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RESUMO 

 

O uso intensivo de agrotóxicos tem levado à contaminação dos 

alimentos e da água. Dentre esses, os herbicidas a base de glifosato 

(HBG) são os mais utilizados no Brasil e no mundo. No presente estudo, 

investigou-se as mudanças na microbiota intestinal, bem como 

alterações bioquímicas e histomorfológicas no duodeno e cólon final de 

ratos imaturos após exposição materna ao HBG. Para tanto, ratas fêmeas 

prenhas (linhagem Wistar) foram expostas a 1% da formulação 

comercial Roundup® (equivalente a 0,36% de glifosato) na água de 

beber a partir do 5º dia gestacional e o tratamento prosseguiu até os 

filhotes completarem 15 dias de idade. O grupo controle recebeu água 

durante o mesmo período. Os resultados mostraram aumento no 

conteúdo de espécies reativas de oxigênio (ERO) e de peroxidação 

lipídica tanto em duodeno como em cólon dos filhotes expostos ao HBG 

durante a gestação e lactação. Em homogeneizado de duodeno e porção 

final cólon observou-se alterações na atividade de enzimas do sistema de 

defesas antioxidantes, compatível com desequilíbrio no estado redox 

desses tecidos. Além disso, observou-se aumento no conteúdo de TNF-α 

na porção final do cólon dos animais expostos, sugerindo a implicação 

de processo inflamatório na toxicidade do herbicida. Ademais, a 

microbiota intestinal destes animais foi significativamente alterada, com 

aumento no conteúdo relativo de Firmicutes e Bacteroidetes fragilis, 

além do conteúdo fecal apresentar-se acidificado. Imagens de 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura indicaram alterações 

ultraestruturais em mitocôndrias, diminuição na produção de muco, 

maior espaçamento de vilosidades e, consequente translocação 

bacteriana em preparações intestinais de animais expostos. Poucos são 

os estudos avaliando efeitos do HBG no intestino; no entanto, os 

resultados corroboram dados já descritos na literatura cientifica quanto 

ao HBG induzir estresse oxidativo e inflamação em outros tecidos. Os 

resultados de alteração na microbiota corroboram os estudos publicados 

recentemente com outros modelos experimentais de exposição ao HBG, 

sendo o presente estudo o primeiro a demostrar as alterações 

ultraestruturais no intestino ocasionadas pela exposição indireta ao 

HBG, assim como a consequente translocação bacteriana. Os resultados 

reforçam a necessidade de investigar os efeitos induzidos pela exposição 

ao HBG e seus impactos fisiopatológicos.  

Palavras-chave: Agrotóxicos. Glifosato. Microbiota. Estresse 

Oxidativo.  

 



 

 

 

  

 

  



ABSTRACT 

 

The intensive use of pesticides has led to the contamination of food and 

water. Glyphosate-based herbicides (HBG) are the widely used 

herbicide in Brazil and worldwide. In the present study, we investigated 

the changes in the intestinal microbiota as well as biochemical and 

histomorphological changes in the duodenum and final colon of 

immature rats after maternal exposure to HBG. For this, pregnant 

female rats (Wistar line) were exposed to 1% of Roundup® formulation 

(equivalent to 0.36% glyphosate) in drinking water from the 5th 

gestational day and treatment continued until the pups completed 15 

days-old. The control group received only water during the same period. 

The results showed an increase in the content of reactive oxygen species 

(ROS) and lipid peroxidation in both duodenum and colon of HBG 

exposed pups. In the homogenates of duodenum and colon, we observed 

changes in the enzymatic activity of the antioxidant defense system, 

compatible with redox imbalance in these tissues. In addition, an 

increase in the TNF-α levels was observed in the colon of the exposed 

animals, suggesting the implication of an inflammatory process in the 

toxicity of the herbicide. In addition, the intestinal microbiota of these 

animals was significantly altered, with increase in the relative content of 

Firmicutes and Bacteroidetes fragilis. In addition, the fecal content has 

being acidified. Transmission and scanning electron microscopy images 

indicated ultrastructural changes in mitochondria, decreased mucus 

production, increased villus spacing, and consequent bacterial 

translocation in intestinal preparations of exposed animals. There are 

few studies evaluating the effects of HBG in the gut. However, the 

results corroborate data already described in the scientific literature 

regarding HBG to induce oxidative stress and inflammation in other 

tissues. The results of alteration in the microbiota are in agreement with 

recently published studies with other experimental models of HBG 

exposure. However, the present study is the first one demonstrating 

ultrastructural changes in the intestine caused by the indirect exposure to 

HBG, as well as the consequent bacterial translocation. The results 

reinforce the need to investigate the effects induced by exposure to HBG 

and its pathophysiological impacts. 

Keywords: Pesticide. Glyphosate. Microbiota. Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O cenário mundial de produção de alimentos mudou 

consideravelmente nas últimas décadas, em especial após a chamada 

“Revolução Verde”. A partir de 1996, sementes geneticamente 

modificadas resistentes ao herbicida glifosato começaram a ser 

utilizadas, o que intensificou o consumo desse herbicida nos cultivos, 

em especial de soja. Estudo financiado pela multinacional Monsanto, 

revisando os efeitos do glifosato demonstrados em modelos in vivo e in 

vitro, sugeriam que esse herbicida não causava danos a humanos e 

outros mamíferos (Williams et al., 2000; 2016). Entretanto, a partir 

dessa afirmação, inúmeros pesquisadores de diferentes locais do mundo 

têm se dedicado a estudar os efeitos da exposição a herbicidas a base de 

glifosato em modelos animais. Os estudos sugerem que a exposição a 

herbicidas à base de glifosato, que figuram entre os agrotóxicos mais 

utilizados em todo o mundo, está associada a uma série de condições 

patológicas, incluindo aumento da incidência de autismo, doença 

celíaca, depressão, diversas formas de câncer, entre outras (Hsiao et al., 

2013; Samsel e Seneff, 2013; Guyton et al., 2015; Ait Bali et al., 2017).  

Nesse cenário, o grupo de pesquisa coordenado pela Profa Dra 

Ariane Zamoner Pacheco de Souza vem estudando os efeitos da 

exposição materna ao glifosato durante o desenvolvimento da prole. 

Resultados prévios do grupo demonstraram que essa exposição está 

associada ao desbalanço no estado redox, excitotoxicidade 

glutamatérgica e comportamento tipo-depressivo na prole de animais 

expostos ao herbicida quando atingem a idade adulta (Cattani et al., 

2014; 2017). 

O glifosato também foi apontado como sendo capaz de induzir 

resistência a agentes antimicrobianos em algumas cepas bacterianas e 

como um agente capaz de interferir na microbiota (Shehata et al., 2013; 

Van Bruggen et al., 2018). Considerando-se os inúmeros estudos que 

apontam para o papel da disbiose intestinal para transtornos 

psiquiátricos e doenças metabólicas (Baothman et al., 2016; Cenit et al., 

2017), a investigação dos efeitos do glifosato sobre o trato 

gastrintestinal e a microbiota dos animais expostos ao glifosato parece 

relevante.  

Considerando-se os dados prévios do grupo mostrando que a 

exposição materna ao glifosato durante a gestação e lactação afeta o 

neudesenvolvimento da prole com potencial desenvolvimento de 

transtorno depressivo (Cattani et al., 2017), hipotetizamos que os efeitos 

neurais dessa exposição estão associados a disbiose intestinal e 
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desbalanço no estado redox, com consequente indução de estresse 

oxidativo, disfunção mitocondrial, inflamação e dano ao tecido 

intestinal (Figura 1).  
 

Figura 1- Imagem representativa da hipótese do presente estudo. 

 
A exposição materna ao HBG durante a gestação e lactação induz 

excitotoxicidade glutamatérgica e estresse oxidativo no hipocampo da prole nas 

fases imatura e adulta do desenvolvimento. Esses efeitos são associados ao 

comportamento tipo-depressivo dos filhotes ao atingirem a idade adulta (Cattani 

et al., 2017). Desse modo, esses efeitos também podem ser potencialmente 

associados a alterações na microbiota intestinal, com consequente dano 
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oxidativo, inflamação e comprometimento da permeabilidade do intestino. 

(HBG, Herbicida a base de glifosato). Fonte: Proprio Autor. 

 

Para comprovar essa hipótese, no presente estudo foram 

analisados diferentes parâmetros bioquímicos e inflamatórios em 

amostras de fezes, bem como porções de duodeno e cólon final da prole 

de ratas expostas ao herbicida durante a gestação e lactação. Além disso, 

preparações histológicas desses tecidos foram analisadas por 

microscopia de luz, bem como por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) e de varredura (MEV). Análises por PCR em tempo 

real foram utilizadas para quantificar alguns grupos de bactérias 

predominantes no intestino. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo do presente trabalho foi investigar as mudanças na 

microbiota e alterações bioquímicas e histomorfológicas no intestino de 

ratos imaturos após exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Verificar se a exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação induz estresse oxidativo (EO) no duodeno e cólon final na prole 

aos 15 dias de idade por meio da determinação dos seguintes 

parâmetros: atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase 

(GR), tiorredoxina redutase (TRxR) concentração de glutationa reduzida 

(GSH), avaliação da peroxidação de lipídios (substâncias que reagem 

com o ácido tiobarbitúrico, TBARS) e determinação de EROs e ERNs  

 Estudar os efeitos do HBG na microbiota de ratos de 15 dias de 

idade, após exposição materna; 

 Avaliar as alterações no pH fecal de ratos de 15 dias de idade, 

após exposição materna ao HBG; 

 Determinar atividade da mieloperoxidase (MPO), após exposição 

materna ao HBG, no intestino delgado e cólon de ratos de 15 dias de 

idade; 

 Quantificar as citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 no 

duodeno e cólon de ratos imaturos após exposição materna ao HBG; 

 Verificar possíveis alterações histológicas ocasionadas pela 

exposição materna ao HBG no intestino delgado e cólon de ratos 

imaturos por microscopia de luz e microscopia eletrônica (ME) de 

transmissão (MET) e de varredura (MEV). 

 

  



30 

 

  



31 

 

3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 AGROTÓXICOS 

 

O termo agrotóxico engloba os conceitos de defensivo agrícola 

e pesticida, que são substâncias químicas utilizadas para minimizar 

perdas na produção agrícola, por meio da redução da ação danosa de 

insetos, doenças e ervas daninhas nas lavouras (Ecobichon, 2000; 

Anvisa, 2012). Neste sentido, a diminuição no uso de agrotóxicos parece 

estar distante devido à constante necessidade no aumento da 

produtividade, fato reforçado pelos mais de 1000 tipos diferentes de 

pesticidas utilizados em todo o mundo, segundo informações da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (Who, 2018). 

O crescente uso dos agrotóxicos em nível nacional e mundial 

foi divulgado no 2º Seminário sobre Mercado de Agrotóxicos e 

Regulação, realizado em Brasília (DF), em 2012, onde os dados da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e do Observatório 

da Indústria dos Agrotóxicos da Universidade Federal do Paraná 

(UFPR), mostraram um crescimento no mercado mundial de agrotóxicos 

de 93%, contra 190% no mercado nacional, entre os anos de 2000 a 

2011 (Anvisa, 2012). Destaca-se que o Brasil é, desde 2008, o maior 

consumidor de agrotóxicos do mundo, sendo que em 2015 já era 

responsável pelo consumo de cerca de 20% de todo agrotóxico 

produzido mundialmente e teve um crescimento no consumo por 

ingrediente ativo de, aproximadamente, 2,5 vezes nos últimos 14 anos, 

(Anvisa, 2012), como visto na Figura 2. 
 

Figura 2- Consumo de agrotóxicos e afins do ano de 2000 a 2014 no Brasil. 

 
Crescimento no consumo de agrotóxicos, por tonelada de ingrediente ativo entre 

os anos de 2000 a 2014, com crescimento de, aproximadamente 2,5 vezes nos 

14 anos descritos. Fonte: IBAMA (2016). 



32 

 

 

O Programa de Análise de Resíduos de Agrotóxicos em 

Alimentos (PARA) realizado pela ANVISA, teve seu início no ano de 

2001, e desde então já analisou mais de 30.000 amostras de 25 tipos de 

alimentos de origem vegetal. No seu último relatório, de 2015, apontou 

que 58% das amostras de alimentos analisados apresentaram resíduos de 

agrotóxicos, sendo que, 19,7% destes apresentavam-se impróprios para 

o consumo, por apresentarem resíduos acima dos valores permitidos 

para a cultura, ou ainda, resíduos de agrotóxicos não permitidos para à 

cultura, conforme descrito na Figura 3. 

 
Figura 3- Distribuição das amostras analisadas pelo PARA, segundo a presença 

ou a ausência de resíduos de agrotóxicos e o tipo de irregularidade. 

 
LMR: Limite máximo de resíduos. Fonte: ANVISA, 2015. 

 

Segundo a OMS, os indivíduos com maior risco de apresentar 

problemas de saúde devido ao contato com pesticidas, seriam os 

indivíduos com exposição ocupacional, principalmente nas áreas rurais 

como aplicadores e manipuladores (WHO, 2018). No entanto, a 

exposição humana aos agrotóxicos vai além, e pode ser atribuída ao 

consumo de alimentos oriundos da produção agropecuária e água 

contaminada (Ecobichom, 2000). Ademais, levando em consideração a 

capacidade de permanecerem como resíduos remanescentes nos 

alimentos, a ingestão de alimentos contendo agrotóxicos é considerada 

uma das principais vias de exposição humana a esses compostos (Mello, 

1999).  

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com sua 

funcionalidade como herbicidas, fungicidas e inseticidas. Sendo os 

herbicidas, substâncias com objetivo de eliminar plantas, e em sua 
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maioria são específicos para determinadas ervas daninhas. Esses são o 

grupo de agrotóxicos mais utilizados em todo o mundo e representam 

40% dentre todos pesticidas utilizados a nível mundial (Science, 2013) e 

destes, o glifosato apresenta-se como o herbicida mais utilizado no 

Brasil e no mundo. 

Destaca-se, conforme a Tabela 1, que mesmo somando-se os 

valores em toneladas dos demais ingredientes ativos mais vendidos em 

2014 (da 2ª a 10ª posição), a soma ainda é inferior aos montantes de 

glifosato comercializado no mesmo ano, no Brasil. 

 

Tabela 1- Ranking de vendas de agrotóxicos, em toneladas de ingrediente 

ativo, no ano de 2014, no Brasil. 

Ingrediente Ativo Venda (tonelada de 

IA) 

Ranking 

Glifosato e seus sais 194.877,84 1º 

2,4-D 36.513,55 2º 

Acefato 26.190,52 3º 

Óleo mineral 25.632,86 4º 

Clorpirifós 16.452,77 5º 

Óleo vegetal 16.126,71 6º 

Atrazina 13.911,37 7º 

Mancozebe 12.273,86 8º 

Metomil 9.801,11 9º 

Diuron 8.579,52 10º 
IA: Ingrediente ativo. Fonte: IBAMA, 2016. 

 

3.2O GLIFOSATO 

 

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) pertencente ao grupo de 

pesticidas organofosforados, um herbicida não seletivo, de ação 

sistêmica, pós-emergente e de amplo espectro.  

Um composto análogo ao aminoácido glicina, com fórmula 

molecular C3H8NO5P (MW = 38 169,1 g/mol) e fórmula estrutural 

demonstrada na Figura 4 (MONSANTO, 2015). Este composto age 

sobre a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), 

exemplificada na Figura 5, inibindo a via do chiquimato, que sintetiza os 

aminoácidos aromáticos essenciais, fenilalanina, triptofano e tirosina, os 

quais são precursores de outros produtos, como lignina, alcaloides, 

flavonoides e ácidos benzoicos (Amarante Junior et al., 2002). Esta via 

é encontrada em plantas, bem como fungos e bactérias, mas não em 

insetos, aves, peixes, mamíferos (Anadon et al., 2009), sendo esta uma 
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das alegações para seu presumível baixo risco à saúde humana, e 

continuidade de sua utilização nas lavouras. Contudo, resultados de 

pesquisas realizadas com glifosato e/ou suas formulações e seus efeitos 

sobre a saúde humana, tem gerado controvérsias no meio científico 

(Williams et al., 2000; De Liz Oliveira Cavalli et al., 2013; Kier e 

Kirkland, 2013; Cattani et al., 2014; Cattani et al., 2017). 

 

Figura 4 – Fórmula estrutural do Glifosato. 

 
Fonte: Monsanto, 2015. 

 

Figura 5- Imagem representativa da via do acido chiquimico e ação do 

herbicida glifosato. 

 
Fonte: Adaptado pelo autor de ILSI (2010). 
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As formulações comerciais, geralmente, contêm o princípio 

ativo na forma de sal de isopropilamina de glifosato, além de 

apresentarem substâncias surfactantes, que atuam de forma a estabilizar 

e melhorar a penetração e ação sobre as plantas, sendo o 

polioxietilamina (POEA) o principal deles (ANVISA, 2015). 

Estudos apontaram os potenciais efeitos teratogênicos da 

exposição ao herbicida, onde ratas Wistar gestantes foram tratadas com 

diferentes dosagens de glifosato na água de beber até o 15° dia de 

gestação. No 21° de gravidez foi realizada cesária nessas ratas e 

observou-se 57,3% da ninhada tratada com as dosagens mais elevadas 

(1000mg/kg de peso), apresentando alterações esqueléticas (Dallegrave 
et al., 2003; Carneiro et al., 2012). 

Demais estudos reforçam a capacidade do organismo de 

retenção do herbicida, onde foram encontrados resíduos de glifosato 

tanto no soro materno e fetal (Kongtip et al., 2017), como no leite 

materno (Bus, 2015). Em recém-nascidos, onde o leite materno 

apresenta-se como alimentação exclusiva até o 6º mês de vida e, 

sabendo que estes apresentam o sistema imunológico em formação, a 

ingestão de leite contaminado pode prejudicar a saúde dos mesmos 

(Carneiro et al., 2012). 

Estudos têm demonstrado também que a exposição a formulações 

comerciais a base de glifosato resulta em estresse oxidativo (Gehin et 

al., 2006; El-Shenawy, 2009; Larsen et al., 2012; De Liz Oliveira 

Cavalli et al., 2013; Cattani et al., 2017; Milic et al., 2018) alteração no 

ciclo celular (Marc et al., 2002; 2003; 2004), na cadeia transportadora 

de elétrons (Peixoto, 2005; Pereira et al., 2018), genotoxicidade (Lueken 

et al., 2004; Lopez et al., 2005; Gasnier et al., 2009; Clair, Mesnage, et 

al., 2012; Milic et al., 2018), dano hepático (Benedetti et al., 2004; 

Caglar e Kolankaya, 2008; El-Shenawy, 2009; Larsen et al., 2014; 

Mesnage et al., 2015), desregulação endócrina (Walsh et al., 2000; 

Richard et al., 2005; Benachour et al., 2007; Clair, Mesnage, et al., 

2012; De Liz Oliveira Cavalli et al., 2013) além de alterações no 

microbioma (Mao et al., 2018), levando a alterações biológicas. 

Ademais, alguns estudos mostram correlação com doenças 

neurodegenerativas (Anadon et al., 2009; Wang et al., 2011), 

excitotoxicidade glutamatérgica (Cattani et al., 2014), alterações no 

comportamento(Cattani et al., 2014; Ait Bali et al., 2017; Cattani et al., 
2017), além de, fator de risco para o linfoma Não-Hodgkin (Schinasi e 

Leon, 2014) e autismo (Nevison, 2014; Samsel e Seneff, 2015; Argou-

Cardozo e Zeidan-Chulia, 2018; Good, 2018). 
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A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), 

vinculada OMS, em 2017 manteve a classificação do herbicida glifosato 

no Grupo 2A, ou seja, como provavelmente cancerígeno para os seres 

humanos. E apesar da evidência limitada de carcinogenicidade em 

humanos, existem indícios de que o glifosato pode causar câncer em 

animais de laboratório, o que gerou discussões com relação a esta 

classificação (Portier et al., 2016).  

Além dos resíduos de glifosato encontrados em alimentos e na 

água de beber, resíduos também foram encontrados na urina da 

população urbana americana e europeia (Niemann et al., 2015; Connolly 

et al., 2018), sugerindo que tal exposição vai além do ambiente rural 

(Bai e Ogbourne, 2016). 

É sabido que uma parte dos agrotóxicos possui a capacidade de 

se armazenar no organismo humano. Neste sentido, Brewster e 

colaboradores (1991) quantificaram, através da administração de 

glifosato radioativo, a absorção e distribuição glifosato nos diferentes 

tecidos de ratos, e observou que mais da metade do conteúdo 

administrado (51%) foi eliminado nas fezes, enquanto 34% do conteúdo 

absorvido, após 2 horas, foi encontrado no intestino delgado e 1,5% no 

cólon destes animais. Esses dados corroboram a necessidade de se 

estudar e compreender os impactos da exposição ao glifosato sobre o 

intestino e as fezes dos indivíduos expostos. 

 

3.3INTESTINO  

 

O intestino é um dos primeiros órgãos a entrar em contato com 

sustâncias presentes na água e/ou alimentos ingeridos, incluindo, 

portanto, agrotóxicos e toxinas presentes nos mesmo. Este órgão é 

responsável pela absorção de nutrientes e de grande parte das vitaminas 

e minerais, além de absorção e reabsorção de água e eletrólitos (Rao e 

Wang, 2010). 

O alimento ingerido, após mastigação, passa por diversas 

transformações no estômago e recebe o nome de quimo ácido, o qual é 

liberado em pequenas porções para o intestino delgado, onde ocorre a 

maior parte da digestão e absorção. Posteriormente a este processo, os 

resíduos alimentares liquefeitos passam para o intestino grosso onde 

ocorre o fim da digestão e reabsorção de água (Gartner, 2010). 

Estruturalmente, tanto o intestino delgado quanto o grosso 

possuem quatro camadas concêntricas distintas, sendo a camada serosa a 

mais externa em contato com a região intraperitoneal, seguida pela 
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camada muscular, submucosa até a mucosa, a mais interna (Gartner, 

2017). 

 A camada muscular subdivide-se em duas camadas de músculo 

liso, a camada circular interna e a camada longitudinal externa, com 

plexos vasculares e nervosos entre elas. Sua função é o revolvimento e 

propulsão dos conteúdos luminais pelo trato digestório. Já a submucosa, 

constitui-se de tecido conjuntivo frouxo, com papel de sustentar 

fisicamente a mucosa, além de fornecer o suprimento nervoso, vascular 

e linfático. Circundando o lúmen intestinal, está a camada mucosa, com 

funções secretoras e absortivas, possuindo, portanto, glândulas e 

componentes do sistema circulatório, além de uma fina camada de 

músculo liso responsável pela motilidade intestinal (Rao e Wang, 2010; 

Gartner, 2017).  

O intestino delgado, em sua extensão, é subdividido histológica 

e anatomicamente em três regiões, o duodeno, jejuno e ílio, que 

apresentam evaginações da mucosa, chamadas de vilosidades e, as 

chamadas criptas, que são a região na base. A lâmina própria é revestida 

de epitélio simples cilíndrico e, a vilosidade tem por objetivo aumentar a 

superfície de contato com o alimento ingerido (Rao e Wang, 2010). 

 

Figura 6- Desenho esquemático do intestino delgado. 

 
Fonte: Adaptado pelo autor a partir de Universidade de Michigan (2018). 

 



38 

 

Como visto na Figura 6, a mucosa da vilosidade possui três 

tipos celulares, as células caliciformes, responsáveis pela produção de 

mucinogênio para hidratação e proteção física da mucosa, os 

enterócitos, que são células responsáveis pela absorção de nutrientes, e 

as células do sistema neuro-endócrino difuso (SNED) que liberam 

diversos hormônios. Os enterócitos possuem, ainda, uma importante 

maquinaria que aumenta em 20 vezes a superfície de absorção, que são 

os microvilos. Estes são recobertos por glicocálix, onde se encontram 

diversas enzimas para digestão de proteínas, gorduras e carboidratos 

antes da absorção (Gartner, 2017). 

Nas criptas se localizam as glândulas de Lieberkühn, que em 

sua base, estão presentes células de Paneth que contem grandes grânulos 

de secreção contendo lisozimas com ação bactericida. Nas criptas, ao 

longo de todo o intestino, também estão presentes células fonte (células 

tronco intestinais) que podem se diferenciar em qualquer célula 

necessária na cripta ou vilosidade (Gartner, 2010). 

O que diferencia histologicamente o duodeno das demais 

regiões do intestino delgado é a presença de glândulas específicas na 

submucosa, as glândulas de Brunner. Estas liberam urogastrona, um 

polipeptídio responsável pela sinalização que inibe a secreção de ácido 

clorídrico (HCl) pelas células parietais no estômago, e uma secreção 

alcalina com íons bicarbonato, com intuito de elevar o pH do quimo 

ácido que está chegando a esta primeira porção do intestino (Yu et al., 

2012; Gartner, 2017). 

O intestino grosso é subdividido em ceco e cólon (ascendente, 

transverso, descendente e sigmoide), além do reto, canal anal e 

apêndice. As primeiras porções, ainda, possuem atividades de absorção 

de aminoácidos, lipídeos e carboidratos remanescentes do intestino 

delgado, no entanto, esta região é principalmente responsável pela 

absorção de água, eletrólitos e vitaminas e minerais, além de 

compactação das fezes para excreção. Neste sentido, esta região não 

apresenta mais vilosidades, como visto no esquema da Figura 7, apenas 

criptas na lâmina própria, com revestimento epitelial composto por 

enterócitos, células caliciformes, células regenerativas e poucas células 

SNED (Gartner, 2017). 

 Importante citar que esta região não possui mais as células de 

Paneth, com liberação de lisozimas antimicrobianas. Assim, é 

importante a produção de uma camada de muco para proteção física 

desta mucosa, e isto, justifica o aumento do número de células 

caliciformes nesta região, quando comparado ao intestino delgado. 
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Ao longo de todo intestino, além da barreira epitelial e do 

muco, o organismo possui outros mecanismos de defesa, que em 

conjunto com o sistema imunológico, agem principalmente contra 

patógenos. Sendo eles os peptídeos antimicrobianos, liberados a partir 

da ativação de receptores de reconhecimento padrão (PRR), 

imunoglobulinas A (IgA) e células fagocíticas como macrófagos (Yu et 
al., 2012). 

Ainda neste sentido, o tecido linfóide associado a mucosa 

(GALT) constituído por linfócitos intraepiteliais, células linfóides da 

lâmina própria, placas de Peyer e linfonodo mesentérico, representa 

50% da imunidade corporal. As placas de Peyer, são agregados linfoides 

especializados, presentes no íleo e de forma transiente em todo o 

intestino grosso, e é a gênese para a imunidade da mucosa, pois processa 

antígenos intraluminais e estimula linfócitos T e B. Linfócitos 

sensibilizados na placa de Peyer, proliferam dentro do linfonodo 

mesentérico e migram, via ducto torácico, para a lâmina própria em 

diversos sítios da mucosa, onde será produzida IgA secretória (Janeway, 

2006). 

 

Figura 7 - Desenho esquemático do cólon.  

 
Fonte: Adaptado pelo autor a partir de Universidade de Michigan, (2018). 
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Além disso, junções específicas entre os enterócitos garantem a 

integridade da barreira epitelial, como os desmossomos, junções 

aderentes e junções comunicantes. Estas últimas, proteínas integrais 

claudinas e ocludinas que, além de manter as células unidas, são 

responsáveis pela permeabilidade intestinal necessária. Além disso, já é 

sabido que bactérias comensais metabolizam fibras e amidos resistentes 

da dieta, a ácidos graxos de cadeia curta (AGCC) como butirato, 

propionato e acetato que servem como substrato energético para 

enterócitos, favorecendo a manutenção na homeostase e integridade 

intestinal (Barczynska et al., 2018). Assim sendo, fatores como 

inflamação intestinal, estresse oxidativo, microorganismos e 

componentes da dieta são os que mais interferem na integridade e 

permeabilidade desta barreira (Ulluwishewa et al., 2011; Suzuki, 2013).  

 

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

O aumento na produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e nitrogênio (ERNs) e/ou a diminuição das defesas 

antioxidantes pode causar um desbalanço oxidativo, denominado de 

estresse oxidativo (EO) e nitroativo, respectivamente. Essa condição 

pode causar efeitos deletérios e assim, ocasionar dano a estruturas 

celulares (proteínas, lipídios e DNA) e, ainda, induzir apoptose e gerar 

alterações ultraestruturais. Por outro lado, quando a produção de ERO é 

exacerbada, o organismo dispõe de um eficiente sistema antioxidante 

que pode controlar e restabelecer o equilíbrio. Os componentes celulares 

não são protegidos totalmente por antioxidantes endógenos, e é bem 

estabelecido que antioxidantes obtidos da dieta são indispensáveis para a 

defesa apropriada contra a oxidação e, portanto, têm importante papel na 

manutenção da saúde (Halliwell e Gutteridge, 2015). Dentre os 

mecanismos de defesa antioxidante celular frente ao estresse oxidativo, 

tem-se os antioxidantes não-enzimáticos, por exemplo, α-tocoferol 

(vitamina E), vitamina C, e glutationa reduzida (GSH), e os 

antioxidantes enzimáticos como a enzima superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa-transferase (GST) e a glutationa peroxidase 

(GPx) (Halliwell e Gutteridge, 2015). 

 

3.4.1 Produção de espécies reativas  
 

A produção de EROs e ERNs é decorrente do metabolismo 

normal da maioria das células e desempenha diversos papeis fisiológicos 

como fosforilação de proteínas, ativação de fatores de transcrição, 
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apoptose e diferenciação celular. A maioria das células são capazes de 

produzir espécies reativas em determinadas circunstâncias, sendo a 

maioria produzida por células fagociticas como macrófagos, 

polimofonucleares (PMNs), células endoteliais e epiteliais, como os 

enterócitos (Aviello e Knaus, 2017). 

Pode-se definir espécie reativa, de forma abrangente, como um 

átomo ou molécula com um ou mais elétrons desemparelhados, com 

capacidade de existir de forma independentemente (Halliwell e 

Gutteridge, 2015). As principais espécies produzidas são o ânion 

superóxido (O2•-) e radical hidroxil (●OH), peroxinitrito (ONO2
−), além 

de peroxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio singlete (1O2), sendo a 

mitocôndria a organela responsável pela produção da maior parte destas 

espécies reativas no organismo. 

A produção de O2•- ocorre, prioritariamente, nos complexos I e 

III da cadeia transportadora de elétrons da mitocôndria, ou através de 

ciclo ou lipo-oxigenases e processos inflamatórios celulares. Ainda, 

diversas enzimas podem ter como produto final tais substâncias, sendo 

as NADPH oxidases (família das NOX oxidases) e xantino oxidases 

(XO), as principais a serem citadas (Halliwell e Gutteridge, 2015). 

Destaca-se que as NADPH oxidases são um conjunto 

enzimático montado após a ativação de fagócitos por micróbios ou 

produtos microbianos como lipopolissacariedeos (LPS) ou mediadores 

pró-inflamatórios, mecanismo chamado de “burst oxidativo”. Quando 

quiescentes, esses componentes enzimáticos estão presentes apenas no 

citosol e membrana interna das organelas, e quando ativado, o complexo 

é formado e se funde com a membrana plasmática, liberando O2•- no 

meio extracelular ou em vesículas para fagocitose. Este complexo 

enzimático é, portanto, primordial para macrófagos e PMNs (Alfadda e 

Sallam, 2012). 

O intestino, assim como o fígado, é rico em xantino 

oxidoredutases (XOR), que catalisam as reações para produção de ácido 

úrico. Essas, existem em duas formas interconversíveis, a xantina 

dehidrogenase (XDH) e a Xantino Oxidase (XO), sendo que, o que as 

diferencia é o substrato preferencial de cada uma, onde a XO tem 

preferência pelo oxigênio molecular e o converte em O2•- e H2O2 (Zhu et 

al., 2012). 
Em determinadas circunstâncias, como ambientes com alto 

estresse oxidativo e/ou inflamatório, as oxido nítrico sintases (NOs), 

também, podem gerar O2•- e óxido nítrico (NO•). Assim também ocorre 

através da ativação das mieloperoxidases (MPO) presentes em fagócitos, 

que podem catalisar H2O2 a ácido hipocloroso (HOCl) e outras espécies 
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oxidantes, utilizando NO•. Neste caso, reduzindo a bioatividade do NO 

e induzindo EO (Garrett et al., 2010). 

Ainda, reações de difusão controlada entre O2•- e NO, formam o 

ONO2
−, o qual possui alto poder oxidativo e de dano, através de nitração 

dos tecidos. Sob condições pró-inflamatórias, pode ocorrer um aumento 

de até 1000 vezes na produção de O2
•- e NO•, o que eleva drasticamente 

a produção de peroxinitrito (Halliwell e Gutteridge, 2015). 

Tanto O2
●- como H2O2 tendem a ser pouco reativos em meios 

biológicos, contudo, na presença de metais de transição como o ferro 

(Fe2+) e cobre (Cu+), podem sofrer oxidações através das reações de 

Fenton e Haber-Weiss, produzindo ●OH. Este, por sua vez, é o radical 

com maior potencial danoso e deletério, seja por sua alta reatividade 

e/ou meia-vida curta, uma vez que nenhum organismo possui enzimas 

com a capacidade de metabolizá-lo, dispondo apenas de defesa 

antioxidante através de sequestradores específicos como o caso da GSH. 

Assim, o ●OH pode reagir com diversas estruturas como proteínas e 

lipídeos com consequente dano a enzimas e membranas celulares, sendo 

que, quando há oxidação de ácidos graxos de membranas temos o 

fenômeno chamado de lipoperoxidação (Halliwell e Gutteridge, 2015). 

 

3.4.2 Sistema antioxidante 
 

Antioxidante pode ser definido como qualquer substância que 

regenera ou previne a oxidação de um substrato oxidável, em baixa 

concentração (Halliwell e Gutteridge, 2015). Desta forma, o organismo 

dispõe de mecanismos que inibem e/ou eliminam espécies reativas, 

impedindo a formação (prevenção), ou sua ação (pelos sistemas de 

scavangers), ou por sistema de reparo e reconstrução de estruturas que 

possam ter sido danificadas.  

Todos os organismos eucariontes possuem sistema enzimático 

antioxidante como proteção contra danos oxidativos. O controle da 

atividade dessas enzimas é determinante para a sobrevida no ambiente 

aeróbico (Alfadda e Sallam, 2012). 

Na primeira linha de ação antioxidante, de forma resumida, 

estão as enzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD, que catalisam a reação de 

conversão dos radicais O2
●_ a H2O2. Posteriormente, a enzima CAT, de 

forma mais especifica, assim como a GPx, realizam a conversão do 

H2O2 em H2O e O2. Na reação catalisada pela GPx, ocorre consumo de 

GSH, que, no entanto, pode ser novamente convertida à sua forma 

reduzida pela ação da glutationa redutase (GR), às custas de NADPH. O 

NADPH é oriundo principalmente da via das pentoses-fosfato, na reação 
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catalisada pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 

(Halliwell e Gutteridge, 2015). 

 

3.4.3 Antioxidantes enzimáticos 

 

3.4.3.1 Superóxido dismutase (SOD) 

 

A SOD é uma metaloenzima presente em todos os tecidos, 

responsável pela dismutação do O2
●-  a O2 e H2O2, conforme a equação: 

 

𝑂2
°− + 2𝐻+  

𝑆𝑂𝐷
→  𝐻2𝑂2 + 𝑂2 

 

Existem diferentes tipos de SOD nos organismos, de acordo 

com os distintos cofatores metálicos que cada uma apresenta. As 

principais são, àquelas ligadas ao cobre (Cu-SOD) e/ou ao zinco (Zn-

SOD), que estão presentes principalmente no citoplasma, enquanto que 

as que apresentam manganês em seu sitio ativo (Mn-SOD) se encontram 

nas mitocôndrias, e podem ter sua expressão aumentada com a elevação 

da concentração de ERO´s (Sanchez et al., 2012; Halliwell e Gutteridge, 

2015). A dieta deficiente nesses metais pode levar a diminuição de sua 

atividade enzimática (Halliwell e Gutteridge, 2015). 

 

3.4.3.2Catalase (CAT) 

 

A CAT é uma hemeproteína tetramérica, responsável pelo 

controle das concentrações de H2O2, realizando a redução dessa ERO, 

de forma específica, a H2O e O2 (Sanchez et al., 2012), conforme a 

equação:  

 2𝐻2𝑂2  
𝐶𝐴𝑇
→  2𝐻2𝑂 + 𝑂2 

 

Desta forma, a catalase, também, exerce função antioxidante ao 

diminuir o risco de formação de ●OH a partir do H2O2 via reação de 

Fenton (Arner et al., 1999). É encontrada em células vegetais, animais e 

em bactérias, e se localiza nos peroxissomos e mitocôndria, com 

exceção nos eritrócitos, onde encontra-se no citosol. 

 

3.4.3.3Glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) 
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As GPx são um grupo de enzimas selêno-dependentes, por 

possuírem um átomo de selênio (Se) ligado a uma cisteína 

(selenocisteína) no seu sítio ativo. Estas enzimas trabalham em 

conjunção com o GSH, que está presente em altas concentrações nas 

células. Sua atividade, também, baseia-se em reduzir o H2O2 a H2O, 

exemplificado na reação a baixo. Assim, a GPx compete com CAT para 

utilizar H2O2 como substrato, sendo a GPx mais significativa na 

proteção contra os baixos níveis de estresse oxidativo (Valko et al., 
2006). 

 𝐻2𝑂2 + 2𝐺𝑆𝐻
𝐺𝑃𝑥
→  𝐺𝑆𝑆𝐺 + 2𝐻20 

 

Outros peróxidos orgânicos também podem ser reduzidos por 

estas enzimas em seus correspondentes álcoois, onde o grupo sulfidrila 

(-SH) da GSH atua como doador de elétrons e é oxidado para a forma 

glutationa oxidada (GSSG) (Nordberg e Arner, 2001).  

Diferentes isoformas da GPx são encontradas em mamíferos, e 

dependendo do tecido onde se encontra sua atividade pode sofrer 

alterações. A GPx1 encontra-se no citosol e mitocôndria, a GPx2 é mais 

especifica do trato gastrointestinal, a GPx3 mais presente nos rins, a 

GPx4 está presente no citosol e membrana da maioria dos tecidos e é 

específica para os hidroperóxidos derivados de fosfolipídios e, a GPx5 

identificada recentemente é expressa especificamente no epidídimo de 

ratos e é independente de selênio (Sanchez et al., 2012). 

Como visto, a atividade da GPx leva à oxidação da GSH em 

GSSG. Para manter o estado redox intracelular, é necessário evitar a 

depleção da GSH e aumento da GSSG, através da enzima GR, que 

regenera a GSH, ao reduzir GSSG às custas de NADPH (vide reação a 

baixo). Para tal, a distribuição celular da GR é a mesma da GPx 

(Sánchez, 2012). Estes equivalentes redutores (NADPH) para 

regeneração de GSSG em GSH são fornecidos pela enzima G6PD da via 

das pentoses. Logo, caso o fornecimento de NADPH seja prejudicado, a 

função antioxidante da GSH também será afetada, acarretando sérios 

danos ao metabolismo celular. Neste sentido, a G6PD também pode ser 

considerada uma enzima antioxidante co-adjuvante (Trevisan, 2008). 

𝐺𝑆𝑆𝐺 + 𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 𝐻+
𝐺𝑅
→ 2𝐺𝑆𝐻 + 𝑁𝐴𝐷𝑃+ 
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3.4.3.4 Tiorredoxina (Trx), tiorredoxina redutase (TRxR) e tiorredoxina 

peroxidase 

 

As tiorredoxinas (Trx) são pequenas proteínas com dois 

resíduos de cisteína capazes de sofrer oxirreduções reversíveis, 

encarregadas de reduzir os grupos –SH oxidados das proteínas. O 

controle redox de grupos -SH é essencial para regulação de diversas 

enzimas e/ou fatores de transcrição do DNA, influenciando, portanto, a 

função de diversas proteínas e sinalizações celulares. Esta proteína irá 

atuar doando equivalentes redutores a diversas enzimas como 

ribonucleotídeo redutase, metionina sulfóxido redutase e a tiorredoxina 

peroxidase (peroxirredoxina - Prx). A peroxirredoxina encontra-se na 

mitocôndria e também pode detoxificar o H2O2, utilizando-se da Trx 

(Arner et al., 1999). 

A tiorredoxina redutase (TRxR), é altamente expressa na lâmina 

própria intestinal, e regenera a Trx, as custas de NADPH. Esta enzima 

possui uma similaridade estrutural com a GR, e contém um átomo de Se 

e um grupo flavina em sua subunidade. Neste sentido, deficiências na 

disponibilidade de selênio podem ser determinantes para atividade da 

TRxR (Sanchez et al., 2012). 

 

3.4.4 Sistema antioxidante não enzimático 

 

Os antioxidantes não-enzimáticos podem ser produzidos no 

organismo, sendo a GSH o principal deles, e é encontrado em todos os 

organismos aeróbios. A GSH é um tiol celular de baixa massa 

molecular, com elevada concentração, aproximadamente 1 mM a 10 

mM, nos diversos tecidos (Huber et al., 2008; Halliwell e Gutteridge, 

2015). Constitui-se de um tripeptídeo de ácido glutâmico, cisteína e 

glicina, sintetizado nas hemácias pelas enzimas γ-glutamilcisteína-

sintetase, e glutationa sintetase com consumo de energia sob a forma de 

ATP (Huber et al., 2008). 

A GSH apresenta um radical -SH na cisteína, o qual é um 

aceptor de elétrons e mantem os grupos SH da célula na forma reduzida 

(Huber et al., 2008; Wu et al., 2015). Para regeneração de GSH na 

célula, existem enzimas como as glicolíticas hexoquinase e G6PD, além 

da gama glutamiltransferase (GGT), uma enzima de membrada (Ko et 
al., 2009; Wu et al., 2015).  

Haja visto sua funcionalidade como antioxidante generalista de 

primeira linha de ação, a GSH exerce, também, um papel central na 

biotransformação e eliminação de xenobióticos, processos catalisados 
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principalmente pela glutationa S-transferase (GST). Esta enzima catalisa 

o ataque nucleofílico da GSH a compostos que apresentam um carbono, 

um nitrogênio ou um átomo de enxofre eletrofílico (Huber et al., 2008).  

No intestino, conforme citado, os mecanismos de defesa 

antioxidantes têm por finalidade manter a homeostase, integridade da 

barreira intestinal e, em conjunto com sistema imunológico, manter a 

simbiose entre bactérias intestinais e hospedeiro (Weiss e Hennet, 

2017). 

 

3.5 MICROBIOTA 

 

O trato gastrointestinal possui uma colonização de bactérias, 

denominada microbiota, que muda de forma quantitativa e qualitativa ao 

longo do mesmo. A composição da microbiota intestinal é inoculada 

incialmente no útero materno e durante o parto, passa por alterações 

significativas no primeiro ano de vida e sofre interferências ao longo da 

vida de acordo com a dieta, estilo de vida, utilização de fármacos, 

poluentes ambientais, além de localização geográfica do indivíduo 

(Yatsunenko et al., 2012; Goodrich et al., 2014). 

O termo microbiota, ou microbioma, referem-se aos 

microorganismos que residem sobre ou dentro de outros organismos, 

interagindo entre eles e/ou com o hospedeiro. Estas interações podem 

ser consideradas como simbióticas ou patogênicas (Barczynska et al., 

2018). Desequilíbrios entre simbiontes e patógenos, tanto na quantidade 

quanto na diversidade, caracterizam a disbiose (Hooks e O'malley, 

2017). Disbiose intestinal é caracterizada por redução na diversidade de 

bactérias dessa região, somada a alterações teciduais e/ou sistêmicas 

com sinalizações inflamatórias, e na interação metabólica entre bactérias 

e o hospedeiro (Barko et al., 2018). 

Estudo de revisão aponta, que a quantidade de bactérias no 

corpo humano pode chegar a ser a mesma do número de células deste 

indivíduo, sendo sua maioria, encontrada no intestino (Sender et al., 
2016). Como resultado, sabe-se que esse microbioma pode apresentar 

diversas influencias no contexto de saúde e/ou doença. Em humanos, a 

maioria das bactérias intestinais pertencem ao filo Firmicutes e 

Bacteroidetes e em menor quantidade Actinobacteria e Proteobacteria 

(Beasley et al., 2015; Sender et al., 2016). 

A quantidade e diversidade dessa microbiota diferencia-se ao 

longo do intestino de acordo com o pH, assim sendo, a composição da 

microbiota do intestino delgado, particularmente do duodeno, é a mais 

semelhante à do estômago (Beasley et al., 2015), sendo colonizado com 
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uma diversidade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e 

parasitas, sendo os gêneros bacterianos Lactobacillus e Enterococcus 

predominantes neste local (Brooks et al., 2018). O cólon é o local com a 

maior presença de microrganismos existentes no intestino, devido às 

condições apropriadas para ocorrer a fermentação e, assim sendo, 

favorecer sua proliferação e sobrevivência (Beasley et al., 2015). 

Como citado anteriormente, a composição da microbiota inicia 

sua formação durante período intra-uterino, a maior variabilidade 

microbiana intraindividual ocorre até o terceiro ano de vida, e alterações 

negativas caracterizando disbiose durante este período, tem alta 

influência no desenvolvimento do organismo, principalmente do sistema 

imunológico do bebê. Neste sentido, fatores como dieta, uso de 

antibióticos ou outros fatores ambientais como contato com toxinas e 

poluentes, tanto materna quanto infantil, podem influenciar neste 

desfecho (Cahenzli et al., 2013; Riiser, 2015). 

Já está claro que a microbiota intestinal converte diversas 

substâncias da dieta em metabolitos, que tem a capacidade de interagir 

de diferentes formas com o hospedeiro, através de sinais sistêmicos. No 

entanto, de acordo com as pesquisas, até o momento, é cedo para 

afirmar como cada metabólito pode interagir, de forma positiva ou 

negativa, no desfecho final quanto a saúde ou doença do indivíduo. Uma 

vez que não estão totalmente elucidados todos os possíveis metabolitos 

produzidos por cada bactéria ou conjunto de microbiota, de acordo com 

os substratos ingeridos, ou até a mescla de diferentes componentes da 

dieta (De Filippo et al., 2010; Le Chatelier et al., 2013; Heiman e 

Greenway, 2016). 

Um dos produtos da interação entre nutrientes ingeridos e a 

microbiota intestinal, são os AGCC, que influenciam no metabolismo 

energético, apetite e regulação do sistema imunológico do hospedeiro 

(Fukuda et al., 2011). Ainda neste sentido, tanto componentes ingeridos 

da dieta quanto alterações na composição da microbiota podem 

influenciar a produção de AGCC e, por consequência, influenciar o pH 

intestinal, principalmente colônico, que por sua vez, podem modular a 

microbiota residente (Den Besten et al., 2013). 

 Os pesquisadores vêm buscando, a passos largos, com ajuda de 

modelos animais germ-free e técnicas de sequenciamento gênico da 

microbiota, elucidar sua relação com os diversos estados de saúde, em 

variadas populações ou situações, ou ainda, como este conjunto de 

bactérias se comporta de acordo com o estilo de vida e/ou substâncias 

que o hospedeiro entra em contato (Wu et al., 2015). 
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Contudo, já é sabido que a saúde em geral, assim como 

inúmeras respostas fisiológicas e a própria homeostase intestinal do 

indivíduo é, essencialmente, dependente de uma adequada microbiota 

(Kayama e Takeda, 2016), e que essa exerce funções como digestão de 

alimentos (Spanogiannopoulos et al., 2014), síntese de vitaminas e 

ácidos graxos, além do papel substancial no metabolismo e estoque 

energético, modulação imunológica, crescimento, desenvolvimento 

neurológico e, ainda, modulação do comportamento (Diaz Heijtz et al., 
2011; Yatsunenko et al., 2012; Hsiao et al., 2013; Yano et al., 2015; 

Charbonneau et al., 2016). 

Assim sendo, alterações na microbiota já foram relacionadas às 

doenças inflamatórias intestinais (Chang e Lin, 2016), síndrome 

metabólica, obesidade e diabetes (Baothman et al., 2016), doenças 

cardiovasculares (Yamashita et al., 2016; Yamashita, 2017), câncer 

(Gagnière et al., 2016), Alzheimer (Hu et al., 2016), alterações na 

produção de hormônios da tireoide (Zhou et al., 2014), e  doenças 

psiquiátricas (Cenit et al., 2017), incluindo o autismo (Sealey et al., 

2016). 

 

3.5.1 Microbiota e interação intestinal 

 

Conforme citado, as diversas formas que microbiota intestinal 

pode interagir com o hospedeiro não estão completamente elucidadas. 

No entanto, a ativação do sistema imunológico, estresse oxidativo e 

inflamação desencadeados por disbiose e, aumento de permeabilidade 

intestinal, estão amplamente descritas na literatura cientifica (Kamada et 

al., 2013; Maes et al., 2013; Parekh et al., 2015). 

A microbiota comensal apresenta uma integração com as 

células epiteliais e do sistema imunológico, pela qual células epiteliais, e 

células dendríticas, possuem receptores, principalmente do tipo Toll-like 

(do inglês toll-like like receptors -TLR), capazes de identificar 

informações sobre a microbiota e estimular respostas mediadas por 

citocinas e quimiocinas, com intuito de manter a homeostase intestinal 

(Garrett et al., 2010). Assim, a mucosa intestinal responde aos 

patógenos com respostas inflamatórias e, a bactérias comensais com 

sinais de tolerância imunológica (Circu e Aw, 2012; Aviello e Knaus, 

2017). 

Importante citar que o aumento na permeabilidade intestinal e a 

lesão de células intestinais são fator de perda da barreira da mucosa, 

com consequente translocação bacteriana, gerando alteração nos 

mecanismos de resposta celular ao ativar as vias de EO e produção de 
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mediadores inflamatórios (Neurath, 2014). Neste contexto, o desbalanço 

oxidativo pode comprometer os mecanismos de resposta 

antimicrobianas, prolongar a ativação imunológica e alterar as respostas 

imunes inatas e adaptativas, como ativação de fatores de transcrição, 

inflamassoma e/ou autofagia. Estes mecanismos além de prolongar a 

inflamação local, podem desencadear complicações crônicas como 

fibroses e neoplasias, além de estarem relacionadas a doenças 

inflamatórios intestinais ou sistêmicas como aterosclerose e obesidade 

(Neurath, 2014; Parekh et al., 2015). 

 

3.5.2 Regulação da homeostase intestinal 
 

Na lâmina própria intestinal estão presentes diversas células 

imunes que auxiliam a resposta inata e adquirida e a manutenção da 

homeostase intestinal relacionada à microbiota. Dentre estas células, 

observam-se neutrófilos, macrófagos, linfócitos, mastócitos, células 

dendríticas e as células linfoides inatas (Kurashima et al., 2013). 

A infiltração de leucócitos do tipo PMN (neutrófilos, basófilos e 

eosinófilos) na mucosa e nas criptas epiteliais causam danos à barreira 

do epitélio intestinal por dano oxidativo e/ou proteólise, e sinalização 

através de mediadores inflamatórios. Dessa forma, a presença de PMN 

tem sido correlacionada com danos à mucosa vistos em pacientes com 

doença inflamatória intestinal, e utilizados como marcadores desta 

doença (Neurath, 2014). 

Macrófagos e células dendríticas ativadas, secretam citocinas, 

como por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucina 

1-β (IL-1β) e interleucina-6 (IL-6), induzindo a diferenciação de células 

T, culminando no desenvolvimento da resposta imunológica adaptativa 

(Kolios et al., 1998; Holtmann et al., 2001). 

A regulação da homeostase intestinal envolve interleucinas e 

receptores de reconhecimento padrão (PRR´s) como TLR e receptores 

do tipo NOD (NOD like receptor´s – NLR´s), além de regulação via 

estado redox, mediado por NADPH oxidases (NOX). Essas, 

subdivididas em dual oxidases 2 (DUOX 2), a isoenzima predominante 

no intestino, e NOX1 em células epiteliais, além de NOX2 presentes em 

macrófagos (Perez et al., 2017). 

Os PRR´s, quando ativados por padrões moleculares associados 

a patógenos (Pathogen-associated molecular pattern - PAMP´s), 

acionam o sistema imune inato e cascatas de sinalização via MAPK e 

NF-kB que, quando ocorrem em baixos níveis de ativação, promovem a 

homeostase intestinal (Lee et al., 2006; Jones e Neish, 2011). 
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Considerado o fator gênico de regulação da inflamação, o NF-

kB, em estados basais, garante reposição continua do epitélio e 

manutenção da integridade da barreira através de ativação de ERO 

(Cliffe et al., 2005). Baixas concentrações de NF-kB, representam 

redução da expressão de peptídeos antimicrobianos e aumento de 

apoptose de enterócitos, resultando em ruptura de barreira e possível 

translocação bacteriana (Nenci et al., 2007). 

A formação de ERO no intestino, em tecidos não fagocitários, 

possui importante papel nas vias de proliferação, diferenciação e 

crescimento de células epiteliais. As DUOX2 possuem um domínio 

homólogo a peroxidases que, quando ativadas, geram H2O2 de forma 

Ca2+ dependente. Enquanto que, NOX2 são responsáveis pela produção 

de superóxido. Uma alteração ou super-estimulação destas enzimas 

pode, portanto, ocasionar dano a estruturas, como ocorre durante a 

inflamação crônica. Como observado em pacientes com doença de 

Crohn, nos quais a expressão de DUOX2 encontra-se aumentada 

(Szanto et al., 2005; Csillag et al., 2007). 

 Estudos apontam que a ativação das DUOX2 através da 

microbiota pode ocorrer por diferentes vias no epitélio do intestino 

delgado e cólon, sendo que no cólon, parece ser ativada via p38 MAPK, 

enquanto no ílio essa ativação é mediado pelo NF-kB (Wu et al., 2015). 

NOX1 também contribui para a imunidade inata através de TLR 

ativados via IFN-gama, LPS e flagelina. No entanto, a DUOX2 parece 

ser a principal responsável pela regulação redox do sistema imunológico 

inato no intestino (Wu et al., 2015). 

A produção de ERO pode variar de acordo com diferentes tipos 

microbianos, sendo os Lactobacillus os maiores indutores. Este gênero 

de bactérias gram-positivas ativa rapidamente a produção fisiológica de 

ERO via NOX1 em porções finais do intestino delgado e cólon, 

induzindo proliferação celular (Neish, 2013). Ainda, em estudo no qual 

houve monocolonização de camundongos com bactérias filamentosas 

segmentadas (do inglês Segmented Filamentous Bacteria – SFB), houve 

superexpressão da DUOX2 tanto no ílio quanto no cólon (Grasberger et 

al., 2015). Por outro lado, em outro estudo, camundongos Germ-free, 
apresentaram ausência na produção de ERO e, consequente, supressão 

de crescimento epitelial (Perez et al., 2017). 

A produção aumentada de ERO por macrófagos, tem por 

finalidade aumentar a capacidade de controlar bactérias patogênicas e 

invasões microbianas (Cheng e Lambeth, 2004). 

Devido a esta capacidade de interação das bactérias, 

principalmente simbióticas, a produzir ERO como biossinalizador 
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celular, acredita-se que esta seja uma forma de evolução ancestral da 

conexão entre células do hospedeiro e micróbios, ressaltando a 

importância das bactérias na manutenção da homeostase intestinal. 

 

3.6 MICROBIOTA E GLIFOSATO 

 

Considerando-se que mecanismo de ação do glifosato está 

associado a inibição da enzima EPSPS, presente em algumas bactérias, 

sugere-se que a microbiota possa sofrer influência através do contato do 

hospedeiro com o herbicida. Estudos demonstram inibição no 

crescimento de grupos bacterianos, como de Lactobacillus ssp. (Clair, 

Linn, et al., 2012), e de L. delbrueckii (Wang e Sugiyama, 1984; Parente 

e Hill, 1992) por glifosato. Além disso, estudos in vitro já demostram 

alterações na microbiota de suínos e ruminantes após a incubação com 

glifosato (Shehata et al., 2013; Ackermann et al., 2015). 

As alterações ocasionadas pelo glifosato em microorganismos 

podem afetar negativamente outros mecanismos de homeostase no 

hospedeiro. Por exemplo, quando se observa que o glifosato afeta as 

bactérias produtoras de ácido lático, como já descrito por Clair e seus 

colaboradores (2012) e Krüger e seus colaboradores (2013), as quais são 

bactérias responsáveis pela produção de antibióticos que controlam 

bactérias patogênicas como Clostridium botulinum. 

Ao analisar os efeitos do herbicida no desenvolvimento de 

determinadas bactérias, assim como o oposto, uma aparente resistência 

de determinadas bactérias ao glifosato, já descritos na literatura, uma 

recente revisão realizada por Van Bruggen e seus colaboradores (2018), 

aponta uma possível correlação entre este fator, levando em 

consideração o crescente aumento na resistência a antibióticos 

observados nos últimos anos e o uso do herbicida no contexto mundial 

bem como nos EUA (Figura 8).  

Isto exposto, a intensificação no uso deste herbicida, assim 

como seu potencial em desencadear desequilíbrios fisiológicos 

culminando em diversas doenças, tem despertado atenção e a 

necessidade de entender os mecanismos envolvidos neste processo (Van 

Bruggen et al., 2018). 
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Figura 8- Proporção entre artigos relacionados à resistência a antibióticos, uso 

de glifosato nos EUA e uso global de glifosato, do ano de 1960 a 2016. 

 
Fonte: Adaptado pelo autor de Van Bruggen e colaboradores (2018). 

 

Neste mesmo sentido, ao saber da importância da homeostase 

da microbiota para manter a integridade da barreira intestinal, assim 

como proteção contra infecções por patógenos, tem sido sugerida uma 

associação positiva entre o aumento no uso de glifosato e morte por 

doenças intestinais nos EUA (Samsel e Seneff, 2013) (Figura 9). 

 
Figura 9- Associação entre aumento no uso de glifosato e casos de morte por 

infecções intestinais nos EUA, entre 1990 e 2010. 
 

Fonte: Adaptado pelo autor de Samsel e Seneff (2013). 
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Somado as informações expostos, os potenciais prejuízos à 

saúde intestinal advindos do estresse oxidativo e inflamação crônica, 

assim como as inúmeras doenças atualmente associadas à disbiose 

intestinal, pretende-se com este estudo investigar a influência da 

exposição materna ao herbicida HBG na microbiota intestinal, estado 

redox, inflamação, além de alterações na histomorfologia do intestino de 

ratos imaturos. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ANIMAIS 

 

Ratas fêmeas prenhas (linhagem Wistar) provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catariana - UFSC, 

foram mantidas em gaiolas plásticas e expostas a um ciclo claro/escuro 

12/12h em sala climatizada com temperatura em 21ºC, com ração e água 

ad libitum. Todos os animais foram monitorados e mantidos conforme 

as recomendações do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). O protocolo de pesquisa foi 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) desta 

Universidade (CEUA/UFSC#8510150517). As fêmeas gestantes foram 

colocadas em caixas individuais, e padronizadas o tamanho da ninhada 

em 8 filhotes por rata. O dia do parto foi definido como dia 1 de vida 

dos filhotes, e o dia 15, o dia da eutanásia dos mesmos. 

 

4.2 TRATAMENTO COM ROUNDUP® 

 

Ratas fêmeas prenhas foram expostas a 1% de Roundup® 

(equivale a 0,36% de glifosato) na água de beber (Daruich et al., 2001; 

Beuret et al., 2005; Cattani et al., 2014) a partir do 5º dia gestacional e o 

tratamento prosseguiu até os filhotes completarem 15 dias de idade, que 

corresponde ao período imaturo de desenvolvimento. Os animais 

controles receberam água durante o mesmo período. A concentração 

escolhida para a exposição in vivo foi apoiada na dosagem na qual não 

foram observados efeitos adversos para a toxicidade materna ao 

glifosato, que foi de 1000 mg/Kg de massa corporal/dia (Williams et al., 

2000). No dia do experimento, os filhotes foram eutanasiados por 

decapitação e coletadas porções do duodeno e colón distal. Os intestinos 

foram removidos, extraídas as fezes da porção final do cólon e, depois 

cortados e homogeneizados em tampões específicos dependendo da 

análise bioquímica a ser executada. Uma fração de cada tecido foi 

separada para realização de cortes histológicos. 

 

4.3 ESTRESSE OXIDATIVO  

 

Para avaliação de estresse oxidativo foram determinadas as 

atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, GR, GST e 

TRxR, além de um marcador de dano oxidativo a lipídios (TBARS) em 

porções do duodeno e cólon final, homogeneizadas em tampão fosfato 
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de potássio 20 mM, pH 7,4, 0,1% triton X-100, 150 mM de NaCl. Uma 

alíquota de cada amostra foi usada para a dosagem de proteínas pelo 

método de Lowry et al. (1951). 

 

4.4 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD): 

 

O teste de atividade da SOD se baseia na oxidação da 

adrenalina que produz o ânion superóxido e um cromóforo róseo, o 

adrenocromo, o qual é mensurado em 480 nm. O método foi realizado 

segundo descrito por (Misra e Fridovich, 1972) e modificado por 

(Boveris et al., 1983), pelo qual uma alíquota da amostra, de 5 a 40 μL, 

foram acrescentados 200μL de tampão glicina 50 mM, pH 10.2, seguido 

pela realização de uma leitura pontual utilizando leitora de microplacas. 

Após, foi adicionado uma solução com adrenalina 60 mM (pH em torno 

de 2.0, gelo e frasco âmbar), seguido pelo monitoramento da reação por 

10 minutos. A adição da adrenalina retarda a oxidação e 

consequentemente a produção de adenocromo através da enzima SOD. 

Curvas de 3 ou 4 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade 

enzimática da SOD. Os valores da SOD (USOD/mL) foram expressos 

em termos de atividade da enzima, pela qual uma unidade arbitrária de 

SOD é definida como a quantidade de SOD necessária para diminuir à 

metade a velocidade de formação do adrenocromo. 

 

4.5 CATALASE (CAT): 

 

A atividade da CAT foi determinada através do método baseado 

na velocidade de degradação do peróxido de hidrogênio (10 mM) em 

tampão fosfato 50 mM pH 7,0. Adicionou-se 2 mL desta solução em 

cada poço da microplaca, com 20μL do homogeneizado das amostras de 

duodeno e porção final do cólon, em seguida realizou-se leitura da 

queda da absorbância em 240 nm durante 30 segundos (Aebi, 1984). Os 

valores foram expressos em mmol.g−1.min−1. 

 

4.6 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx) 

 

A reação para determinação enzimática da GPx é baseada na 

velocidade de oxidação do NADPH, que é proporcional à atividade de 

GPx na amostra. Na reação, ocorre redução de tert-butilhidroperóxido 

(t-BuOOH) pela oxidação de GSH e formação de GSSG, que é 

catalisada pela GPx, e consequente regeneração de GSH através da 

enzima GR, com oxidação de NADPH em 340 nm (Flohe e Gunzler, 
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1984). Para a realização da técnica, foi preparado um meio de reação 

contendo 25 ml de tampão fosfato 0,1 M (pH 7.0), 8,6 mg de NADPH, 

10 mL de ácido dietilenotriaminopentacético (DPTA) a 5 mM, 15 mL 

de água destilada, 24 mg de GSH, e 5 U de GR, no momento do ensaio. 

Em seguida, foram adicionados 10 μL de t-BuOOH e 10 μL do 

homogeneizado de porções do duodeno e cólon final, em 1 mL de um 

meio de reação na microplaca. Os valores foram expressos em 

μmol.g−1.min−1. 

 

4.7 GLUTATIONA REDUTASE (GR) 

 

A atividade enzimática de GR foi também mensurada em 340 

nm, de acordo com a taxa de oxidação do NADPH devido à formação de 

GSH, a partir da GSSG, pela ação desta enzima presente na amostra. 

Segundo o método de (Carlberg e Mannervik, 1985) um meio de reação 

contendo tampão fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de 

glutationa oxidada e DPTA 5 mM foi adicionado na microplaca (200 

μL), com a adição de 5 μL da amostra de homogeneizadas de duodeno e 

porção final do cólon, deu início à reação que foi monitorada durante 3 

minutos, gerando uma curva descendente. Os valores da atividade desta 

enzima foram também expressos em μmol. g−1.min−1. 

 

4.8 GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GST) 

 

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente 

de acordo com Habig e colaboradores (1974). A reação baseia-se na 

capacidade da GST em conjugar GSH no substrato, formando uma 

substância mensurável em 340 nm, monitorada durante 3 minutos. A 

amostra foi adicionada a um meio contendo 5 μL de 1-cloro-2,4- 

dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (substrato), 5 μL de GSH 0,1 M e 250 

μL de tampão fosfato 0,1 M pH 7.0. Os valores foram expressos em 

μmol.g−1.min−1. 

 

4.9 TIORREDOXINA REDUTASE (TRxR) 

 

A TRxR foi determinada pelo método descrito por Arnér e 

colaboradores (1999), em que o DTNB (ácido 5,5-ditiobis(2-

nitrobenzóico, é utilizado como substrato na reação. O TNB (ácido 5-

tio-2-nitrobenzóico), de cor amarela, possui absorbância máxima em 

412 nm, e é resultado da reação catalisada pela TrxR com consumo de 

NADPH. 36μL da amostra foi adicionada ao meio contendo 160μL de 
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tampão fosfato 100 mM pH 7,0, EDTA 10 mM, DTNB 5 mM e 0,2 

mg/mL de BSA (soro albumina bovina) e foi feita leitura pontual. Em 

seguida, foi adicionado 4 μL NADPH e feita leitura cinética por 5 

minutos no espectrofotômetro a 412 nm. A atividade da TrxR foi 

determinada pelo aumento da absorbância após a adição de NADPH.  

 

4.10 DETECÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROs) 

E NITROGÊNIO (ERNs): 

 

A formação de EROs foi medida utilizando a sonda diacetato de 

2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA), enquanto para formação 

de ERNs foi utilizada dihidrorodamina (DHR), permeáveis as células. 

Esterases celulares hidrolisam a sonda para o não fluorescente 2’,7’ 

diclorodihidrofluoresceína (H2DCF), que é retido nas células, na 

presença de EROs e peroxidases celulares, H2DCF é transformada no 

2’,7’-diclorofluoresceína (DCF), substância altamente fluorescente. Na 

presença de ERNs e peroxidases celulares, DHR 123 é convertido no 

fluoroforo Rhodamina - 123 (Halliwell e Whiteman, 2004). Porções do 

duodeno e cólon final foram homogeneizadas em solução contendo 

fosfato de sódio 20 mM e KCl 140 mM, pH 7,4, e posteriormente 

centrifugadas (960 x g por 10 min a 4ºC). Em placa de fundo escuro de 

96 poços, foram adicionados 10 μL de H2DCFDA ou DHR 123 1 mM 

(preparado em DMSO e protegido da luz), e 90 μL de sobrenadante das 

amostras, seguido de uma incubação no escuro a 37ºC por 30 min. Os 

produtos foram detectados em comprimento de onda de excitação de 

485 nm e comprimento de onda de emissão de 520 nm. Os resultados 

foram expressos em unidades arbitrárias, sendo os valores corrigidos 

pela concentração de proteína de cada amostra. 

 

4.11 DANO OXIDATVO - PEROXIDAÇÃO LIPIDICA 

 

Para avaliar o dano oxidativo a compostos lipídicos foi utilizado 

método de (Bird e Draper, 1984) realizado no homogeneizado através da 

detecção de substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), destacando-se o produto majoritário, malondialdeído (MDA). 

O método consiste na precipitação do homogenizado (100 μL) com 1 

mL de ácido tricloroacético (TCA) a 12%, seguido da incubação em 900 

μL de tampão tris-HCl 60 mM 7,4 e 1 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 

0,73% durante 60 min. a 100 ºC. Posteriormente, o material foi resfriado 

em banho de gelo, centrifugado (5.000 x g por 5 min), e a mensuração 
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do cromóforo rosa foi detectada 535 nm. Os valores foram expressos em 

nmol MDA.g−1. 

 

4.12 CONTEÚDO DE GSH: 

 

Os níveis de GSH foram medidos em porções do duodeno e 

cólon final, homogeneizados em ácido tricloroacético 12% (1:10, P:V), 

e usado o sobrenadante após centrifugação. As análises foram feitas em 

duplicata, segundo o método descrito por (Beutler et al., 1963), que 

baseia-se na reação da GSH com DTNB (5,5’-Dithiobis (ácido 2-

nitrobenzóico) formando um ânion conjugado, TNB (ácido 

tionitrobenzóico) de cor amarelada. Foi utilizada uma alíquota de 50 μL 

das amostras, acrescentada em 950 μL de Tampão Fosfato 0,2 M pH 

8,0, seguida da adição de 100 µL de DTNB 2,5 mM. A máxima 

formação de TNB, foi medida espectrofotometricamente em 

comprimento de onda de 412 nm. Os resultados foram expressos em 

gráficos como conteúdo de GSH em mmol/μg proteína. 

 

4.13 INFLAMAÇÃO 

 

Para determinar marcadores de inflamação, foram dosadas as 

citocinas TNF-α e IL-6 e a atividade de mieloperoxidase (MPO) em 

porções do duodeno e cólon final. 

 

4.13.1 Citocinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-6) 

 

Para análise das concentrações de TNF-α e IL-6, foram 

utilizados kits comerciais disponíveis (BD Biosciences®) com 

anticorpos monoclonais específicos para cada citocina. As 

concentrações das citocinas foram mensuradas utilizando a técnica de 

ELISA tipo sanduíche, realizados de acordo com as instruções do 

fabricante, e os valores realizadas por meio da medida colorimétrica em 

450 nm, em leitor de ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, 

EUA). As concentrações de TNF-α e IL-6 foram expressos em pg/mg de 

proteína (Pedran et al., 2015). 

 

4.13.2 Atividade de mieloperoxidase (MPO) 
  

A atividade da MPO foi mensurada segundo o método descrito 

por Rao e colaboradores (1993). Primeiramente, 20 µL da amostra foi 

transferida para placas contendo 150 µL de meio de reação (0,167 



60 

 

mg.mL–1 de odianisidina 2HCl, 0,0005% de H2O2, H2O destilada e 

NaH2PO4 50 mM). Após 30 min de incubação em temperatura ambiente 

a reação foi interrompida com a adição de 30 L de azida sódica 1%. 

Após incubação de 10 min à temperatura ambiente, a densidade óptica 

foi medida em 450 nm em placas de Elisa e comparadas com uma curva 

padrão de atividades conhecidas de MPO (0,7 a 140 mU.mL-1).  

 

4.14 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNA  

 

Os resultados bioquímicos foram normatizados de acordo com o 

conteúdo de proteínas obtidas nas amostras. A concentração de proteínas 

foi avaliada pelo método de Lowry e colaboradores (1951) e uma curva 

padrão de albumina de soro bovino (Sigma®) foi utilizada para calcular 

a concentração de proteína nas amostras.  

 

4.15 ANÁLISE MORFOLÓGICA E ULTRAESTRUTURAIS 

 

Para análise morfométrica e contagem de células caliciformes 

em porções de duodeno e cólon final, foram montadas lâminas para 

microscopia de luz (ML), com coloração de Hematoxilina/Eosina e 

Acido Periodico de Schiff (PAS)/Alcian Blue, respectivamente. 

Para demais analises ultraestruturais foram realizadas imagens 

com metodologias de microscopia eletrônica de transmissão (MET) e de 

Varredura (MEV). 

 

4.15.1 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) e de varredura 

(MEV) 

Para análise ultraestrural das amostras, após a eutanásia, 

porções do duodeno e cólon final foram imersas em solução fixadora 

constituída de glutaraldeido (GTA) 2,5% e tampão cacodilato de sódio 

(Caco) 0,1 M (pH 7,2) por 24 horas, seguidos de três lavagens com o 

mesmo tampão. 

Para a MET, as amostras foram pós-fixadas em tetróxido de 

ósmio (OsO4) a 1% em tampão cacodilato 0,1 M, pH 7,2, durante 2 

horas a temperatura ambiente. Foram realizadas 3 lavagens, de 10 

minutos cada, em tampão cacodilato de sódio 0,1 M. Após as lavagens, 

as amostras foram desidratadas em uma série acetônica crescente (30%, 

50%, 70%, 90% e 100%), 15 minutos em cada etapa. A última série de 

acetona 100% foi trocada duas vezes. O material foi então infiltrado 

com resina Spurr em séries graduais de acetona-resina Spurr durante três 

dias, seguido de duas infiltrações em resina pura por 12 horas, e 
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polimerizado em estufa a 70ºC por 24 horas. Foramrealizadas secções 

ultrafinas em ultramicrótomo Leica acoplado à navalha de diamante, e 

contrastadas por 10 minutos com acetato de uranila 1% e posteriormente 

por 10 minutos com citrato de chumbo 1%, de acordo com Reynolds 

(1963). As amostras foram observadas e fotografadas em MET, marca 

Jeol, modelo JEM 1011 do Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica (LCME) – UFSC. 

Para MEV, após a fixação e lavagem seguiu para a desidratação 

com concentrações crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), 

sendo 15 minutos em cada etapa, sendo  submetidas ao ponto crítico de 

CO2. Após secas foram aderidas sobre suportes de alumínio, com 

auxílio de fita de carbono dupla-face e cobertas com 20 nm de ouro, em 

metalizador marca Baltec, modelo CED 030. Posteriormente as 

amostras puderam ser observadas e fotografadas em Microscópio 

Eletrônico de Varredura, marca Jeol, modelo JSM-6390LV, do 

Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) – UFSC. 

 

4.15.2 Microscopia de luz 

 

Porções dos órgãos com cortes transversais do duodeno e cólon 

final, de 4 animais do grupo controle e 4 animais do grupo tratado, 

foram imersos em solução fixadora contendo paraformaldeido 4% e 

tampão fosfato de sódio 0,1M, pH7,2, por 12 horas. Posteriormente 

processados com uma sequência de lavagens com tampão fosfato de 

sódio 0,1M, pH 7,2, e em seguida, desidratados em etanol em 

concentrações crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), durante 15 

minutos cada. A pré-infiltração e a infiltração foram feitas com 

historesina glicolmetacrilato, e finalmente emblocados na mesma resina 

com adição do endurecedor.  Para obtenção das lâminas, os blocos 

foram cortados em micrótomo, com 4 nm de espessura e dispostos 4 

cortes por lâmina. Para coloração das amostras foram utilizadas as 

técnicas de HE, e PAS/Alcian Blue, segundo métodos descritos por 

(Junqueira e Junqueira, 1983) e Lindén e colaboradores (2008), 

respectivamente. 

Foram realizadas capturas de imagens com equipamento 

digitalizador de imagens Axio Scan e analisadas com sistema Zeiss 

Blue, na objetiva de 10X para as medidas morfométricas das lâminas 

coradas em HE e, 40x para contagem de células caliciformes em lâminas 

coradas com PAS/Alcian Blue. Para medida da luz intestinal, tanto do 

duodeno e cólon distal, foram realizadas medidas do diâmetro vertical e 

horizontal externo, com posterior obtenção da sua média aritmética, de 
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cada corte (Figura 10A). As medidas das vilosidades do duodeno foram 

realizadas considerando todas as vilosidades integras de 3 regiões 

diferentes por corte, sendo a vilosidade correspondente a distância desde 

o ápice da vilosidade até o termino da camada serosa, descontando o 

tamanho da cripta (Fígura 10B). A contagem de células caliciformes foi 

realizada estipulando uma área de 150 μm X 150μm, de 3 regiões 

aleatórias de cada corte. 

 

Figura 10- Imagem demonstrativa da realização das medidas de diâmetro (A) e 

altura da vilosidade (B) em cólon (A) e duodeno (B). 

Fotografias de (A) cólon de rato de 15 dias em objetiva de 10X com 

demonstração das medidas para aferição de diâmetro, (B) fotografia de fatia de 

duodeno de rato de 15 dias em objetiva de 20X para demonstração das medidas 

de altura da vilosidade. Fonte: do autor 

 

4.16 ANÁLISE DA MICROBIOTA 

 

Para avaliação da microbiota as fezes foram coletadas da porção 

final do cólon de 7 animais na hora da eutanásia, e acondicionadas em 

freezer, à –80ºC para posterior extração de DNA e realização da reação 

em cadeia de polimerase em tempo real (qPCR), utilizando primers 

específicos para diversos componentes bacterianos da microbiota 

comensal. 

Os primers utilizados foram Eubacteria, Bacteroides fragilis, 

Firmicutes, Bacteroidetes e Enterobacteriaceae e seguem na Tabela 2. 

 

4.17 EXTRAÇÃO DE DNA DAS FEZES 
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O DNA total das fezes foi extraído utilizando o QIAamp DNA 

Stool kit (QIAGEN, Biotecnologia Brasil Ltda., Brasil). O Kit permite 

uma rápida purificação de DNA genômico bacteriano de alta qualidade a 

partir de amostras de fezes frescas ou congeladas, com Buffer´s 

especificos forneceidos no Kit. O procedimento compreende 3 estagios: 

Lise de amostras de fezes em tampão ASL, adsorção de impurezas para 

a matriz InhibitEX e purificação do DNA nas colunas de rotação do 

QIAamp. 

 

Tabela 2- Listagem dos primers e sua respectiva temperatura de anelamento. 

 Primer   T°C  

Eubacteria 

(Amann et al., 1990) 

UNIeu340-F- 

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT  

UNIeu514-R- 

ATTACCGCGGCTGCTGGC 

63°C 

Bacteroides fragilis 

 (Dore et al., 1998) 

Bact285-F- 

GGTTCTGAGAGGAGGTCCC  

UNI338Bf-R- 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT  

61°C 

Firmicutes 

(Mirpuri et al., 2014) 

Firm-F- 
GAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA  

Firm-R- 

AGCTGACGACAACCATGCAC 

63°C 

Bacteroidetes 

(Mirpuri et al., 2014) 

Bctes-F- 

GGTTCTGAGAGGAGGTCCC  

Bctes-R- 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT  

63°C 

Enterobacteriaceae 
(Mirpuri et al., 2014) 

Entero-F- 

GTGCCAGCMGCCGCGGTAA  

Entero-R- 
GCCTCAAGGGCACAACCTCCAAG 

60°C 

 

Resumidamente, cada amostra fecal foi pesada em microtubo de 

2 mL e adicionado 1,4 mL do tampão de Lise (ASL). A amostra foi 

então homogeneizada por 3 minutos e agitado por 1 minuto no vórtex, o 
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homogeneizado foi aquecido em banho seco por 5 minutos à 95°C, 

seguido de vórtex e centrifugação por 1 minuto para precipitação de 

pellet. Em um novo microtubo foram pipetados 1,2ml do sobrenadante e 

adicionado tablete InhibitEx, seguido de vórtex e centrifugação por 3 

minutos (14mil rpm). O sobrenadante foi mais uma vez centrifugado por 

3 minutos e 200μl destes foram adicionados à 15μl de proteinase K com 

200μl de Buffer AL, agitado em vórtex e levado ao banho aquecido à 

70°C por 10 minutos. 200 μl de etanol 100% foram adicionados ao 

lisado e transferidos para a coluna de centrifugação QIAamp, onde o 

DNA é retido após seguidas centrifugações com 500μl de Buffer AW1 e 

Buffer AW2 (a cada centrifugação o filtrado foi descartado), finalizando 

a extração ao transferir a coluna para um novo microtubo, adicionado 

50µl de água para PCR, seguido de centrifugação por 1 minuto e 

armazenamento do filtrado à -20°C para posterior utilização na reação 

de PCR. 

  

4.18 REAÇÃO DE qPCR 

 

O procedimento foi utilizado em triplicata, com 1µl de cada 

primer específicos para o gene 16S rRNA referenciados na Tabela 3, 1µl 

de cDNA de amostra, 2µl de água e 5µl de RT SYBR Green ROX 

(qPCR Mastermix - Quiagen), somando se um volume final de 10µl 

para reação realizada em Termociclador de PCR em Tempo Real 

HT7900 com software de análise de dados SDS 2.4. Para controle 

negativo foi utilizado água ao invez de cDNA. O protocolo seguido foi 

de pré-aquecimento à 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15s e 

temperatura de acordo com cada primer (Tabela 2) por 45s, seguido de 

curva de Melting à 95°C por 15s, 60°C por 15s e novamente 95°C por 

15s.  

Para validar a especificidade da sequencia de DNA amplificada 

com a utilização do RT SYBER Green e a eficiência da amplificação, 

foi realizada PCR convencional e eletroforese em gel de agarose com 

obtenção de bandas referentes ao tamanho do fragmento de DNA 

esperado (500pb) para a amostra DNA bacteriano avaliado, e na qPCR 

encontradas curva de dissociação única com a referida temperatura de 

melting, conforme Tabela 2, para cada primer, respectivamente 

(Oliveira, 2010). 

O cálculo da quantificação relativa de cada alvo bacteriano, foi 

realizada através do método 2–ΔΔCT e considerado o peso das fezes de 

cada animal. Onde ΔΔCT=ΔCTamostra – ΔCT referência. Nesta 

equação ΔCTamostra é o valor de CT de cada amostra normalizada e 
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ΔCT referência é o valor de CT para o controle normalizado conforme 

descrito em Horai e colaboradores (2015). 

 

4.19 pH FECAL 

 

Amostras de fezes foram coletadas da porção final do cólon na 

hora da eutanásia, diluídos 1:1 com água milliQ, vortexadas e 

centrifugadas por 6 minutos e transferidas para tubos onde o pH foi 

mensurado (pHmetro PHS-3E - precisão de 0,01 pH) de forma aleatória 

após calibração. 

 

4.20ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. As 

comparações estatísticas foram realizadas através do teste “t” de Student 

ou ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Bonferroni, quando 

necessário, utilizando-se o programa Software Prisma 5.0. As diferenças 

encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um 

“p” igual ou menor que 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

O modelo experimental utilizado neste trabalho foi de 

exposição materna ao HBG durante os períodos gestacional e 

lactacional, com o intuito de avaliar as alterações bioquímicas e 

histomorfológicas induzidas no duodeno e cólon da prole aos 15 dias de 

idade, além de possíveis alterações na microbiota intestinal. A 

apresentação dos resultados foi organizada em 3 partes de acordo com a 

porção do intestino que estava sendo investigada e as fezes:  

(1) Efeitos da exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação sobre parâmetros bioquímicos e histomorfológicos no duodeno 

de ratos imaturos;  

() Efeitos da exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação sobre parâmetros bioquímicos e histomorfológicos na porção 

final do cólon de ratos imaturos;  

 (3) Efeitos da exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação sobre parâmetros de inflamação e microbiota de ratos imaturos.  

 

5.1 RESULTADOS PARTE 1 – EFEITOS DA EXPOSIÇÃO 

MATERNA AO HBG DURANTE A GESTAÇÃO E LACTAÇÃO 

SOBRE PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E HISTOMORFOLÓGICOS 

NO DUODENO DE RATOS IMATUROS 

 

5.1.1 Efeitos da exposição ao HBG sobre parâmetros bioquímicos 

envolvidos no estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo no intestino de ratos expostos 

indiretamente ao HBG foi avaliado por meio da quantificação da 

peroxidação lipídica e do conteúdo de ERO e ERN, utilizando a técnica 

de TBARS e as sondas fluorescentes H2DCFDA e DHR, 

respectivamente. 

Os resultados mostraram aumento na produção de ERO sem 

alterar a produção de ERN no duodeno dos filhotes expostos ao HBG 

(Figura 11A e 11B). Corroborando o aumento na produção de ERO, 

observou-se aumento na peroxidação lipídica em homogeneizado de 

duodeno desses animais (Figura 11C). 
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Figura 11- Efeitos da exposição gestacional ao HBG na concentração de 

espécies reativas de oxigênio (A) e nitrogênio (B), e de peroxidação lipídica 

(C), no duodeno de ratos imaturos. 
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A concentração de EROs foi determinada pela oxidação do H2DCF a DCF, e a 

formação de ERNs através da oxidação de DHR 123 que é convertido ao 

fluoroforo Rhodamina - 123 Os resultados foram expressos como a média ± 

E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Análise estatística: teste t de Student. ** 

p<0,01. 

 

Uma vez estabelecido aumento de ERO e dano oxidativo aos 

lipídeos no duodeno dos filhotes após exposição materna ao herbicida 

HBG, foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimáticas e não 

enzimáticas nesse tecido.  

A SOD é a enzima que protege a célula do efeito do O2
•- ao 

catalisar a reação que produz H2O2 e, esse por sua vez é tóxico para a 

célula, mas pode ser eliminado a partir da reação catalisada via enzima 

CAT à H20. Ainda, este composto pode ser detoxificado através dos 

outros dois ciclos independentes, um que envolve GPx e GR, com 

utilização de GSH e gasto de NADPH, e outro envolvendo Prx/Trx, 

Os resultados indicam que a exposição ao pesticida no duodeno 

gerou aumento na atividade da enzima SOD, enquanto observou-se uma 

diminuição na atividade da CAT, conforme Figura 12 (A e B, 

respectivamente). 
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Figura 12- Efeitos da exposição gestacional e lactacional ao HBG na atividade 

das enzimas: (A) superóxido dismutase (SOD) e (B) catalase (CAT) em 

duodeno de ratos imaturos. 

 

A) 

 
B) 

0

5

10

15

Tratado

Controle

*

A
ti

v
id

a
d

e
 d

a
 C

A
T

 n
o

  
D

u
o

d
e
n

o

((
m

m
o

l.
g

-1
.m

in
-1

)

 
Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05. 

 

A detoxificação do H2O2 pode ser realizada pela CAT bem 

como pela via ciclo da GPx e GR, com consumo de GSH. A GPx 

converte H2O2 em H2O às custas da oxidação da GSH em sua forma 

oxidada (GSSG) e a GR, por sua vez, regenera GSSG a GSH às custas 

da oxidação de NADPH. A exposição ao HBG durante a gestação e 

lactação não alterou a atividade da GPx e de GR no duodeno da prole, 

assim como o conteúdo de GSH, quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 13- Efeitos da exposição materna ao HBG na atividade das enzimas (A) 

Glutationa Peroxidase (GPx) e (B) Glutationa Radutase (GR), no conteúdo de 

(C) Glutationa reduzida (GSH) e na atividade de Glutationa S Transferase 

(GST) em duodeno de ratos imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05 ***p<0,001. 
 

Outra forma de detoxificação de compostos xenobioticos é 

através da conjugação destes com GSH através da enzima GST. Como 

representado na Figura 13D a atividade da mesma apresenta-se 

diminuída no prupo tratado, quando comparado ao controle. 

Assim como a GR, a tiorredoxina redutase (TRxR) está 

envolvida no processo antioxidante participando do sistema Prx/Trx, 

que também pode detoxificar peróxidos. A Prx atua convertendo H2O2 a 

H2O, as custas de Trx, enquanto a TRxR restaura os níveis desta, as 

custas de NADPH. Como apresentado na Figura 13, a atividade da 

TRxR está aumentada nos animais expostos ao HBG. 
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Figura 14- Efeitos da exposição materna ao HBG na atividade da enzima (A) 

Tiorredoxina Redutase (TRxR) no duodeno de ratos imaturos. 

A) 

 
Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05. 
 

5.1.2 Efeitos da exposição ao HBG sobre parâmetros 

histomorfológicos do duodeno 
 

Considerando-se que desbalanço no estado redox pode induzir 

estresse oxidativo e estar associado a dano mitocondrial e 

comprometimento estrutural e funcional de órgãos e tecidos, o presente 

estudo investigou as possíveis alterações histomorfológicas ocasionadas 

no duodeno dos filhotes após exposição materna ao HBG durante a 

gestação e aleitamento. Para tanto, foram realizadas preparações 

histológicas e análise por microscopia de luz, MET e MEV. 

 

5.1.2.1 Análise da histomorfologia e morfométrica de cortes de duodeno 

de animais expostos ou não HBG através de microscopia de luz 

 

Inicialmente foram realizadas análises morfométricas por meio 

de medidas de altura das vilosidades e diâmetro do duodeno em 

preparações histológicas de amostras de duodeno coradas com 

hematoxilina-eosina de animais controles e expostos ao HBG. Não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos nas análises 

realizadas (Figura 15). No entanto, conforme pode-se observar nas 

imagens comparativas de um corte histológico do duodeno de um 

animal controle e outro de um animal do grupo tratado com HBG, 
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observa-se maior espaçamento entre as vilosidades (Figura 15). Na 

Figura 16 é possível observar as vilosidades do duodeno, com a lâmina 

própria contendo células caliciformes, enterócitos e presença de 

linfócitos intraepiteliais, além da cripta de Lieberkühn com suas 

glândulas, na base das vilosidades. 

 

Figura 15- Efeitos da exposição materna ao HBG durante a gestação e lactação 

na medida da (A) altura das vilosidades e (B) diâmetro do duodeno, realizadas 

em imagens de ML, objetiva de 10X, do duodeno de ratos imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 04 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student.  
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Figura 16- Imagens de ML de fatias de duodeno de um animal (A) Controle e 

(B) Tratado, em objetiva de 10X. 

 
 

Imagens de lâminas de fatias de duodeno de ratos imaturos controle (A) e 

tratados (B) em aumento de objetiva de 10X, coradas com HE. CM: Camada 

Muscular. CS: Camada Submucosa. M: Camada Mucosa. CL: Cripta de 

Lieberkühn. V: Vilosidade.  
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Figura 17- Preparações histológicas representativas de duodeno de rato imaturo 

(A) controle e (B) exposto ao HBG durante período gestacional e lactacional. 

 
Cortes transversais de duodeno analisado em microscopia de luz. (A)Animal 

controle. (B) Animal tratado. Coloração: HE, objetiva: 40X. Duodeno de rato de 

15 dias do grupo tratado com herbicida a base de glifosato durante o período 

gestacional e lactacional. Células caliciformes (C), enterócitos (E), Cripta de 

Lieberkühn (CL) e presença de linfócitos intraepiteliais (seta). 
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5.1.2.2 Análise das características microestruturais do duodeno de ratos 

imaturos expostos ao HBG durante a gestação e lactação por MET 

 

Foram realizadas análises de imagens obtidas por MET de 

doudeno de animais controles e expostos ao HBG. No grupo controle 

observou-se que integridade do epitélio do duodeno com enterócitos 

íntegros com abundância de microvilosidades na região apical (Figura 

18a). O citoplasma dessas células apresentou grande quantidade de 

vesículas eletron-transparentes de diferentes tamanhos e mitocôndrias 

com tamanho e formato similares, com cristas mitocondriais bem 

definidas (Figura 18a e 18b). Além disso, observou-se microvilosidades 

com maior espaçamento entre elas no grupo tratado (Figura 18c). 

Observou-se ainda, alterações no tamanho das mitocôndrias, 

desorganização das cristas mitocondriais e algumas com ruptura de 

membrana e swelling mitocondrial (Figura 18d). 

 

Figura 18- Imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão de preparações 

histológicas de duodeno de ratos imaturos. 

Fotomicrografias eletrônicas de transmissão de células do duodeno. Células do 

epitélio do duodeno dos animais do grupo controle (Figura a, b), enterócitos 

com abundantes microvilosidades na região apical (Figura a). Citoplasma com 

grande quantidade de vesículas eletrontransparentes de diferentes tamanhos e 
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mitocôndrias com tamanho e formato similares com cristas mitocondriais bem 

definidas (Figura a e b). Células do duodeno do grupo tratado (Figura c e d), 

microvilosidades com maior espaçamento (Figura c, seta), mitocôndrias (M) 

com alterações no tamanho, desorganização das cristas mitocondriais e algumas 

com ruptura de membrana, indicando swelling mitocondrial (Figura d). Nucleo 

(N) 

 

5.1.2.3 Análise das características microestruturais do duodeno de ratos 

imaturos expostos ao HBG durante a gestação e lactação por MEV 

 

A análise das imagens obtidas por MEV do duodeno de animais 

controle, demonstrou que no grupo controle as vilosidades estavam 

justapostas, em formato de “dedo” (Figura 19a) e o conjunto de 

microvilosidades era abundante e integro (Figura 19b). Por outro lado, 

as imagens de animais do grupo tratado apresentaram vilosidades mais 

espaçadas e desorganizadas (Figura 19c e d, respectivamente) quando 

comparadas às imagens obtidas do grupo controle. 

 

Figura 19- Imagens representativas do duodeno de ratos imaturos expostos ou 

não ao HBG durante a gestação e lactação obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura. 
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Microscopias eletrônicas de varredura do duodeno de ratos imaturos. Imagens 

obtidas do duodeno de animais controle (Figuras a, b) apresentaram vilosidades 

justapostas em formato de “dedo (Figura a) e conjunto de microvilosidades 

abundante e integra (Figura b). Imagens de animais do grupo tratado (Figuras c, 

d) apresentaram vilosidades mais espaçadas e desorganizadas, no entanto sem 

alteração aparente nas microvilosidades (Figura c e d, respectivamente). 
 

 

5.2 RESULTADOS PARTE 2 – EFEITOS DA EXPOSIÇÃO AO 

HERBICIDA A BASE DE GLIFOSATO NO CÓLON FINAL DE 

RATOS IMATUROS 

 

5.2.1 Efeitos da exposição ao HBG sobre parâmetros bioquímicos 

envolvidos no estresse oxidativo em cólon final de ratos imaturos 

 

Os efeitos da exposição materna ao HBG sobre o cólon da prole 

foram avaliados utilizando-se os mesmos parâmetros analisados no 

duodeno dos animais.  

Para verificar o estado redox no cólon final dos filhotes, foram 

avaliadas a peroxidação lipídica, bem como a formação de de ERO e 

ERN. Os resultados evidenciam aumento significativo na geração de 

EROs no cólon final dos animais tratados, quando comparado ao grupo 

controle, sem alteração na produção de ERNs. Corroborando esses 

dados, observou-se aumento na peroxidação lipídica em cólon dos 

animais tratados (Figura 19). 

 

Figura 20- Efeitos da exposição materna ao HBG durante a gestação e lactação 

sobre parâmetros associados ao estado redox em porções do cólon final da 

prole.  
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Foram avaliados os seguintes parâmetros em homogeneizados de tecido: 

concentração de espécies reativas de oxigênio (A) e nitrogênio (B) e 

peroxidação lipídica (C) no cólon final de ratos imaturos. Os resultados foram 

expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Análise 

estatística: teste t de Student. * p<0,05. 

 

Uma vez estabelecido o aumento na produção de ERO e 

aumento na peroxidação de lipídeos no cólon final da prole após 

exposição materna ao HBG, avaliou-se os efeitos dessa exposição sobre 

as defesas antioxidantes enzimáticas e o conteúdo de GSH nesse tecido.  

Os resultados mostraram que a exposição materna ao HBG 

provoca o aumento na atividade da SOD e diminuição significativa na 

atividade da CAT no cólon dos filhotes expostos (Figura 20). 
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Figura 21- da exposição materna ao HBG durante a gestação e lactação na 

atividade das enzimas: (A) superóxido dismutase (SOD) e (B) catalase (CAT) 

em cólon de ratos imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05. 
 

Os resultados também mostraram que a exposição materna ao 

HBG diminui a atividade da GPx e aumenta a atividade de GR em 

homogeneizado de cólon de ratos imaturos. Esses resultados estão 

associados a depleção de GSH, ao qual tamém pode estar associada ao 

aumento na atividade da enzima GST (Figura 21). 
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Figura 22- Efeito da exposição materna ao HBG durante a gestação e lactação 

na atividade das enzimas (A) Glutationa Peroxidase (GPx) e (B) Glutationa 

Redutase (GR), no conteúdo de (C) Glutationa reduzida (GSH) e na atividade 

da enzima (D) Glutationa S Transferase (GST) em cólon final de ratos imaturos 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05; ***p<0,001 

 

Ainda, com objetivo de avaliar formas de detoxificação do 

peróxido de hidrogênio, foi avaliada a atividade da TRxR que restaura o 

poder oxidativo de Trx no sistema de detoxificação Prx/TrxE. A 

exposição ao HBG não alterou a atividade da TRxR no cólon dos 

filhotes (Figura 23). 

 

Figura 23- Efeito da exposição materna ao HBG durante a gestação e lactação 

na atividade da enzima Tiorredoxina Redutase (TRxR) no cólon final de ratos 

imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05. 
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5.2.1.1 Alterações histológicas no cólon da prole após exposição 

materna ao HBG 

Preparações histológicas de cólon dos filhotes após exposição 

materna ao HBG durante a gestação e lactação foram analisadas por 

microscopia de luz no intuito de avaliar possíveis alterações estruturais 

nesse tecido. Foram realizadas medidas de diâmetro do tecido, bem 

como contagem de células caliciformes em microfotografias de cortes 

histológicos corados com a técnica de PAS/Alcian Blue. 

A Figura 24 mostra uma cripta do cólon com presença das 

células caliciformes, enterócitos e presença de linfócitos intraepiteliais. 

Os resultados mostraram que a exposição materna ao HBG não altera 

significativamente o diâmetro do cólon nem a contagem de células 

caliciformes (Figura 25).  
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Figura 24- Imagens representativas de um corte histológico do cólon final de 

rato imaturo (A) controle e (B) exposto ao HBG durante período gestacional e 

lactacional obtida por microscopia de luz.  

 
 

Coloração HE, objetiva de 40X. Cripta do cólon de rato de 15 dias (A) grupo 

controle e (B) do grupo tratado com herbicida a base de glifosato durante o 

período gestacional e lactacional. Células caliciformes (C), enterócitos (E) e 

presença de linfócitos intraepiteliais (seta).  
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Figura 25- Efeitos da exposição materna ao HBG no diâmetro do cólon (A) e 

no número de células caliciformes (B). 
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As análises foram realizadas em micrografias obtidas em microscópio de luz 

com a objetiva de 10X. Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. 

de 04 animais em cada grupo. Análise estatística: teste t de Student. 

 

5.2.1.2 Análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de transmissão 

dos efeitos da exposição materna ao HBG no cólon de ratos imaturos 

 

A análise ultraestrutural do cólon final de ratos imaturos através 

de imagens obtidas por MET mostrou integridade das células do epitélio 

colônico nos animais do grupo controle, com conjunto abundante de 

microvilosidades na região apical (Figura 26a), citoplasma apresenta 

núcleo localizado na região basal e presença de mitocôndrias, vesículas 

e ribossomos principalmente na região apical. As mitocôndrias são 
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visualizadas com conteúdo homogêneo e cristas com formação definida 

(Figura 26b). O aparelho de Golgi apresentou cisternas hipertróficas, em 

ampla atividade, liberando vesículas (Figura 26c). Ainda, observou-se 

diversas células caliciformes bem marcantes, com vacúolos de elétron-

densidade moderada, ricas em muco (Figura 26d).  

A análise das eletromicrografias das células do cólon de 

animais do grupo tratado (Figura 26e, f) demonstrou maior número de 

mitocôndrias no citoplasma, quando comparadas as imagens do grupo 

controle. Essas mitocôndrias se apresentavam dilatadas com presença de 

regiões eletron-transparentes e poucas cristas mitocondriais em seu 

interior (Figura 26f). O aparelho de Golgi apresentava-se com poucas 

cisternas e presença de poucas vesículas (Figura 26g). Ainda, foram 

observadas cisternas de reticulo endoplasmático granular (Figura 26h).  

 

5.2.1.3Análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de varredura 

dos efeitos da exposição materna ao HBG no cólon de ratos imaturos  

 

A análise das imagens de porções do cólon final de animais 

controles obtidas por MEV, demonstraram integridade do epitélio, com 

uma aparência “aveludada”, com grande quantidade de muco já 

secretado e vesículas com abundante conteúdo de mucinas sendo 

secretadas (Figuras 27a, b e c). As micrografias obtidas do cólon de 

animais tratados apresentaram diminuição quantidade de muco (Figura 

27d), com aparência de “ressecamento de epitélio” e vesículas com 

menor quantidade de muco em seu interior (Figura 27e). Salienta-se 

também que foi observada a translocação bacteriana no grupo tratado 

(Figura 27f). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

 

Figura 26- Micrografias eletrônicas de transmissão de células do cólon de ratos 

de 15 dias. 

Micrografia eletrônica de transmissão de células do cólon. Figura a-d. Grupo 

controle. Figura a. Visão geral das células do epitélio com microvilosidades 

(setas) e citoplasma com núcleo (N) basal e mitocôndrias (M) na região apical. 

Figura b. Mitocôndrias com conteúdo homogêneo. Figura c. Detalhe do 

Aparelho de Golgi (G) com cisternas hipertróficas. Figura d. Visão de uma 
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célula caliciforme com vesículas de muco (setas). Figuras e-f. Grupo tratado. 

Figuras e-f. Visão geral das células do epitélio com microvilosidades (setas) e 

citoplasma com grande quantidade de mitocôndrias com poucas cristas e matriz 

com presença de regiões eletron-transparente. Figura g. Detalhe do Aparelho de 

Golgi com cisternas mais justapostas. Fugira h. Detalhe do retículo 

endoplasmático rugoso (RER).  

 

Figura 27- Micrografias de microscopia eletrônica de varredura mostrando as 

alterações induzidas pela exposição materna ao HBG na ultraestrutura do cólon 
final de ratos de 15 dias. 

 
Imagens de animais controle (a, b, c) com epitélio integro e aparência aveludada 

com grande quantidade de muco (Figura a), vesículas com abundante conteúdo 

de mucinas sendo secretadas (Figuras b e c). Imagens do órgão de animais 
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tratados durante gestação e amamentação com herbicida a base de glifosato (d, 

e, f), com reduzida quantidade de muco (Figura d), aparência de ressecamento 

de epitélio e vesículas com menor quantidade de muco (Figura e), e 

translocação bacteriana (Figura f, seta). 
 

5.3 RESULTADOS PARTE 3 – ALTERAÇÕES NOS PARÂMETROS 

DE INFLAMAÇÃO E MICROBIOTA DE RATOS IMATUROS APÓS 

EXPOSIÇÃO MATERNA AO HBG 

 

5.3.1 Efeitos da exposição materna ao HBG sobre parâmetros 

inflamatórios  

 

O desbalanço no estado redox e as alterações histomorfológicas 

observadas no intestino dos animais expostos ao herbicida podem estar 

associados a alterações nos mecanismos de resposta imunológica e 

inflamação devido ao comprometimento dos mecanismos de resposta 

antimicrobiana. Dessa forma, foram determinados o conteúdo de TNF-α 

e IL-6, bem como a atividade da MPO como marcadores inflamatórios 

em homogeneizado de intestino dos filhotes expostos ao HBG. 

Os resultados mostraram que a exposição materna ao HBG não 

foi capaz de alterar o conteúdo de TNF-α e IL-6, bem como e atividade 

da MPO em homogeneizado de duodeno dos filhotes imaturos (Figura 

28). 

No cólon final dos animais expostos ao HBG durante a gestação 

e lactação, as concentrações de TNF-α apresentaram-se aumentadas 

(Figura 29A), enquanto a atividade da MPO e o conteúdo de Il-6 não 

apresentaram alterações, quando comparadas ao grupo controle (Fígura 

29 B e C, respectivamente). 
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Figura 28- Efeitos da exposição materna ao HBG no conteúdo de TNF-α e IL-

6 e na atividade MPO no duodeno de ratos imaturos. 
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O imunoconteúdo de TNF-α (A) e Il-6 (B) foi determinado pela técnica de 

ELISA e a atividade da MPO (C) foi mensurada por método colorimétrico no 

duodeno de ratos imaturos, conforme especificado na metodologia. Os 

resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student 
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Figura 29- Efeitos da exposição materna ao HBG nas concentrações de TNF-α, 

e Il-6 e na atividade da MPO no cólon de ratos imaturos. 
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O imunoconteúdo de TNF-α (A) e Il-6 (B) foi determinado pela técnica de 

ELISA e a atividade da MPO (C) foi mensurada por método colorimétrico em 

cólon de ratos imaturos, conforme especificado na metodologia. Os resultados 

foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Análise 

estatística: teste t de Student: * p<0,05 em relação ao grupo controle. 
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5.3.2 Alterações na microbiota intestinal da prole após a exposição 

materna ao HBG 

 

A exposição materna ao HBG acarretou em desbalanço no estado redox 

e ativação e alterações ultraestruturais no intestino da prole, que estavam 

associadas a ativação de vias próinflamatórias. Esses eventos podem 

estar relacionados, de alguma forma, a alterações nos mecanismos de 

reposta antimicrobianas as quais podem afetar a composição de 

bactérias intestinais. Além disso, especula-se uma possível ação direta 

do herbicida na via do ácido chiquímico presente em determinadas 

bactérias residentes no intestino. Desse modo, buscou-se investigar as 

possíveis alterações na microbiota dos animais expostos. 

 

 Figura 30- Efeitos da exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação na expressão quantitativa de Eubacteria, em amostras de fezes de 

animais imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 07 animais em cada 

grupo. Dados correspondem a detecção relativa do gene 16S de cada alvo em 

relação à gramas de fezes.  Análise estatística: teste t de Student. 
 

A análise de alguns grupos de bactérias constituintes da 

microbiota intestinal como Eubacteria, B. fragilis, Firmicutes, 
Bacteroidetes e Enterobacteriaceae foi realizada pela técnica de qPCR 

utilizando-se primers específicos. Os resultados indicaram que não 

houve alteração quantitativa na população de bactérias, como pode ser 

observado na Fígura 30, de acordo com os dados quantitativos de 

Eubacteria. No entanto, a composição qualitativa foi alterada com 

aumento no número de B. fragilis e Firmicutes no grupo tratado com 

pesticida quando comparado ao grupo controle (Figura 31A e 31B, 

respectivamente). Por outro lado, não houve diferença significativa entre 

os grupos na avaliação com os demais primers investigados, 
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Bacteroidetes e Enterobacteriaceae (Fígura 31C e D, respectivamente), 

ou na razão Firmicutes/Bacteroidetes (Fígura 32). 

 

Figura 31- Efeitos da exposição materna ao HBG na expressão de (A) 

Bacteroides fragilis e (B) Firmicutes, (C) Bacteroidetes e (D) 

Enterobacteriaceae em amostras de fezes de animais imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 07 animais em cada 

grupo. Dados correspondem a detecção relativa do gene 16S de cada alvo em 

relação à gramas de fezes. Análise estatística: teste t de Student. * p<0,05. 

 

Figura 32- Efeitos da exposição materna ao HBG na relação da expressão de 

Firmicutes/Bacteroidetes, em amostras de fezes de animais imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 07 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. 
 

5.3.3 Efeito da exposição materna ao HBG durante a gestação e 

lactação no pH fecal da prole aos 15 dias de idade  

 

Considerando-se que alterações na composição da microbiota 

podem afetar a composição de substâncias oriundas da fermentação 

presentes no intestino e que estas podem afetar o pH da região, buscou-

se investigar se a exposição materna ao HBG era capaz de interferir no 

pH fecal da prole. Como pode ser observado na Figura 33, os animais do 

grupo tratado com o herbicida apresentaram uma significativa 

acidificação do conteúdo fecal quando comparado ao grupo controle. 
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Figura 33- Efeitos da exposição materna ao HBG no pH fecal de ratos 

imaturos. 
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Os resultados foram expressos como a média ± E.P.M. de 08 animais em cada 

grupo. Análise estatística: teste t de Student. ** p<0,01. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Dados prévios do grupo de pesquisa demonstraram que a 

exposição materna ao HBG está associada a dano oxidativo e 

excitotoxicidade glutamatérgica em hipocampo da prole. Sugere-se que 

esses eventos estão relacionados ao comportamento tipo-depressivo 

quando os filhotes atingem a idade adulta (Cattani et al., 2014; 2017). 

Tem sido sugerido que alterações na microbiota e disbiose intestinal são 

associados a transtornos psiquiátricos, doença celíaca e outras patologias 

(Baothman et al., 2016; Chang e Lin, 2016; Cenit et al., 2017; Hooks e 

O'malley, 2017). Nesse contexto, no presente estudo utilizou-se um 

modelo experimental de exposição materna ao HBG durante os períodos 

gestacional e lactacional, já descrito e padronizado na literatura, no 

intuito de identificar se essa exposição acarretaria em dano oxidativo e 

alterações histomorfológicas no intestino da prole, que poderiam estar 

associadas a alterações na microbiota intestinal.  

Os resultados mostraram que a exposição materna ao HBG 

provoca estresse oxidativo e alterações ultraestruturais no intestino da 

prole. Dentre essas alterações destaca-se o maior espaçamento das 

vilosidades e microvilosidades, “swelling” mitocondrial e diminuição na 

produção de muco, com consequente translocação bacteriana no cólon 

final destes animais. Esses eventos podem estar associados, pelo menos 

em parte, com alterações na microbiota, culminando em inflamação e 

dano tecidual.  

Pesquisas já descrevem a indução de estresse oxidativo, com 

produção aumentada de radicais livres e alterações nas defesas 

antioxidantes como mecanismo das alterações biológicas ocasionadas 

por diferentes agrotóxicos (Abdollahi et al., 2004; Jablonska-Trypuc et 

al., 2017). Com relação ao HBG, (Peixoto, 2005) já relatou que o 

Roundup® afeta a cadeia transportadora de elétrons ao nível dos 

complexos I e III. Desta maneira, herbicidas contendo glifosato podem 

estar envolvidas no aumento da produção do O2
•- e, desencadear EO e 

distúrbios nas respostas antioxidantes (Romero et al., 2011). A indução 

de estresse oxidativo ocasionada pelo glifosato também já foi 

demonstrada no sistema nervoso central e no sistema reprodutor pelo 

nosso grupo de pesquisa (Cattani et al., 2014, 2017; (De Liz Oliveira 

Cavalli et al., 2013), ao passo que, são escassos os estudos que 

descrevem os possíveis efeitos da exposição ao HBG no intestino. 

É sabido que as EROs são substâncias altamente reativas e 

quando em altas concentrações no organismo provocam danos a 

estruturas biológicas e induzem lesões a células e tecidos (Poli et al., 
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2004; Zhu et al., 2012). Nesse contexto, o intestino dos filhotes de 15 

dias de idade expostos ao HBG durante a gestação e lactação apresentou 

aumento na produção de EROs e, consequente aumento na oxidação de 

compostos lipídicos, representados pelo aumento da quantificação de 

DCF e no conteúdo de TBARS, respectivamente.  

O dano a estruturas ocorre não somente pelo aumento na 

produção de EROs, mas também, devido a uma falha nos mecanismos 

de defesa antioxidantes (Halliwell e Gutteridge, 2015). Assim, no 

presente trabalho, entende-se que o aumento de EROs ocasionado pelo 

contato com o herbicida, e o consequente aumento na peroxidação 

lipidica, estão associados a um desbalanço nessas defesas, uma vez que 

foi observado o aumento na atividade da SOD, a qual catalisa a 

produção de H2O2 a partir de O2
•-. Consequentemente, sugere-se que há 

um acumulo de H2O2, pela diminuição na atividade de CAT, tanto no 

duodeno quanto no cólon, e de GPx no cólon. Enzimas essas, que 

realizariam a detoxificação deste composto à H2O, caracterizando assim, 

que o HBG induz estresse oxidativo no intestino de ratos imaturos nesse 

modelo experimental. 

A hipótese de que o aumento de ERO deriva de peróxidos de 

hidrogênio, corrobora os dados encontrados por Bailey e colaboradores 

(2018), onde a exposição crônica de Caenorhabditis elegans a diferentes 

concentrações de uma formulação contendo glifosato gerou inibição da 

função mitocondrial, e consequente aumento na produção de H2O2, mas 

não de O2
●- ou OH-. 

Em contrapartida ao observado no presente estudo, Larsen e 

colaboradores (2012) avaliaram o efeito do glifosato em ratos Wistar 

adultos expostos ao glifosato através da água de beber, durante 30 e 90 

dias, nas concentrações de 0,7 mg/L e 7 mg/L, e não observaram 

alterações na peroxidação lipídica no intestino destes animais em 

nenhuma das concentrações ou tempos de exposição, enquanto 

obtiveram um aumento na atividade da enzima GPx em ambas 

concentrações no período de 90 dias de exposição destes animais. 

Curiosamente, o mesmo estudo avaliou os efeitos no fígado e rins, os 

quais apresentaram diminuição de TBARS. Por outro lado, nosso grupo 

demonstrou que a exposição materna ao HBG resulta em peroxidação 

lipídica no fígado da prole de 15 dias de idade (Rieg, 2016). 

A diminuição na atividade da GPx, observada no cólon dos 

filhotes expostos ao HBG pode ser justificada pela diminuição da 

disponibilidade de GSH, também observada neste tecido. Por 

conseguinte, foi possível identificar um aumento na atividade de GR, 
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possivelmente como um mecanismo compensatório para restaurar o 

conteúdo da GSH, um importante antioxidante não enzimático. 

No duodeno dos filhotes de 15 dias expostos ao HBG, a 

diminuição na atividade da CAT, a qual é uma enzima chave para 

detoxificação de H2O2, parece ser compensada através do sistema 

Prx/Trx, uma vez que é observado um aumento na atividade de TRxR. 

Esse sistema realiza a proteção contra H2O2 através da reação de 

oxidação de Trx, catalisada por Prx, ou diretamente via Trx, enquanto a 

TRxR é a única enzima responsável por reduzir Trx, novamente, com 

elétrons vindos de NADPH (Das, 2004). Segundo revisão realizada por 

Burke-Gaffeney e colaboradores (2005), a Trx pode, ainda, realizar a 

redução de GPx e induzir Mn-SOD, enzima esta que também apresenta 

sua atividade aumentada nos animais expostos ao HBG. 

Frente a necessidade de realizar a detoxificação de compostos 

xenobióticos, o organismo possui a enzima GST, que catalisa a 

conjugação destes compostos químicos, ou seus metabólitos, com 

substratos endógenos, como a GSH para eliminação (Halliwell e 

Gutteridge, 2015). Estudos já demonstram que alguns pesticidas têm a 

capacidade de aumentar a atividade da GST in vivo, ao conjugar a GSH 

a essas substâncias (Banerjee et al., 1999). Assim, consumindo GSH 

como forma de desintoxicação destes compostos químicos (Agrawal et 
al., 1991; Kehrer, 1993; Almeida et al., 1997). Assim, o aumento na 

atividade de GST pode estar associado a diminuição no conteúdo de 

GSH no cólon dos animais imaturos expostos ao HBG. Em 

contrapartida, no duodeno, onde a GSH não apresentou alteração em seu 

conteúdo, a GST teve sua atividade diminuída. 

Os dados de aumento da atividade da GST no cólon dos animais 

expostos ao HBG corroboram os dados apresentados por Bailey e 

colaboradores (2018) onde, além de observar o aumento na atividade de 

GST em Caenorhabditis elegans expostos a formulação contendo 

glifosato, este aumento foi fortemente correlacionado ao aumento de 

H2O2. Essa informação reforça a sugestão do presente estudo de que 

houve um acúmulo de H2O2 e que, portanto, a GST pode ter sua 

atividade aumentada em resposta a esse estímulo. 

Cabe salientar que a classificação atual para o glifosato pela 

IARC (2017), é de possivelmente carcinogênico, sendo o estresse 

oxidativo descrito como mecanismo primordial para tal desfecho. Nesse 

cenário, a indução de estresse oxidativo observada no intestino, bem 

como no fígado (Rieg, 2016) e hipocampo (Cattani et al., 2014; 2017) 

da prole após exposição materna ao HBG se torna de grande relevância 
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para identificar os demais mecanismos envolvidos no desequilíbrio 

bioquímico e fisiológico desencado pelo herbicida no organismo.  

O estudo dos impactos de compostos toxicantes sobre o sistema 

digestório é particularmente relevante considerando-se que o intestino, 

principalmente o duodeno, desempenha um papel relevante como via de 

entrada de compostos toxicantes presentes em alimentos ou água 

contaminada. Nesse contexto, o intestino delgado é constantemente 

exposto a poluentes ambientais; no entanto, apresenta alta resistência a 

estes compostos e danos ocasionados por eles e, em contrapartida, o 

cólon apresenta alta susceptibilidade, haja visto os diversos tipos de 

câncer induzidos por compostos químicos neste órgão (Potten et al., 
1992). 

As bases bioquímicas para as diferenças de suscetibilidade a 

agentes tóxicos das diferentes porções do intestino ainda não estão 

totalmente elucidadas. Contudo, Guo e colaboradores (2002) sugerem 

que a GST, por seu papel na detoxificação de xenobiontes, poderia 

exercer um papel crucial nas diferentes respostas a esses compostos. Os 

pesquisadores avaliaram a composição de isoenzimas de GST no 

intestino delgado e cólon de ratas fêmeas adultas e verificaram que o 

intestino delgado é mais bem “equipado” contra os efeitos tóxicos de 

xenobióticos eletrofílicos do que o cólon. Estes dados são confirmados 

pelo estudo de Coles e colaboradores (2002), onde avaliaram o conteúdo 

desta enzima ao longo do trato gastrointestinal de humanos, e 

observaram que a expressão desta enzima é 70 vezes menor no cólon do 

que no intestino delgado o que seria uma justificativa para sua maior 

susceptibilidade a danos a macromoléculas e desenvolvimento de 

câncer. 

Pensando em desfechos fisiológicos e, corroborando o fato 

descrito, Martin e colaboradores (2018) em seu estudo descreveram uma 

associação positiva entre o consumo de pesticidas e o desenvolvimento 

de câncer de cólon no Brasil. Esses dados corroboram os efeitos 

observados no presente estudo. Nesse sentido, o desbalanço no estado 

redox e as alterações nos sistemas de defesa antioxidantes observadas no 

cólon dos filhotes expostos ao HBG sugerem a indução de estresse 

oxidativo e a vulnerabilidade desses tecidos ao dano pelo herbicida 

glifosato. Destaca-se ainda que a exposição ao herbicida ocasiou 

respostas opostas sobre a atividade da enzima GST em duodeno e cólon 

da prole. Os mecanismos envolvidos nesses efeitos não são conhecidos. 

Sabe-se que a produção de ERO e o acúmulo de H2O2 levam ao 

estresse oxidativo, o que pode ocasionar um desbalanço na produção de 

citocinas e desencadear processos inflamatórios e, consequentemente 
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gerar alterações fisiopatológicas (Al-Harbi et al., 2015). No entanto, 

poucos são os estudos que avaliaram o efeito de herbicidas, incluindo 

glifosato, em marcadores inflamatórios intestinais. O presente estudo 

investigou os efeitos da exposição materna ao HBG na concentração de 

citocinas pró-inflamatórias no intestino de ratos imaturos. Os resultados 

mostraram aumento na concentração do TNF-α no cólon desses animais. 

Esses dados sugerem um potencial efeito pró-inflamatório associado a 

exposição ao glifosato. 

Os efeitos da exposição ao glifosato sobre as concentrações de 

TNF-α foram investigados por Ma e Li (2015). Os pesquisadores 

expuseram carpas a diferentes concentrações de glifosato na água e 

observaram resultados contraditórios com relação aos níveis de TNF-α 

nos diferentes tecidos avaliados. Os resultados mostraram aumento nas 

concentrações de TNF-α aumentados no fígado, baço e rins das carpas 

quando expostas às oncentrações mais altas do herbicida; por outro lado, 

a exposição a concentrações mais baixar levou a diminuição dos níveis 

de TNF-α nos rins dos peixes (1/5 da LC50).  

Corroborando os dados obtidos no presente estudo no cólon dos 

filhotes, Ghasemi-Niri e colaboradores (2016) demonstraram que o 

phosolane, um composto organofosforado, acarretou em aumento na 

peroxidação lipídica, estresse oxidativo e aumento nos níveis de TNF-α 

no cólon de ratos adultos. Entretanto, os pesquisadores demonstraram 

que a atividade da MPO e os níveis de IL-6 também estavam 

aumentados pela exposição ao organofosforado, enquanto no presente 

estudo o HBG não alterou significativamente estes marcadores. No 

estudo de Ghasemi-Niri e colaboradores (2016), o composto foi 

administrado por gavagem em diferentes dosagens (40, 20, 12 e 

6mg/kg) durante 1 mês, e paralelamente, o grupo também avaliou o 

possível efeito do ácido elágico, um composto fenólico presente em 

diversas frutas e verduras, na proteção contra os resultados de estresse 

oxidativo, dano tecidual e inflamação e, demonstrou que o composto 

alterou todos os parâmetros e marcadores de toxicidade e estresse 

oxidativo induzidos por phosolane em todas as dosagens investigadas, 

sendo discutido que o mecanismo pelo qual exerce este efeito pode ir 

além do papel antioxidante. 

Outro estudo que corrobora os resultados observados no 

presente estudo foi realizado com camundongos tratados com diferentes 

dosagens de fungicida Imazalil, que também constatou aumento na 

expressão de TNF-α no cólon dos animais tratados, além de infiltração 

de células inflamatórias neste tecido, observadas em imagens de 
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microscopia de luz, e alterações na microbiota destes animais (Jin et al., 

2016).  

Alem do que foi exposto, Sun e colaboradores (2018), ao expor 

ratos adultos, via injeções intragastricas com Phoxin, outro composto 

organofosforado, demonstraram aumento na secreção e expressão de 

TNF-α no jejuno e íleo dos animais, acompanhado de diminuição da 

expressão de ocludina e claudina, proteínas responsáveis pela 

manutenção das junções comunicantes intestinais e alterações na 

microbiota fecal. O TNF é uma das citocinas envolvidas na sinalização 

para endocitose da ocludina, uma proteína responsável pela manutenção 

das junções oclusivas do intestino. Assim, altos níveis de TNF estão 

relacionados com diminuição da permeabilidade intestinal (Al-Sadi et 

al., 2008). 

Alterações na integridade da barreira intestinal, seja de junções 

comunicantes e/ou estrutura de microvilosidades e diminuição na 

produção e espessura do muco, predispõem a translocação bacteriana e, 

consequentemente, geram exacerbação do extresse oxidativo e 

inflamação (Al-Sadi et al., 2008). O presente estudo é o primeiro a 

demonstrar, através de imagens de MEV e MET, que a exposição ao 

HBG durante os períodos gestacional e lactacional foi capaz de diminuir 

a quantidade de muco e alterar a ultraestrutura de microvilosidades do 

duodeno e culminar em translocação bacteriana no cólon. 

Estudos a respeito das possíveis alterações histológicas e 

ultraestruturais do intestino, ocasionadas por glifosato são encontradas 

apenas em modelos in vitro. O primeiro estudo demonstrou a 

biodisponibilidade do glifosato em linhagens de células intestinais 

imortalizadas (Caco-2 e IEC-18) e observou efeitos como diminuição na 

resistência elétrica transmembrana, aumento na permeabilidade 

paracelular, o que favorece a entrada de glifosato nas células, além de 

gerar desorganização no citoesqueleto de actina (Vasiluk et al., 2005). 

Por outro lado, Chłopecka e colaboradores (2014; 2017) demonstraram 

alteração da motilidade de porções de jejuno, em um modelo in vitro, 

ocasionadas tanto por HBG, quanto por POEA e a mistura de POEA e 

glifosato. Esses estudos sustentam o conceito de maior tempo de 

exposição ao glifosato no intestino, fazendo com que este, quando 

ingerido, se mantenha mais tempo em contato com as células epiteliais e 

com a microbiota presente, favorecendo maiores alterações. 

Os efeitos no intestino, ocasionados por outros agrotóxicos, 

corroboram os encontrados no presente estudo com relação a infiltração 

de linfócitos. Tal qual o estudo realizado com sapos (bufotes variabilis) 

expostos agudamente ao inseticida Carbaryl, em diferentes doses, que 
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analisou tecidos do trato gastrointestinal e encontrou vilosidades 

edemaciadas, necrose de células epiteliais destas vilosidades além de 

infiltração de células inflamatórios (Cakici, 2016). Outro estudo, 

realizado por Jin e colaboradores (2016), também observou aumento na 

infiltração de células inflamatórias no cólon de camundongos machos 

expostos ao fungicida Imazalil. 

O estresse oxidativo, inflamação e a predisposição à 

translocação bacteriana vem sendo discutidos como causa ou 

consequência de alterações na composição da microbiota intestinal 

(Slyepchenko et al., 2016; Vrakas et al., 2017). Ainda, outro fator que 

tem ganhado atenção especial nos últimos anos é a influência da 

mitocôndria na modulação da qualidade e diversidade da microbiota, por 

seu papel durante a inflamação e modulação de respostas imunes. Tanto 

a microbiota comensal, quanto a patogênica, produz substâncias que 

atuam na atividade da mitocôndria, podendo resultar em produção de 

EROs (Marciano e Vajro, 2017).   

Ressalta-se aqui que, somado aos resultados relacionados ao 

desbalanço redox ocasionado pela exposição indireta ao HBG, segundo 

imagens de MET do presente estudo, foi possível observar aumento no 

número e na morfologia mitocôndrial, com aparente alteração nas cristas 

mitocondriais, aumento da espessura e ruptura de membrana, indicando 

swelling mitocondrial. Os dados do presente estudo corroboram os 

dados já encontrados na literatura, onde foram analisadas imagens de 

microscopia eletrônica de hepatócitos de peixes expostos a formulação 

comercial contendo glifosato (Szarek et al., 2000). Em contrapartida, em 

outro estudo, in vitro, quando swelling mitocondrial foi analisado 

espectrofotometricamente em mitocôndrias de fígado de ratos isoladas e 

expostas a uma formulação comercial contendo glifosato ou glifosato 

isolado, não foi observado alteração significativa neste marcador 

(Peixoto, 2005). 

O Programa Nacional de Toxicologia reportou que 55% dos 

resíduos de glifosato são eliminados nas fezes (Chan e Mahler, 1992). 

Dessa forma, pode-se hipotetizar que após exposição ao glifosato, a 

microbiota intestinal (presente nas fezes) estará em contato com o 

herbicida, substância esta que inibe a via do Chiquimato presente em 

bactérias e essencial para produção de aminoácidos aromáticos. 

Consequentemente, essas bactérias poderão ser afetadas pela exposição 

ao glifosato. Corroborando essa hipótese, a análise da microbiota por 

qPCR demonstrou que a exposição materna ao HBG foi capaz de alterar 

a composição da microbiota fecal de ratos imaturos, com aumento no 
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conteúdo de Firmicutes e B. fragilis, quando comparados às fezes dos 

animais controles.  

As bactérias do filo Firmicutes representam a maioria da 

microbiota intestinal, compreendendo mais de 250 gêneros como 

Lactobacillus, Streptococcus, Mycoplasma, e Clostridium, e tem a 

capacidade de produzir ácidos graxos de cadeia curta, como o ácido 

butírico. Bacteroidetes são o segundo filo presente em maior quantidade, 

com aproximadamente 20 gêneros, incluindo Bacteroides que são 

capazes de produzir hidrogênio. O resultante da interação de cada grupo 

bacteriano, pertencente a microbiota intestinal, com o hospedeiro ainda 

não está totalmente elucidado, ainda assim, alterações na composição da 

mesma já são correlacionadas com diversas doenças (Slyepchenko et al., 

2016; Vrakas et al., 2017). 

 O aumento no conteúdo de Firmicutes já é descrito em crianças 

com sobrepeso e obesas (Barczynska et al., 2018), e está associado a 

doenças metabólicas (Lai et al., 2018). Por outro lado, pacientes com 

doenças intestinais como colite ulcerativa (Zamani et al., 2017), doença 

inflamatória intestinal (Rashidan et al., 2018) e doença celíaca (Sanchez 

et al., 2012) apresentam aumento no conteúdo de B. fragilis. 
A investigação quanto aos efeitos do glifosato na microbiota de 

roedores é recente, sendo o primeiro estudo conduzido em animais em 

laboratório foi publicado em 2018 por Nielsen e colaboradores (2018). 

Os pesquisadores trataram ratos Sprague-Dawley adultos com glifosato 

ou uma formulação comercial contendo glifosato, por gavagem, durante 

duas semanas e avaliaram também a concentração inibitória mínima 

(CIM) de glifosato para diferentes culturas bacterianas, além do efeito 

neste parâmetro ao adicionar aminoácidos aromáticos a estas culturas. O 

estudo não obteve êxito em demostrar alterações na microbiota intestinal 

destes animais, seja entre os grupos ou antes e após a exposição ao 

herbicida. Contudo, observaram que a CIM de glifosato era 

significativamente aumentada com a adição de aminoácidos aromáticos 

ao meio de cultura, apontando a disponibilidade destes aminoácidos no 

intestino como a justificativa para o limitado efeito do glifosato na 

microbiota animal. 

É importante citar que uma limitação deste primeiro estudo foi o 

curto tempo de exposição, enquanto o estudo subsequente, de Lozano e 

colaboradores (2018), avaliou os efeitos de uma formulação comercial 

contendo glifosato administrada na água de beber, em diferentes 

concentrações (0,1 ppb, 400 ppm e 5000 ppm), para ratos Sprague-

Dawley adultos por um período de 2 anos. Nesse, foram conduzidas 

análises de sequenciamento do gene rRNA 16S nas fezes, assim como 
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métodos de cultura bacteriana para avaliar o efeito direto do glifosato no 

desenvolvimento de bactérias específicas. O estudo demonstrou que as 

alterações na microbiota fecal ocasionadas pelo herbicida são 

dependentes do gênero, com aumento na família de Bacteroidetes e 

diminuição em Lactobacillaceae, além de alteração na razão entre 

Firmicutes e Bacteroidetes nas fêmeas. Ainda sobre o efeito do 

herbicida nas culturas de cepas bacterianas das fezes dos animais 

controles, constatou-se que cada cepa bacteriana pode ter respostas 

distintas em seu crescimento quando expostas ao herbicida, confirmando 

resultados quanto ao efeito antibiótico do glifosato já demonstrados 

anteriormente in vitro (Staub et al., 2012; Shehata et al., 2013). 

Ademais, houve um crescimento acentuado de E.coli quando a cultura 

foi exposta a doses mais altas de glifosato, e que essa, detectada através 

de teste qPCR, não expressa o gene para enzima EPSPS.  

Esses resultados, portanto, já reconhecem a possibilidade de 

diferentes efeitos do HBG na microbiota, como os apresentados no 

presente estudo, seja em sua diversidade ou composição, assim como os 

diferentes mecanismos pelos quais pode afetar a composição das 

bactérias e até gerar meios de resistência destas a antibióticos como 

citado por Good (2018).  

Ainda, os efeitos e correlações entre estas alterações e os 

desfechos fisiológicos advindos da exposição ao HBG ainda não estão 

totalmente esclarecidos na literatura científica. Estudo recente encontrou 

resultados similares ao do nosso grupo de pesquisa (Cattani et al., 2017) 

quanto a indução de um comportamento tipo depressivo, ao expor 

camundongos a diferentes dosagens de HBG, de forma aguda e crônica 

(Ait Bali et al., 2017). Por outro lado, os pesquisadores demonstraram 

diminuição no conteúdo de Corynebacterium, Firmicutes, Bacteroidetes 

e Lactobacillus nas fezes dos camundongos expostos, contrariando os 

dados encontrados no nosso estudo, onde houve aumento significativo 

no conteúdo Firmicutes nas fezes de ratos imaturos expostos ao HBG 

durante gestação e lactação.  

Nessa perspectiva, poderia se justificar as diferenças nos 

resultados, uma vez que, ratos e camundongos apresentam uma 

prevalência na composição de bactérias mais distinta (Flemer et al., 

2017), e cabe salientar que ratos se apresentam como bom modelo 

experimental para avaliação da microbiota por apresentarem maior 

similaridade com a de humanos (Wos-Oxley et al., 2012; Flemer et al., 

2017). 

Mao e colaboradores (2018), estudaram os efeitos do HBG 

sobre a microbiota da prole utilizando um modelo experimental de 



106 

 

exposição ao herbicida em ratas Sprague-Dawley gestantes na água de 

beber até o desmame, posteiormente, a prole continuou recebendo o 

tratamento ad libidum na água até 125 dias de idade. As fezes foram 

coletadas e analisadas em diferentes períodos do protocolo, contudo, 

diferenças significativas na microbiota só foram observadas nos animais 

com 31 dias de idade, tanto nos grupos expostos ao glifosato ou HBG, e 

apresentaram aumento significativo no gênero Prevotella (Filo 

Bacteroidetes) e gênero Mucispirillum (Filo Deferribacteres) e 

diminuição na prevalência do gênero Lactobacillus (Filo Firmicutes) e 

do gênero Aggregatibacter (Filo Proteobacteria).  

Os efeitos da exposição ao glifosato ou HBG na microbiota de 

diferentes espécies de animais, bem como os encontrados em estudos 

com abelhas (Motta et al., 2018), tartarugas marinhas (Kittle et al., 

2018), porcos (Shehata et al., 2013) e ruminantes (Ackermann et al., 
2015) enfatizam a necessidade desta investigação, assim como seu 

potencial risco para saúde dos seres vivos e do ecossistema.  

Considerando-se o uso cada vez maior de agrotóxicos, 

justificado pela necessidade de se aumentar a produção de alimentos 

para uma população em crescente expansão, os poluentes ambientais 

têm se tornado um perigo para a saúde cada vez mais comum nas 

últimas décadas. Recentemente, vários estudos demonstraram a 

profunda relação entre a microbiota intestinal e nossa saúde.  

A microbiota intestinal é muito sensível aos efeitos de 

compostos toxicantes variados, fármacos (em especial os antibióticos), 

estado nutricional, dieta e poluentes ambientais. No presente estudo 

apresentamos os efeitos da exposição materna ao HBG no intestino e na 

microbiota intestinal da prole. Esses eventos podem estar associados a 

efeitos subsequentes na saúde dos indivíduos. No futuro, mais estudos 

devem envidar esforços na compreensão da relação entre poluição 

ambiental, microbiota intestinal e saúde humana. 

 

6.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente trabalho demonstrou que a exposição materna ao 

HBG induz estresse oxidativo tanto no duodeno como no cólon final da 

prole. Corroborando o desbalanço redox no intestino da prole, os 

resultados evidenciaram acúmulo de EROs, peroxidação lipídica e 

depleção de GSH em intestino de ratos expostos. Esses efeitos foram 

acompanhados de alterações na atividade de enzimas antioxidantes 

como SOD, CAT, GPx, GR e GST, bem como ativação de mediadores 

inflamatórios. Em conjunto, o estresse oxidativo e inflamação 
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provocaram alterações ultraestruturais no duodeno e cólon final da 

prole, desencadeando translocação bacteriana. Além disso, os resultados 

do presente trabaho aumentam o escopo de pesquisas que comprovam 

os efeitos deletérios que a exposição ao HBG gera na composição da 

microbiota e pH fecal de animais de laboratório.  

A Figura 34 sumariza os efeitos da exposição materna ao HBG 

durante a gestação e lactação sobre o duodeno, cólon final e fezes da 

prole.  

 

Figura 34- Resumo dos efeitos da exposição materna ao HBG no duodeno, 

cólon final e microbiota de ratos imaturos.  

: aumento; : diminuição; =: sem alteração. Fonte: O autor. 

 

A exposição materna ao HBG ocasionou uma perturbação na 

composição do microbioma intestinal, o que pode acarretar em 

alterações nos perfis dos metabólitos produzidos pela microbiota. 

Considerando-se que o sistema imune é, geralmente, o primeiro alvo de 

influência da microbiota e seus metabólitos, podemos especular que a 

exposição ao HBG pode influenciar o metabolismo energético, o 

sistema endócrino, o sistema nervoso, o sistema digestório e assim por 

diante.  
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho concluiu que a exposição ao HBG durante os 

períodos gestacional e lactacional induz alterações na microbiota, 

estresse oxidativo, inflamação e alterações ultraestruturais na barreira 

intestinal, no duodeno e cólon final de ratos imaturos.  

Levando em consideração os dados já discutidos, e a recente 

literatura cientifica relacionada as consequências fisiopatológicas da 

disbiose, reafirma-se a hipótese que as alterações no sistema nervoso 

central já descritas com o mesmo modelo experimental, relacionados a 

estrsse oxidativo e excitotoxicicade gluatamatergica, assim como 

comportamento tipo depressivo na idade adulta desta prole, podem estar 

associadas a desbalanço da microbiota intestinal ocasionada pela 

exposição ao glifosato demostrada agora.  

A partir dos dados destes dados, enfatiza-se a importância e a 

necessidade de considerar a microbiota intestinal como um indicador 

toxicológico para a poluição ambiental. No futuro, mais estudos devem 

buscar compreender o mecanismo da disbiose da microbiota intestinal 

induzida pela poluição ambiental e sua influência a longo prazo na 

saúde.  

Atualmente, estudos estão focados na relação causal entre a 

microbiota e os sintomas associados à microbiota. Talvez o melhor 

entendimento do microbioma intestinal, e seu papel nos processos 

saúde-doença, possa fornecer um novo alvo para intervenção profilática 

ou terapêutica frente os efeitos potencialmente nocivos do glifosato. 

O modelo experimental utilizado proporciona um melhor 

entendimento sobre os efeitos do HBG em um período importante do 

desenvolvimento do organismo, e ajuda a prever possíveis futuras 

complicações fisiológicas. A continuidade nas pesquisas, utilizando-se 

do mesmo modelo, investigando os efeitos nos diversos órgãos e 

sistemas, pode trazer um conhecimento mais amplo e um entendimento 

holístico quanto aos efeitos do HBG, e proporcionar bases científicas 

para desenvolvimento de estratégias para prevenção e tratamento dos 

efeitos deletérios ocasionados pelo herbicida na saúde da população. 
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