ desapareceram.
Assim, a formacdo do complexo pode estar suprimindo a degradagdo da
molécula ou mesmo devido a diferenga entre a massa especifica de CDSl e ATZ

ser alta.

4.4. Ensaio de liberagdo da atrazina dos complexos de incluséo
ATZ/CD e ATZ/CDSI

Os testes de liberagcdo da ATZ foram conduzidos em sistema de dialise.
Neste ensaio, a ATZ possui capacidade de atravessar 0s poros da membrana
(1.000 Da), porém as estruturas de ciclodextrinas que sdo maiores, ndo a
atravessam e, desta forma, foi possivel observar o efeito da complexacdo na

velocidade de liberagdo da molécula de ATZ.
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Para que sejam interessantes, os sistemas de liberagdo modificados
devem apresentar liberacdo mais lenta ao longo do tempo e eliminacéo reduzida
o suficiente para que as concentracdes da molécula-hdspede sejam retidas no
local. Assim, os testes de liberacdo in vitro permitem observar e avaliar a
permeacdo de moléculas-héspede atraves de membranas, onde as formulagdes
gue apresentam menores taxas de liberacdo tém, possivelmente, maior constante
de estabilidade na interagdo molécula-hospede/CD (MORAES, ABRAMI et al.,
2007).

Analisando as Figuras 12 e 13, foi possivel verificar que ndo houve
diferenca significativa entre as liberagGes de a-CD e y-CD. Além disso, em 22
horas, de experimento, 51% da ATZ ndo complexada foi liberada, contra 19%
(a-CD e y-CD) e 15% (a-CDSI e y-CDSI), representando uma reducéo de 63% e
71% na velocidade de liberacéo.

A liberacdo da ATZ foi, em ordem crescente, ATZ/CDSI < ATZ/CD <
ATZ livre. Assim, de forma geral, a associacdo da ATZ aos materiais hibridos
(CDSI), reduz em 75% a velocidade de liberacdo, enquanto que, nos complexos
ATZ/CD, a reducao é de 67%.
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Figura 13 - Curvas de liberacdo em &gua para a ATZ; gama-CD e gama-
CDSI

4.5, Andlises em coluna de solo

O objetivo das andlises em coluna de solo foi medir a mobilidade,
quantificar e medir a liberacdo de ATZ dos complexos com CD e CDSI,

comparando a ATZ livre.

45.1.Umidade

O perfil de umidade ao longo das colunas de solo foi definido com o
intuito de simular as condi¢bes pluviométricas semelhantes as existentes no
campo. Os valores de umidade obtidos em todas as amostras foram préximos de
20%. Avaliando os teores de umidade nas diferentes camadas de solo foi
possivel identificar que ndo houve diferencas significativas no perfil de umidade
nas diferentes fragdes da coluna de solo (Figura 14). Isto indica que a hidratacéo
realizada ap6s as etapas de irrigacao foi uniforme e, desta forma, a distribuicdo
de ATZ nao sofreu influéncia de escassez ou de excesso de agua ao longo da

coluna.
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Figura 14 - Valores médios relativos de umidade, nas 4 camadas da coluna
de solo (0-4 cm; 4-8 cm; 8-12 cm; 12-16 cm) determinados em
quadruplicata, a temperatura de 25°C

4.5.2. Analise de concentracao de ATZ ao longo do perfil do solo

Apos a certificacdo de que o nivel de hidratagdo ao longo da coluna de
solo era homogéneo, foi realizada a analise de concentragdo de ATZ ao longo do
perfil da coluna (Figura 15).

A concentracdo do agroquimico ATZ em todos os tratamentos testados
com CD ou CDSI foi maior que o tratamento contendo a ATZ livre.

Para a primeira e segunda camadas de solo, entre os tratamentos ATZ/a-
CD; ATZ/B-CD; ATZ/y-CD existe diferenca significativa, sendo que a ATZ/y-
CD possui a menor média de concentracdo. Na terceira e quarta camadas 0s

valores foram iguais estatisticamente.
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Entre os materiais hibridos (ATZ/CDSI), todos os tratamentos em todas
as camadas da coluna foram iguais estatisticamente.

Acredita-se que a cinética de degradacdo da ATZ, em colunas de solo,
ndo seja de primeira ordem, ou seja, ndo é diretamente proporcional a
concentracdo de ATZ no solo. Existe um pico de degradacdo entre 0s primeiros
20 dias, uma fase de baixa atividade a partir de 25 dias até o ducentésimo dia,
onde ocorre outro pico de degradacdo (CHEYNS, MERTENS, et al., 2010).

Comparando o0s complexos (ATZ/CD) e os materiais hibridos
(ATZ/CDSI) todos os materiais hibridos (ATZ/a-CDSI; ATZ/B-CDSI e ATZ/y-
CDSI) apresentaram médias de concentracdo estatisticamente menores do que 0s
complexos (ATZ/a-CD; ATZ/B-CD; ATZ/y-CD).

Em solos com micro-organismos adaptados ao uso de ATZ, ocorre a
degradacdo da mesma por microflora presente no solo (JABLONOWSKI,
KOPPCHEN et al., 2013).

Portanto os materiais hibridos ATZ/CDSI estdo menos susceptiveis a
lixiviacdo e o excedente pode ser degradado por micro-organismos do préprio

ambiente.
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Figura 15 - Valores médios da concentracdo de ATZ em diferentes camadas
de solo, nos tratamentos: ATZ livre; ATZ/a-CD; ATZ/p-CD; ATZ/y-CD;
ATZ/a-CDSI; ATZ/B-CDSI e ATZ/y-CDSI

4.5.3. Avaliacédo da liberagdo de ATZ dos complexos de incluséo
com CD e CDSI no solo

Com exce¢do do complexo ATZ/a-CD, o perfil de liberagdo do
herbicida ATZ no solo, livre e complexado em CD ou CDSI, ndo foi
estatisticamente diferente para nenhum dos tratamentos (Figura 16). Assim, 0
perfil de liberagdo para a ATZ livre, ATZ/B-CD, ATZ/y-CD e materiais hibridos

ATZ/CDSI, séo semelhantes ap0s 7 irrigacoes.
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Isso significa que, mesmo depois de 7 irrigacdes, o herbicida ainda esta
presente no solo, indicando que ndo h& perda do material aplicado. Esse fato
sugere uma economia para o produtor e para 0 ambiente, visto que ndo seriam
necessarias novas aplicac@es do herbicida.

Trigo e colaboradores (2010) estudaram a biodisponibilidade de
formulagbes organofilicas com ATZ em solo, cujo estudo também demonstrou

biodisponibilidade semelhante entre a ATZ livre e as formulagdes.
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Figura 16 - Valores médios de liberacdo de ATZ no solo, livre e complexada
com CD e CDSI
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4.6. Ensaio de aberracdo cromossdmica em Lactuca sativa

Os efeitos dos tratamentos na germinacdo das sementes e
desenvolvimento de plantulas de L. sativa foram avaliados nos cinco primeiros
dias de crescimento (120 h de exposi¢cdo) e estdo dispostos na Tabela 1. Os
complexos de inclusdo com CDs e com o0s materiais hibridos CDSI néo
apresentaram interferéncia significativa nos pardmetros GR e IVG. Ja parao CR
foi observada uma diminuicdo significativa do tamanho das raizes em todos os
tratamentos. Esta inibicdo de crescimento foi de 23,10% para a-CD; 34,97%
para B-CD; 38,75% para y-CD e de 18,17% para a-CDSI; 30,97% para B-CDSI,
33,52% para y-CDSI, todos comparados a ATZ livre.

Tabela 1: Valores médios de taxa de germinacgdo (GR), indice de velocidade
de germinagdo (IVG) e taxa de crescimento radicular (CR) para os
controles negativo (agua) e positivo (ATZ) e os tratamentos com CD e
CDSI.

Tratamento GR (%) VG CR
Atrazina 88,00 + 5,05 1235+ 0,78 2503 + 0,07
ATZ/o-CD 88,00 + 6,91 11,09 + 0,98 19,04% +
ATZ/B-CD 89,30 + 6,83 12,23+ 1,91 16?2’33;?‘ +
ATZ ly-CD 88,70 + 4,47 12,58 +0,78 15(,){388i x
ATZ/o-CDS 88,00 + 6,91 11,97 +0,96 21(,)2'3;i x
ATZ/B-CDSI 89,30 + 7,23 12,24+ 1,86 17?@;%2 +
ATZ/y-CDSI 80,30 + 5,47 12,69 + 0,83 17,12'31 x
Agua 91,30 + 7,67 13,00 + 0,78 26,0%3'140,61

Valores seguidos por * indicam diferenca significativa com 95% de confianca,

em relacdo & ATZ, segundo teste de Tukey.
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Dentre os pardmetros macroscopicos (GR, IVG e CR) avaliados no
modelo L. sativa, aqueles relacionados com a germinagéo (GR e IVG), segundo
Valério et al. (2007), sdo menos sensiveis. Ja 0 CR é mais eficiente em mostrar a
toxicidade do composto testado, sendo diretamente afetado pelo efeito toxico do
composto testado sobre o atraso na germinacao, que reflete na reducdo do IVG
(MAURO et al., 2014; COSTA et al., no prelo). Logo, as reducdes significativas
observadas para a ATZ complexada em CD e CDSI mostram que 0os complexos
foram eficientes em aumentar o efeito herbicida da ATZ.

N&o obstante, o crescimento radicular é um parametro importante nos
bioensaios com modelos vegetais em estudos toxicoldgicos, pois pode ter
relacdo com os pardmetros observados nos testes citogenéticos realizados: o IM,
que reflete a frequéncia de divisdo celular, é um pardmetro cariocinético
diretamente relacionado a taxa de crescimento radicular (ANDRADE -VIEIRA
et al., 2010).

Os resultados da avaliagdo microscopica referentes ao IM e as
porcentagens de cada fase da divisdo mitética observadas estdo apresentados na
Tabela 2. O IM reduziu em comparacdo aos tratamentos com a ATZ. No
entanto, uma reducdo significativa de 17% foi observada apenas no tratamento

ATZ/y-CD, em relacdo a ATZ ndo complexada.
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Tabela 2: Valores médios de indice mitético (IM) e percentuais de cada fase
da mitose em raizes de Lactuca sativa para os controles negativo (agua) e
positivo (ATZ) e os tratamentos com CD e CDSI.

Tratamentc  N°de Fase Mitética (%) indice
células Intérfase Profase Metafase Anafase Telofase Mitdtico
contadas (%)

Atrazina 11170 81,24 56,70 1990 11,13 12,27 7,32+

4,47x10°
ATZ/o- 10760 89,67 5331 2240 12,10 12,19 6,68+
CD 9,99x10°®
ATZ/B- 11430 88,82 5251 2056 13,00 1392 640+
CD 0,012
ATZly- 10930 87,14 52,69 2154 1276 13,02 6,04+
CD 5,00x107
ATZ/a- 11020 87,64 5743 19,79 10,75 12,038 721+
CDSI 0,012
ATZ/B- 11060 8455 5583 2005 9,81 1431  7,30%
CDSI 7,01x10°
ATZly- 11480 86,41 5595 1961 1254 1190 7,36+
CDSI 8,21x107
Agua 10800 89,38 56,29 18,14 11,17 1440 7,85%

7,38x10°

Valores acrescidos de * indicam diferenca significativa com 95% de confianga,
segundo teste de Tukey
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A Figura 17 e a Tabela 3 mostram as frequéncias de alteragdes ao
longo do ciclo celular de alface expostos aos tratamentos: ATZ ndo complexada;
ATZ/0-CD; ATZ/B-CD; ATZ/y-CD; ATZ/a-CDSI; ATZ/B-CDSI e ATZ/y-
CDSI. As maiores frequéncias de alteracdes foram observadas nos tratamentos
com ATZ ndo complexada. Quando esta foi complexada com CD ou CDSI, a
frequéncia de alteracBGes observadas reduziu. Tal reducdo das AC foi de 21%
para ATZ/a-CD, 21% para ATZ/B-CD e de 33% para ATZ/y-CD. Foi de 39%
para ATZ/a-CDSI, 36% para ATZ/B-CDSI e 59% para ATZ/y-CDSI, todos
comparados a ATZ ndo complexada. Para AN as taxas de diminui¢do foram de
68% para ATZ/a-CD, 44% para ATZ/B-CD e de 55% para ATZ/y-CD. E de
55% para ATZ/a-CDSI, 29% para ATZ/B-CDSI, 46% para ATZ/y-CDSlI, todos
comparados a ATZ ndo complexada.

Esses valores reduzidos de genotoxicidade para sistemas de liberacéo
modificada de agroquimicos, especificamente a ATZ, também foram
encontrados por outros pesquisadores (GRILLO et al, 2009; SRIVASTAVA &
MISHA, 2009; GRILLO et al, 2012 e PEREIRA et al, 2014) corroborando com
os resultados apresentados acima.

Bolle e colaboradores (2009) determinaram que a ATZ pode apresentar
efeito genotoxico em Allium cepa em concentra¢des acima de 5 pug L™

Esses valores reduzidos de genotoxicidade para sistemas de liberacdo
modificada de agroquimicos, especificamente a ATZ, também foram
encontrados por outros pesquisadores.  Grillo e colaboradores (2009)
trabalharam com ATZ encapsuladas em microesferas e, também observaram
reducdo significativa da genotoxicidade no teste da Lactuca sativa com apenas
24 h de exposicdo das raizes @ ATZ. Grillo e colaboradores (2012) realizaram
testes em Allium cepa com herbicidas da classe das triazinas, (ametryn, atrazina
e simazina) encapsulados e, também demonstraram menores taxas de

genotoxicidade associada aos herbicidas. Pereira e colaboradores (2014)
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testaram a genotoxicidade de ATZ encapsuladas em nano particulas em testes de
Allium cepa, e também obtiveram reducgdo, corroborando com os resultados

apresentados acima.

Distribui¢do das alteragoes CromossOmicas
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Figura 17 - Alterages cromossémicas nos tratamentos com ATZ néo
complexada, ATZ/CD, ATZ/CDSI e 4gua
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Tabela 3: Valores médios percentuais de alteracdes celulares (AC) e alteracGes
nucleares (AN) em células meristeméticas de Lactuca sativa ap0s tratamento
com os controles negativo (agua) e positivo (ATZ) e os tratamentos: ATZ/CD e
ATZ/CDSI.

Tratamento AC (%) AN (%)

Atrazina 0,82 + 11,45 +

3,10x10° 3,21x10°3

ATZ/a- CD 0,64* + 3,65* +
1,91x10° 0,01

ATZ/p-CD 0,65* + 6,46* +
1,35x10° 0,04

ATZ/y-CD 0,55* + 5,14* +
2,10x10° 0,03

ATZ/o -CDSI 0,50* + 515* +
2,00x10° 0,03

ATZ/B- CDSI 0,53* + 8,15* =+
1,40x10° 0,05

ATZ/y- CDSI 0,34* + 6,23* +
1,92x10° 0,02

Agua 0,02 + 277 %
4,06x10™ 0,02

Valores acrescidos de * indicam diferenca significativa com 95% de confianga,
segundo teste de Tukey.

Nas Figuras 18 e 19 podem-se observar exemplos das alteragdes obtidas ao final
do exame das laminas nos tratamentos.
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Figura 18 - Exemplo de C-néo orientado (Imagem obtida por Santos no
Laboratério de Genética Molecular, DBI/UFLA)
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Figura 19 - Exemplo de ponte (Imagem obtida por Santos no Laboratério
de Genética Molecular, DBI/UFLA)
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5. CONCLUSAO

A ATZ é um agroquimico amplamente utilizado e pode causar varias
alteracBes citogenéticas em plantas e animais, sobretudo doengas
neurodegenerativas em humanos. Contudo, os materiais hibridos sédo de facil
obtencdo, sintese de baixo custo e podem ser utilizados para uma liberacao
modificada de ATZ. Todos os tratamentos testados: ATZ/B-CD; ATZ/y-CD;
ATZ/a-CDSI; ATZ/B-CDSI e ATZ/y-CDSI, apresentaram menores valores de
citotoxicidade. No entanto, ATZ/y-CD e ATZ/y-CDSI, mostraram-se mais

eficientes e menos toxicos.
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