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“A verdade é aquilo que resiste aos testes da
experiéncia. ” (Albert Einstein)






RESUMO

O uso intensivo de agrotoxicos tem levado a contaminacdo dos
alimentos e da agua. Dentre esses, 0s herbicidas a base de glifosato
(HBG) séo os mais utilizados no Brasil e no mundo. No presente estudo,
investigou-se as mudancas na microbiota intestinal, bem como
alteragdes bioquimicas e histomorfoldgicas no duodeno e colon final de
ratos imaturos ap0s exposi¢cdo materna ao HBG. Para tanto, ratas fémeas
prenhas (linhagem Wistar) foram expostas a 1% da formulagdo
comercial Roundup® (equivalente a 0,36% de glifosato) na agua de
beber a partir do 5° dia gestacional e o tratamento prosseguiu até os
filhotes completarem 15 dias de idade. O grupo controle recebeu agua
durante 0 mesmo periodo. Os resultados mostraram aumento no
contelido de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de peroxidacdo
lipidica tanto em duodeno como em colon dos filhotes expostos ao HBG
durante a gestacdo e lactacdo. Em homogeneizado de duodeno e porcéo
final célon observou-se alterac@es na atividade de enzimas do sistema de
defesas antioxidantes, compativel com desequilibrio no estado redox
desses tecidos. Além disso, observou-se aumento no contelido de TNF-a
na porc¢do final do colon dos animais expostos, sugerindo a implicacdo
de processo inflamatério na toxicidade do herbicida. Ademais, a
microbiota intestinal destes animais foi significativamente alterada, com
aumento no conteido relativo de Firmicutes e Bacteroidetes fragilis,
além do contetdo fecal apresentar-se acidificado. Imagens de
microscopia eletrnica de transmissdo e varredura indicaram alteragdes
ultraestruturais em mitocéndrias, diminuicdo na producdo de muco,
maior espacamento de vilosidades e, consequente translocacdo
bacteriana em preparagdes intestinais de animais expostos. Poucos séo
os estudos avaliando efeitos do HBG no intestino; no entanto, os
resultados corroboram dados j& descritos na literatura cientifica quanto
ao HBG induzir estresse oxidativo e inflamagdo em outros tecidos. Os
resultados de alteracdo na microbiota corroboram os estudos publicados
recentemente com outros modelos experimentais de exposi¢do ao HBG,
sendo o0 presente estudo o primeiro a demostrar as alteracfes
ultraestruturais no intestino ocasionadas pela exposi¢do indireta ao
HBG, assim como a consequente translocacdo bacteriana. Os resultados
reforcam a necessidade de investigar os efeitos induzidos pela exposi¢éo
ao HBG e seus impactos fisiopatoldgicos.

Palavras-chave: Agrotdxicos. 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-a 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 INTRODUCAO

O cendrio mundial de producdo de alimentos mudou
consideravelmente nas Ultimas décadas, em especial ap6s a chamada
“Revolucdo Verde”. A partir de 1996, sementes geneticamente
modificadas resistentes ao herbicida glifosato comecaram 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 ndo causava danos a humanos e
outros mamiferos (Williams et al., 2000; 2016). Entretanto, a partir
dessa afirmagdo, inUmeros pesquisadores de diferentes locais do mundo
tém se dedicado a estudar os efeitos da exposicdo a herbicidas a base de
glifosato em modelos animais. Os estudos sugerem que a exposi¢do a
herbicidas a base de glifosato, que figuram entre os agrotdxicos mais
utilizados em todo o mundo, esta associada a uma série de condicdes
patolégicas, incluindo aumento da incidéncia de autismo, doenca
celiaca, depresséo, diversas formas de cancer, entre outras (Hsiao et al.,
2013; Samsel e Seneff, 2013; Guyton et al., 2015; Ait Bali et al., 2017).

Nesse cenario, o grupo de pesquisa coordenado pela Profa Dra
Ariane Zamoner Pacheco de Souza vem estudando os efeitos da
exposicdo materna ao glifosato durante o desenvolvimento da prole.
Resultados prévios do grupo demonstraram que essa exposi¢do esta
associada ao deshalango 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
resisténcia 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 inimeros estudos que
apontam para o papel da disbiose intestinal para transtornos
psiquiatricos e doengas metabolicas (Baothman et al., 2016; Cenit et al.,
2017), a investigacdo 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
exposicdo materna ao glifosato durante a gestacdo e lactacdo afeta o
neudesenvolvimento da prole com potencial desenvolvimento de
transtorno depressivo (Cattani et al., 2017), hipotetizamos que os efeitos
neurais dessa exposicdo estdo associados a dishiose intestinal e
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desbalanco no estado redox, com consequente inducdo de estresse
oxidativo, disfungdo mitocondrial, inflamacdo e dano ao tecido
intestinal (Figura 1).

Figura 1- Imagem representativa da hipotese do presente estudo.
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A exposicdo materna ao HBG durante a gestacdo e lactacdo induz
excitotoxicidade glutamatérgica e estresse oxidativo no hipocampo da prole nas
fases imatura e adulta do desenvolvimento. Esses efeitos sdo 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 alteragbes na microbiota intestinal, com consequente dano
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oxidativo, inflamagdo e comprometimento da permeabilidade do intestino.
(HBG, Herbicida a base de glifosato). Fonte: Proprio Autor.

Para comprovar essa hipdtese, no presente estudo foram
analisados diferentes pardmetros bioquimicos e inflamatérios em
amostras de fezes, bem como porcdes de duodeno e cdlon final da prole
de ratas expostas ao herbicida durante a gestacéo e lactacdo. Além disso,
preparacdes histoldgicas desses tecidos foram analisadas por
microscopia de luz, bem como por microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET) e de varredura (MEV). Andlises 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 mudangas na
microbiota e alteracfes bioquimicas e histomorfoldgicas no intestino de
ratos imaturos apds exposicdo materna ao HBG durante a gestacdo e
lactacdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se a exposi¢cdo materna ao HBG durante a gestacdo e
lactacdo induz estresse oxidativo (EO) no duodeno e colon final na prole
aos 15 dias de idade por meio da determinacdo dos seguintes
pardmetros: atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR), tiorredoxina redutase (TRXR) concentracdo de glutationa reduzida
(GSH), avaliacdo da peroxidagdo de lipidios (substancias que reagem
com o acido tiobarbitdrico, TBARS) e determinacdo de EROs e ERNs

- Estudar os efeitos do HBG na microbiota de ratos de 15 dias de
idade, apds exposicdo materna;

- Avaliar as alteracfes no pH fecal de ratos de 15 dias de idade,
apos exposi¢do materna ao HBG;

- Determinar atividade da mieloperoxidase (MPQO), ap6s exposicao
materna ao HBG, no intestino delgado e célon de ratos de 15 dias de
idade;

- Quantificar as citocinas pré-inflamatérias TNF-o. e IL-6 no
duodeno e c6lon de ratos imaturos ap6s exposi¢do materna ao HBG;

- Verificar possiveis alteragdes histolégicas ocasionadas pela
exposicdo materna a0 HBG no intestino delgado e colon de ratos
imaturos por microscopia de luz e microscopia eletronica (ME) de
transmissdo (MET) e de varredura (MEV).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 AGROTOXICOS

O termo agrotdxico engloba os conceitos de defensivo agricola
e pesticida, que sdo substancias quimicas utilizadas para minimizar
perdas na produgdo agricola, por meio da redugdo da acdo danosa de
insetos, doengas e ervas daninhas nas lavouras (Ecobichon, 2000;
Anvisa, 2012). Neste sentido, a diminui¢do no uso de agrotoxicos parece
estar distante devido a constante necessidade no aumento da
produtividade, fato reforcado pelos mais de 1000 tipos diferentes de
pesticidas utilizados em todo o mundo, segundo informacGes da
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) (Who, 2018).

O crescente uso dos agrotéxicos em nivel nacional e mundial
foi divulgado no 2° Seminario sobre Mercado de Agrotdxicos e
Regulacdo, realizado em Brasilia (DF), em 2012, onde os dados da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio
da Industria dos Agrotéxicos da Universidade Federal do Parana
(UFPR), mostraram um crescimento no mercado mundial de agrotdxicos
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 agrotéxicos do mundo, sendo que em 2015 ja era
responsavel pelo consumo de cerca de 20% de todo agrotdxico
produzido mundialmente e teve um crescimento no consumo por
ingrediente ativo de, aproximadamente, 2,5 vezes nos ultimos 14 anos,
(Anvisa, 2012), como visto na Figura 2.

Figura 2- Consumo de agrotoxicos e afins do ano de 2000 a 2014 no Brasil.
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Crescimento no consumo de agrotdxicos, por tonelada de ingrediente ativo entre
0s anos de 2000 a 2014, com crescimento de, aproximadamente 2,5 vezes nos
14 anos descritos. Fonte: IBAMA (2016).
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O Programa de Analise de Residuos de Agrotéxicos em
Alimentos (PARA) realizado pela ANVISA, teve seu inicio no ano de
2001, e desde entdo ja analisou mais de 30.000 amostras de 25 tipos de
alimentos de origem vegetal. No seu ultimo relatério, de 2015, apontou
gue 58% das amostras de alimentos analisados apresentaram residuos de
agrotoxicos, sendo que, 19,7% destes apresentavam-se improprios para
0 consumo, por apresentarem residuos acima dos valores permitidos
para a cultura, ou ainda, residuos de agrotéxicos ndao permitidos para a
cultura, conforme descrito na Figura 3.

Figura 3- Distribuicdo das amostras analisadas pelo PARA, segundo a presenca
ou a auséncia de residuos de agrotoxicos e o tipo de irregularidade.
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LMR: Limite maximo de residuos. Fonte: ANVISA, 2015.

Segundo a OMS, os individuos com maior risco de apresentar
problemas de salde devido ao contato com pesticidas, seriam 0s
individuos com exposi¢do ocupacional, principalmente nas areas rurais
como aplicadores e manipuladores (WHO, 2018). No entanto, a
exposicdo humana aos agrotoxicos vai além, e pode ser atribuida ao
consumo de alimentos oriundos da producdo agropecudria e agua
contaminada (Ecobichom, 2000). Ademais, levando em consideragdo a
capacidade de permanecerem como residuos remanescentes nos
alimentos, a ingestdo de alimentos contendo agrotéxicos é considerada
uma das principais vias de exposi¢do humana a esses compostos (Mello,
1999).

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com sua
funcionalidade como herbicidas, fungicidas e inseticidas. Sendo o0s
herbicidas, substancias com objetivo de eliminar plantas, e em sua
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maioria sdo especificos para determinadas ervas daninhas. Esses sdo o
grupo de agrotéxicos mais utilizados em todo o mundo e representam
40% dentre todos pesticidas utilizados a nivel 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 0sS
valores em toneladas dos demais ingredientes ativos mais vendidos em
2014 (da 2% a 10? posicdo), a soma ainda é inferior aos montantes de
glifosato comercializado no mesmo ano, no Brasil.

Tabela 1- Ranking de vendas de agrotdxicos, em toneladas de ingrediente
ativo, no ano de 2014, no Brasil.

Ingrediente Ativo Venda (tonelada de Ranking
1A)
Glifosato e seus sais 194.877,84 1°
2,4-D 36.513,55 2°
Acefato 26.190,52 3°
Oleo mineral 25.632,86 40
Clorpirifos 16.452,77 50
Oleo vegetal 16.126,71 6°
Atrazina 13.911,37 7°
Mancozebe 12.273,86 8°
Metomil 9.801,11 90
Diuron 8.579,52 100

IA: Ingrediente ativo. Fonte: IBAMA, 2016.
3.20 GLIFOSATO

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) pertencente ao grupo de
pesticidas organofosforados, um herbicida ndo seletivo, de agdo
sistémica, pds-emergente e de amplo espectro.

Um composto analogo ao aminodacido glicina, com férmula
molecular C3HgNOsP (MW = 38 169,1 g/mol) e férmula 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
aminodacidos aromaticos essenciais, fenilalanina, triptofano e tirosina, os
quais sdo precursores de outros produtos, como lignina, alcaloides,
flavonoides e acidos benzoicos (Amarante Junior et al., 2002). Esta via
é encontrada em plantas, bem como fungos e bactérias, mas ndo em
insetos, aves, peixes, mamiferos (Anadon et al., 2009), sendo esta uma
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das alegagdes para seu presumivel baixo risco a salde humana, e
continuidade de sua utilizacdo nas lavouras. Contudo, resultados de
pesquisas realizadas com glifosato e/ou suas formulagdes e seus efeitos
sobre a salde humana, tem gerado controvérsias no meio cientifico
(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 — Férmula estrutural do Glifosato.
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Fonte: Monsanto, 2015.

Figura 5- Imagem representativa da via do acido chiquimico e acdo do
herbicida glifosato.
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As formulacdes comerciais, geralmente, contém o principio
ativo na forma de sal de isopropilamina de glifosato, além de
apresentarem substancias surfactantes, que atuam de forma a estabilizar
e melhorar a penetragdo e agdo sobre as plantas, sendo o
polioxietilamina (POEA) o principal deles (ANVISA, 2015).

Estudos apontaram o0s potenciais efeitos teratogénicos da
exposicdo ao herbicida, onde ratas Wistar gestantes foram tratadas com
diferentes dosagens de glifosato na agua de beber até o 15° dia de
gestacdo. No 21° de gravidez foi realizada ceséaria nessas ratas e
observou-se 57,3% da ninhada tratada com as dosagens mais elevadas
(1000mg/kg de peso), apresentando alteracBes esqueléticas (Dallegrave
et al., 2003; Carneiro et al., 2012).

Demais estudos reforcam a capacidade do organismo de
retencdo do herbicida, onde foram encontrados residuos 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 alimentacdo exclusiva até o 6° més de vida e,
sabendo que estes apresentam o sistema imunolégico em formacéo, a
ingestdo de leite contaminado pode prejudicar a salde dos mesmos
(Carneiro et al., 2012).

Estudos tém demonstrado também que a exposicdo a formulagdes
comerciais a base de glifosato resulta em estresse oxidativo (Gehin et
al., 2006; EI-Shenawy, 2009; Larsen et al., 2012; De Liz Oliveira
Cavalli et al., 2013; Cattani et al., 2017; Milic et al., 2018) alteragéo 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 hepético (Benedetti et al., 2004;
Caglar e Kolankaya, 2008; El-Shenawy, 2009; Larsen et al., 2014;
Mesnage et al., 2015), desregulacdo enddcrina (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 alteragdes no
microbioma (Mao et al.,, 2018), levando a alteragcBes bioldgicas.
Ademais, alguns estudos mostram correlagio com doencgas
neurodegenerativas (Anadon et al., 2009; Wang et al, 2011),
excitotoxicidade glutamatérgica (Cattani et al., 2014), alteragdes no
comportamento(Cattani et al., 2014; Ait Bali et al., 2017; Cattani et al.,
2017), além de, fator de risco para o linfoma N&o-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 Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC),
vinculada OMS, em 2017 manteve a classificacdo do herbicida glifosato
no Grupo 2A, ou seja, como provavelmente cancerigeno para os seres
humanos. E apesar da evidéncia limitada de carcinogenicidade em
humanos, existem indicios de que o glifosato pode causar cancer em
animais de laboratério, o que gerou discussdes com relacdo a esta
classificacdo (Portier et al., 2016).

Além dos residuos de glifosato encontrados em alimentos e na
agua de beber, residuos também foram encontrados na urina da
populacdo urbana americana e europeia (Niemann et al., 2015; Connolly
et al., 2018), sugerindo que tal exposi¢do vai além do ambiente rural
(Bai e Ogbourne, 2016).

E sabido que uma parte dos agrotoxicos possui a capacidade de
se armazenar no organismo humano. Neste sentido, Brewster e
colaboradores (1991) quantificaram, através da administragdo de
glifosato radioativo, a absor¢do e distribuicdo glifosato nos diferentes
tecidos de ratos, e observou que mais da metade do conteldo
administrado (51%) foi eliminado nas fezes, enquanto 34% do conteldo
absorvido, ap6s 2 horas, foi encontrado no intestino delgado e 1,5% no
célon destes animais. Esses dados corroboram a necessidade de se
estudar e compreender os impactos da exposicdo ao glifosato sobre o
intestino e as fezes dos individuos expostos.

3.3INTESTINO

O intestino é um dos primeiros 6rgdos a entrar em contato com
sustancias presentes na agua e/ou alimentos ingeridos, incluindo,
portanto, agrotdxicos e toxinas presentes nos mesmo. Este érgdo é
responsavel pela absorcdo de nutrientes e de grande parte das vitaminas
e minerais, além de absorcdo e reabsorcdo de agua e eletrdlitos (Rao e
Wang, 2010).

O alimento ingerido, apés mastigacdo, passa por diversas
transformacfes no estdmago e recebe o nome de quimo acido, o qual é
liberado em pequenas porgBes para o intestino delgado, onde ocorre a
maior parte da digestdo e absorcdo. Posteriormente a este processo, 0s
residuos alimentares liquefeitos passam para o intestino grosso onde
ocorre o fim da digestdo e reabsorcao de agua (Gartner, 2010).

Estruturalmente, tanto o intestino delgado quanto o grosso
possuem quatro camadas concéntricas distintas, sendo a camada serosa a
mais externa em contato com a regido 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 musculo
liso, a camada circular interna e a camada longitudinal externa, com
plexos vasculares e nervosos entre elas. Sua funcdo é o revolvimento e
propulséo dos contedidos luminais pelo trato digestério. Ja a submucosa,
constitui-se de tecido conjuntivo frouxo, com papel de sustentar
fisicamente a mucosa, além de fornecer o suprimento nervoso, vascular
e linfatico. Circundando o lumen intestinal, estd a camada mucosa, com
funcbes secretoras e absortivas, possuindo, portanto, glandulas e
componentes do sistema circulatério, além de uma fina camada de
musculo liso responsavel pela motilidade intestinal (Rao e Wang, 2010;
Gartner, 2017).

O intestino delgado, em sua extensao, é subdividido histolégica
e anatomicamente em trés regides, o duodeno, jejuno e ilio, que
apresentam evaginagdes da mucosa, chamadas de vilosidades e, as
chamadas criptas, que sdo a regido na base. A lamina prdpria é revestida
de epitélio simples cilindrico e, a vilosidade tem por objetivo aumentar a
superficie de contato com o alimento ingerido (Rao e Wang, 2010).

W

Enterdeito

Figura 6- Desenho esquematico do intestino delgado.
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Fonte: Adaptado pelo autor a partir de Universidade de Michigan (2018).
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Como visto na Figura 6, a mucosa da vilosidade possui trés
tipos celulares, as células caliciformes, responsaveis pela producdo de
mucinogénio para hidratagdo e protecdo fisica da mucosa, 0s
enterocitos, que sdo células responsaveis pela absor¢do de nutrientes, e
as celulas do sistema neuro-endédcrino difuso (SNED) que liberam
diversos horménios. Os enterdcitos possuem, ainda, uma importante
maquinaria que aumenta em 20 vezes a superficie de absorcéo, que sdo
os microvilos. Estes sdo recobertos por glicocalix, onde se encontram
diversas enzimas para digestdo de proteinas, gorduras e carboidratos
antes da absorcao (Gartner, 2017).

Nas criptas se localizam as glandulas de Lieberkiihn, que em
sua base, estdo presentes células de Paneth que contem grandes granulos
de secrecdo contendo lisozimas com acdo bactericida. Nas criptas, ao
longo de todo o intestino, também estdo presentes células fonte (células
tronco intestinais) que podem se diferenciar em qualquer célula
necessaria na cripta ou vilosidade (Gartner, 2010).

O que diferencia histologicamente o duodeno das demais
regides do intestino delgado é a presenca de glandulas especificas na
submucosa, as glandulas de Brunner. Estas liberam urogastrona, um
polipeptidio responsavel pela sinalizacdo que inibe a secrecdo de acido
cloridrico (HCI) pelas células parietais no estdmago, e uma secre¢do
alcalina com ions bicarbonato, com intuito de elevar o pH do quimo
acido que esta chegando a esta primeira porcao do intestino (Yu et al.,
2012; Gartner, 2017).

O intestino grosso é subdividido em ceco e c6lon (ascendente,
transverso, descendente e sigmoide), além do reto, canal anal e
apéndice. As primeiras porcOes, ainda, possuem atividades de absorcéo
de aminoé&cidos, lipideos e carboidratos remanescentes do intestino
delgado, no entanto, esta regido é principalmente responsavel pela
absorcdo de A&gua, eletrdlitos e vitaminas e minerais, além de
compactagdo das fezes para excre¢do. Neste sentido, esta regido nédo
apresenta mais vilosidades, como visto no esquema da Figura 7, apenas
criptas na lamina prépria, com revestimento epitelial composto por
enterocitos, células caliciformes, células regenerativas e poucas células
SNED (Gartner, 2017).

Importante citar que esta regido ndo possui mais as células de
Paneth, com liberacdo de lisozimas antimicrobianas. Assim, é
importante a producdo de uma camada de muco para protecdo fisica
desta mucosa, e isto, justifica o aumento do numero de células
caliciformes nesta regido, quando comparado ao intestino delgado.
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Ao longo de todo intestino, além da barreira epitelial e do
muco, 0 organismo possui outros mecanismos de defesa, que em
conjunto com o sistema imunoldgico, agem principalmente contra
patégenos. Sendo eles os peptideos antimicrobianos, liberados a partir
da ativacdo de receptores de reconhecimento padrdo (PRR),
imunoglobulinas A (IgA) e células fagociticas como macréfagos (Yu et
al., 2012).

Ainda neste sentido, o tecido linféide associado a mucosa
(GALT) constituido por linfocitos intraepiteliais, células linféides da
lamina propria, placas de Peyer e linfonodo mesentérico, representa
50% da imunidade corporal. As placas de Peyer, sdo agregados linfoides
especializados, presentes no ileo e de forma transiente em todo o
intestino grosso, e € a génese para a imunidade da mucosa, pois processa
antigenos intraluminais e estimula linfécitos T e B. Linfocitos
sensibilizados na placa de Peyer, proliferam dentro do linfonodo
mesentérico e migram, via ducto toracico, para a lamina prépria em
diversos sitios da mucosa, onde sera produzida IgA secretéria (Janeway,
2006).

Figura 7 - Desenho esquematico do célon.
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Fonte: Adaptado pelo autor a partir de Universidade de Michigan, (2018).
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Além disso, jungdes especificas entre 0s enterdcitos garantem a
integridade da barreira epitelial, como os desmossomos, juncdes
aderentes e jungdes comunicantes. Estas Ultimas, proteinas integrais
claudinas e ocludinas que, além de manter as células unidas, séo
responsaveis pela permeabilidade intestinal necessaria. Além disso, ja é
sabido que bactérias comensais metabolizam fibras e amidos resistentes
da dieta, a &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) como butirato,
propionato e acetato que servem como substrato energético para
enterdcitos, favorecendo a manutencdo na homeostase e integridade
intestinal (Barczynska et al., 2018). Assim sendo, fatores como
inflamacdo intestinal, estresse oxidativo, microorganismos e
componentes da dieta sdo os que mais interferem na integridade e
permeabilidade desta barreira (Ulluwishewa et al., 2011; Suzuki, 2013).

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNs) e/ou a diminuicdo das defesas
antioxidantes pode causar um desbalango oxidativo, denominado de
estresse oxidativo (EO) e nitroativo, respectivamente. Essa condicéo
pode causar efeitos deletérios e assim, ocasionar dano a estruturas
celulares (proteinas, lipidios e DNA) e, ainda, induzir apoptose e gerar
alteragdes ultraestruturais. Por outro lado, quando a producéo de ERO &
exacerbada, o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante
gue pode controlar e restabelecer o equilibrio. Os componentes celulares
ndo sdo protegidos totalmente por antioxidantes enddgenos, e é bem
estabelecido que antioxidantes obtidos da dieta sdo indispensaveis para a
defesa apropriada contra a oxidacéo e, portanto, tém importante papel na
manutencdo da salde (Halliwell e Gutteridge, 2015). Dentre os
mecanismos de defesa antioxidante celular frente ao estresse oxidativo,
tem-se os antioxidantes ndo-enzimaticos, por exemplo, o-tocoferol
(vitamina E), vitamina C, e glutationa reduzida (GSH), e os
antioxidantes enzimaticos como a enzima superoéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa-transferase (GST) e a glutationa peroxidase
(GPx) (Halliwell e Gutteridge, 2015).

3.4.1 Producao de espécies reativas
A producdo de EROs e ERNs é decorrente do metabolismo

normal da maioria das células e desempenha diversos papeis fisioldgicos
como fosforilagdo de proteinas, ativagdo de fatores de transcrigdo,
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apoptose e diferenciacdo celular. A maioria das células sdo capazes de
produzir espécies reativas em determinadas circunstancias, sendo a
maioria produzida por células fagociticas como macrofagos,
polimofonucleares (PMNSs), células endoteliais e epiteliais, como os
enterocitos (Aviello e Knaus, 2017).

Pode-se definir espécie reativa, de forma abrangente, como um
atomo ou molécula com um ou mais elétrons desemparelhados, com
capacidade de existir de forma independentemente (Halliwell e
Gutteridge, 2015). As principais espécies produzidas sdo 0 anion
superdxido (O2¢+) e radical hidroxil (*OH), peroxinitrito (ONO;"), além
de peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singlete (*O2), sendo a
mitocdndria a organela responsavel pela produgéo da maior parte destas
espécies reativas no organismo.

A producdo de O+ ocorre, prioritariamente, nos complexos | e
Il da cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria, ou através de
ciclo ou lipo-oxigenases e processos inflamatdrios celulares. Ainda,
diversas enzimas podem ter como produto final tais substancias, sendo
as NADPH oxidases (familia das NOX oxidases) e xantino oxidases
(X0), as principais a serem citadas (Halliwell e Gutteridge, 2015).

Destaca-se que as NADPH oxidases sdo um conjunto
enzimatico montado ap6s a ativagdo de fagocitos por micrébios ou
produtos microbianos como lipopolissacariedeos (LPS) ou mediadores
pré-inflamatorios, mecanismo chamado de “burst oxidativo”. Quando
guiescentes, esses componentes enzimaticos estdo presentes apenas no
citosol e membrana interna das organelas, e quando ativado, o complexo
é formado e se funde com a membrana plasmatica, liberando Oz no
meio extracelular ou em vesiculas para fagocitose. Este complexo
enzimatico é, portanto, primordial para macro6fagos e PMNs (Alfadda e
Sallam, 2012).

O intestino, assim como o figado, é rico em xantino
oxidoredutases (XOR), que catalisam as reagGes para producao de &cido
urico. Essas, existem em duas formas interconversiveis, a Xantina
dehidrogenase (XDH) e a Xantino Oxidase (XO), sendo que, 0 que as
diferencia é o substrato preferencial de cada uma, onde a XO tem
preferéncia pelo oxigénio molecular e o converte em O.+ e H2O; (Zhu et
al., 2012).

Em determinadas circunstancias, como ambientes com alto
estresse oxidativo e/ou inflamatério, as oxido nitrico sintases (NOs),
também, podem gerar O+ e Oxido nitrico (NO-). Assim também ocorre
através da ativagdo das mieloperoxidases (MPO) presentes em fagdcitos,
que podem catalisar H.O a acido hipocloroso (HOCI) 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, reacdes de difusdo controlada entre Oz+ e NO, formam o
ONO;", 0 qual possui alto poder oxidativo e de dano, através de nitracdo
dos tecidos. Sob condicdes pro-inflamatdrias, pode ocorrer um aumento
de até 1000 vezes na producdo de O2 e NOe, 0 que eleva drasticamente
a producdo de peroxinitrito (Halliwell e Gutteridge, 2015).

Tanto O2* como H,O; tendem a ser pouco reativos em meios
bioldgicos, contudo, na presenca de metais de transicdo como o ferro
(Fe?*) e cobre (Cu*), podem sofrer oxidacGes através das reactes 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 metaboliza-lo, dispondo apenas de defesa
antioxidante através de sequestradores especificos como o caso da GSH.
Assim, o *OH pode reagir com diversas estruturas como proteinas e
lipideos com consequente dano a enzimas e membranas celulares, sendo
que, quando h& oxidacdo de acidos graxos de membranas temos o
fendmeno chamado de lipoperoxidagdo (Halliwell e Gutteridge, 2015).

3.4.2 Sistema antioxidante

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que
regenera ou previne a oxidacdo de um substrato oxidavel, em baixa
concentracdo (Halliwell e Gutteridge, 2015). Desta forma, o organismo
dispGe de mecanismos que inibem e/ou eliminam espécies reativas,
impedindo a formacdo (prevencdo), ou sua acdo (pelos sistemas de
scavangers), ou por sistema de reparo e reconstrucao de estruturas que
possam ter sido danificadas.

Todos 0s organismos eucariontes possuem sistema enzimatico
antioxidante como protecdo contra danos oxidativos. O controle da
atividade dessas enzimas é determinante para a sobrevida no ambiente
aerobico (Alfadda e Sallam, 2012).

Na primeira linha de acdo antioxidante, de forma resumida,
estdo as enzimas Cu/Zn-SOD e Mn-SOD, que catalisam a reacdo de
conversdo dos radicais O2*- a H,O,. Posteriormente, a enzima CAT, de
forma mais especifica, assim como a GPx, realizam a conversdo do
H20, em H20 e O,. Na reacdo catalisada pela GPx, ocorre consumo de
GSH, que, no entanto, pode ser novamente convertida a sua forma
reduzida pela acdo da glutationa redutase (GR), as custas de NADPH. O
NADPH ¢ oriundo principalmente da via das pentoses-fosfato, na reagéo
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catalisada pela enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
(Halliwell e Gutteridge, 2015).

3.4.3 Antioxidantes enzimaticos
3.4.3.1 Superoxido dismutase (SOD)

A SOD ¢é uma metaloenzima presente em todos os tecidos,
responsavel pela dismutagéo do O2*- a O, e H>O», conforme a equago:

SOD
002_ + 2H+ — H202 + 02

Existem diferentes tipos de SOD nos organismos, de acordo
com os distintos cofatores metalicos que cada uma apresenta. As
principais sdo, aquelas ligadas ao cobre (Cu-SOD) e/ou ao zinco (Zn-
SOD), que estdo presentes principalmente no citoplasma, enquanto que
as que apresentam manganés em seu sitio ativo (Mn-SOD) se encontram
nas mitocondrias, e podem ter sua expressdo aumentada com a elevagédo
da concentracdo de ERO’s (Sanchez et al., 2012; Halliwell e Gutteridge,
2015). A dieta deficiente nesses metais pode levar a diminuicdo de sua
atividade enzimatica (Halliwell e Gutteridge, 2015).

3.4.3.2Catalase (CAT)

A CAT é uma hemeproteina tetramérica, responsavel pelo
controle das concentragdes de H20,, realizando a reducéo dessa ERO,
de forma especifica, a H-O e O (Sanchez et al., 2012), conforme a
equagéo:

CAT
2H,0, — 2H,0 + 0,

Desta forma, a catalase, também, exerce funcdo antioxidante ao
diminuir o risco de formacdo de *OH a partir do H.O via reagdo de
Fenton (Arner et al., 1999). E encontrada em células vegetais, animais e
em bactérias, e se localiza nos peroxissomos e mitocOndria, com
excecao nos eritrdcitos, onde encontra-se no citosol.

3.4.3.3Glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR)
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As GPx sdo um grupo de enzimas seléno-dependentes, por
possuirem um atomo de selénio (Se) ligado a uma cisteina
(selenocisteina) no seu sitio ativo. Estas enzimas trabalham em
conjuncdo com o GSH, que estd presente em altas concentragdes nas
células. Sua atividade, também, baseia-se em reduzir o H20, a H-0O,
exemplificado na reacéo a baixo. Assim, a GPx compete com CAT para
utilizar H.O2 como substrato, sendo a GPx mais significativa na
protecdo contra os baixos niveis de estresse oxidativo (Valko et al.,
2006).

GP
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Outros peroxidos organicos também podem ser reduzidos por
estas enzimas em seus correspondentes alcoois, 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 séo encontradas em mamiferos, e
dependendo do tecido onde se encontra sua atividade pode sofrer
alteracdes. A GPx1 encontra-se no citosol e mitocondria, a GPx2 é mais
especifica do trato gastrointestinal, a GPx3 mais presente nos rins, a
GPx4 esta presente no citosol e membrana da maioria dos tecidos e é
especifica para os hidroperoxidos derivados de fosfolipidios e, a GPx5
identificada recentemente é expressa especificamente no epididimo de
ratos e é independente de selénio (Sanchez et al., 2012).

Como visto, a atividade da GPx leva a oxidacdo da GSH em
GSSG. Para manter o estado redox intracelular, é necessario evitar a
deplecdo da GSH e aumento da GSSG, através da enzima GR, que
regenera a GSH, ao reduzir GSSG as custas de NADPH (vide reacdo a
baixo). Para tal, a distribuicdo celular da GR é a mesma da GPx
(Sanchez, 2012). Estes equivalentes redutores (NADPH) para
regeneracdo de GSSG em GSH séo fornecidos pela enzima G6PD da via
das pentoses. Logo, caso o fornecimento de NADPH seja prejudicado, a
funclo antioxidante da GSH também sera afetada, acarretando sérios
danos ao metabolismo celular. Neste sentido, a G6PD também pode ser
considerada uma enzima antioxidante co-adjuvante (Trevisan, 2008).

GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*
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3.4.3.4 Tiorredoxina (Trx), tiorredoxina redutase (TRXR) e tiorredoxina
peroxidase

As tiorredoxinas (Trx) sdo pequenas proteinas com dois
residuos de cisteina capazes de sofrer oxirreducdes reversiveis,
encarregadas de reduzir os grupos —SH oxidados das proteinas. O
controle redox de grupos -SH é essencial para regulacdo de diversas
enzimas e/ou fatores de transcricdo do DNA, influenciando, portanto, a
funcdo de diversas proteinas e sinalizacBes celulares. Esta proteina ird
atuar doando equivalentes redutores a diversas enzimas como
ribonucleotideo redutase, metionina sulfoxido redutase e a tiorredoxina
peroxidase (peroxirredoxina - Prx). A peroxirredoxina encontra-se na
mitocdndria e também pode detoxificar o H20,, utilizando-se da Trx
(Arner et al., 1999).

A tiorredoxina redutase (TRXR), é altamente expressa na lamina
prépria intestinal, e regenera a Trx, as custas de NADPH. Esta enzima
possui uma similaridade estrutural com a GR, e contém um atomo de Se
e um grupo flavina em sua subunidade. Neste sentido, deficiéncias na
disponibilidade de selénio podem ser determinantes para atividade da
TRXR (Sanchez et al., 2012).

3.4.4 Sistema antioxidante ndo enzimatico

Os antioxidantes ndo-enziméaticos podem ser produzidos no
organismo, sendo a GSH o principal deles, e é encontrado em todos 0s
organismos aer6bios. A GSH é um tiol celular de baixa massa
molecular, com elevada concentra¢do, aproximadamente 1 mM a 10
mM, nos diversos tecidos (Huber et al., 2008; Halliwell e Gutteridge,
2015). Constitui-se de um tripeptideo de acido glutdmico, cisteina e
glicina, sintetizado nas hemadcias pelas enzimas y-glutamilcisteina-
sintetase, e glutationa sintetase com consumo de energia sob a forma de
ATP (Huber et al., 2008).

A GSH apresenta um radical -SH na cisteina, 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 regeneragdo de GSH na
célula, existem enzimas como as glicoliticas 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 acdo, a GSH exerce, também, um papel central na
biotransformacéo e eliminacdo de xenobidticos, processos catalisados
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principalmente pela glutationa S-transferase (GST). Esta enzima catalisa
0 ataque nucleofilico da GSH a compostos que apresentam um carbono,
um nitrogénio ou um atomo de enxofre eletrofilico (Huber et al., 2008).

No intestino, conforme citado, os mecanismos de defesa
antioxidantes tém por finalidade manter a homeostase, integridade da
barreira intestinal e, em conjunto com sistema imunoldgico, manter a
simbiose entre bactérias intestinais e hospedeiro (Weiss e Hennet,
2017).

3.5 MICROBIOTA

O trato gastrointestinal possui uma coloniza¢do de bactérias,
denominada microbiota, que muda de forma quantitativa e qualitativa ao
longo do mesmo. A composi¢do da microbiota intestinal é inoculada
incialmente no Utero materno e durante o parto, passa por alteragdes
significativas no primeiro ano de vida e sofre interferéncias ao longo da
vida de acordo com a dieta, estilo de vida, utilizacdo de farmacos,
poluentes ambientais, além de localizacdo geogréfica do individuo
(YYatsunenko 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 interagdes podem
ser consideradas como simbioticas ou patogénicas (Barczynska et al.,
2018). Desequilibrios entre simbiontes e patdgenos, tanto na quantidade
guanto na diversidade, caracterizam a dishiose (Hooks e O'malley,
2017). Dishiose intestinal é caracterizada por reducdo na diversidade de
bactérias dessa regido, somada a alteracGes teciduais e/ou sistémicas
com sinalizag6es inflamatérias, e na interacdo metabdlica entre bactérias
e 0 hospedeiro (Barko et al., 2018).

Estudo de revisdo aponta, que a quantidade de bactérias no
corpo humano pode chegar a ser a mesma do numero de células deste
individuo, sendo sua maioria, encontrada no intestino (Sender et al.,
2016). Como resultado, sabe-se que esse microbioma pode apresentar
diversas influencias no contexto de salde e/ou doengca. 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 composicdo da
microbiota do intestino delgado, particularmente do duodeno, é a mais
semelhante & do estdmago (Beasley et al., 2015), sendo colonizado com
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uma diversidade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e
parasitas, sendo 0s géneros bacterianos Lactobacillus e Enterococcus
predominantes neste local (Brooks et al., 2018). O c6lon é o local com a
maior presenca de microrganismos existentes no intestino, devido as
condicdes apropriadas para ocorrer a fermentagdo e, assim sendo,
favorecer sua proliferacdo e sobrevivéncia (Beasley et al., 2015).

Como citado anteriormente, a composigdo da microbiota inicia
sua formacdo durante periodo intra-uterino, a maior variabilidade
microbiana intraindividual ocorre até o terceiro ano de vida, e alteragdes
negativas caracterizando disbiose durante este periodo, tem alta
influéncia no desenvolvimento do organismo, principalmente do sistema
imunoldgico do bebé. Neste sentido, fatores como dieta, uso de
antibiéticos ou outros fatores ambientais como contato com toxinas e
poluentes, tanto materna quanto infantil, podem influenciar neste
desfecho (Cahenzli et al., 2013; Riiser, 2015).

Ja estd claro que a microbiota intestinal converte diversas
substancias da dieta em metabolitos, que tem a capacidade de interagir
de diferentes formas com o hospedeiro, através de sinais sistémicos. No
entanto, de acordo com as pesquisas, até o momento, é cedo para
afirmar como cada metabolito pode interagir, de forma positiva ou
negativa, no desfecho final quanto a satde ou doenca do individuo. Uma
vez que ndo estdo totalmente elucidados todos os possiveis metabolitos
produzidos por cada bactéria ou conjunto de microbiota, de acordo com
0s 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 interagdo entre nutrientes ingeridos e a
microbiota intestinal, sdo os AGCC, que influenciam no metabolismo
energético, apetite e regulacdo do sistema imunol6gico do hospedeiro
(Fukuda et al., 2011). Ainda neste sentido, tanto componentes ingeridos
da dieta quanto alteragdes na composicdo da microbiota podem
influenciar a producdo de AGCC e, por consequéncia, influenciar o pH
intestinal, principalmente colénico, que por sua vez, podem modular a
microbiota residente (Den Besten et al., 2013).

Os pesquisadores vém buscando, a passos largos, com ajuda de
modelos animais germ-free e técnicas de sequenciamento génico da
microbiota, elucidar sua relacdo com os diversos estados de salde, em
variadas populagBes ou situagdes, ou ainda, como este conjunto de
bactérias se comporta de acordo com o estilo de vida e/ou substancias
gue o hospedeiro entra em contato (Wu et al., 2015).
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Contudo, ja& é sabido que a salde em geral, assim como
inimeras respostas fisiologicas e a prdopria homeostase intestinal do
individuo é, essencialmente, dependente de uma adequada microbiota
(Kayama e Takeda, 2016), e que essa exerce fungdes como digestdo de
alimentos (Spanogiannopoulos et al., 2014), sintese de vitaminas e
acidos graxos, além do papel substancial no metabolismo e estoque
energético, modulacdo imunoldgica, crescimento, desenvolvimento
neurolégico e, ainda, modula¢do 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, alteragdes na microbiota j& foram relacionadas as
doencas inflamatdrias intestinais (Chang e Lin, 2016), sindrome
metabdlica, obesidade e diabetes (Baothman et al., 2016), doencas
cardiovasculares (Yamashita et al., 2016; Yamashita, 2017), cancer
(Gagniére et al., 2016), Alzheimer (Hu et al., 2016), alteracGes na
producdo de hormonios da tireoide (Zhou et al., 2014), e doencas
psiquiatricas (Cenit et al., 2017), incluindo o autismo (Sealey et al.,
2016).

3.5.1 Microbiota e interacgdo intestinal

Conforme citado, as diversas formas que microbiota intestinal
pode interagir com o hospedeiro ndo estdo completamente elucidadas.
No entanto, a ativacdo do sistema imunoldgico, estresse oxidativo e
inflamacdo desencadeados por disbiose e, aumento de permeabilidade
intestinal, estdo amplamente descritas na literatura cientifica (Kamada et
al., 2013; Maes et al., 2013; Parekh et al., 2015).

A microbiota comensal apresenta uma integragdo com as
células epiteliais e do sistema imunolégico, pela qual células epiteliais, e
células dendriticas, possuem receptores, principalmente do tipo Toll-like
(do inglés toll-like like receptors -TLR), capazes de identificar
informagBes 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
patégenos com respostas inflamatorias e, a bactérias comensais com
sinais de tolerancia imunolégica (Circu e Aw, 2012; Aviello e Knaus,
2017).

Importante citar que o aumento na permeabilidade intestinal e a
lesdo de células intestinais sdo fator de perda da barreira da mucosa,
com consequente translocacdo bacteriana, gerando alteracdo nos
mecanismos de resposta celular ao ativar as vias de EO e produgéo de
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mediadores inflamatérios (Neurath, 2014). Neste contexto, o deshalango
oxidativo pode comprometer 0s mecanismos de  resposta
antimicrobianas, prolongar a ativagdo imunoldgica e alterar as respostas
imunes inatas e adaptativas, como ativacdo de fatores de transcrico,
inflamassoma e/ou autofagia. Estes mecanismos além de prolongar a
inflamacdo local, podem desencadear complicagcBes crénicas como
fibroses e neoplasias, além de estarem relacionadas a doengas
inflamatorios intestinais ou sistémicas como aterosclerose e obesidade
(Neurath, 2014; Parekh et al., 2015).

3.5.2 Regulacéo da homeostase intestinal

Na lamina prdpria intestinal estdo presentes diversas células
imunes que auxiliam a resposta inata e adquirida e a manutencdo da
homeostase intestinal relacionada a microbiota. Dentre estas células,
observam-se neutrdfilos, macréfagos, linfocitos, mastécitos, células
dendriticas e as células linfoides inatas (Kurashima et al., 2013).

A infiltracdo de leucdcitos do tipo PMN (neutréfilos, basofilos e
eosinofilos) na mucosa e nas criptas epiteliais causam danos a barreira
do epitélio intestinal por dano oxidativo e/ou protedlise, e sinalizacdo
através de mediadores inflamatorios. Dessa forma, a presenca de PMN
tem sido correlacionada com danos a mucosa vistos em pacientes com
doenca inflamatéria intestinal, e utilizados como marcadores desta
doenca (Neurath, 2014).

Macréfagos e células dendriticas ativadas, secretam citocinas,
como por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina
1-B (IL-1PB) ¢ interleucina-6 (IL-6), induzindo a diferenciacéo de células
T, culminando no desenvolvimento da resposta imunoldgica adaptativa
(Kolios et al., 1998; Holtmann et al., 2001).

A regulacdo da homeostase intestinal envolve interleucinas e
receptores de reconhecimento padrdo (PRR’s) como TLR e receptores
do tipo NOD (NOD like receptor’'s — NLR’s), além de regulacdo 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
macréfagos (Perez et al., 2017).

Os PRR’s, quando ativados por padrdes moleculares associados
a patégenos (Pathogen-associated molecular pattern - PAMP’s),
acionam o sistema imune inato e cascatas de sinalizacdo via MAPK e
NF-kB que, quando ocorrem em baixos niveis de ativagéo, promovem a
homeostase intestinal (Lee et al., 2006; Jones e Neish, 2011).
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Considerado o fator génico de regulacdo da inflamacdo, o NF-
kB, em estados basais, garante reposicdo continua do epitélio e
manutencdo da integridade da barreira através de ativacdo de ERO
(Cliffe et al., 2005). Baixas concentracbes de NF-kB, representam
reducdo da expressdao de peptideos antimicrobianos e aumento de
apoptose de enterdcitos, resultando em ruptura de barreira e possivel
translocacdo bacteriana (Nenci et al., 2007).

A formacdo de ERO no intestino, em tecidos ndo fagocitarios,
possui importante papel nas vias de proliferacdo, diferenciacdo e
crescimento de células epiteliais. As DUOX2 possuem um dominio
homologo a peroxidases que, quando ativadas, geram H.O;, de forma
Ca?* dependente. Enquanto que, NOX2 sdo responsaveis pela producéo
de superdxido. Uma alteracdo ou super-estimulacdo destas enzimas
pode, portanto, ocasionar dano a estruturas, como ocorre durante a
inflamacéo cronica. Como observado em pacientes com doenca de
Crohn, nos quais a expressdo de DUOX2 encontra-se aumentada
(Szanto et al., 2005; Csillag et al., 2007).

Estudos apontam que a ativacdo das DUOX2 através da
microbiota pode ocorrer por diferentes vias no epitélio do intestino
delgado e cdlon, sendo que no colon, parece ser ativada via p38 MAPK,
enquanto no ilio essa ativacdo 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 responsavel pela regulacdo redox do sistema imunoldgico
inato no intestino (Wu et al., 2015).

A producdo de ERO pode variar de acordo com diferentes tipos
microbianos, sendo os Lactobacillus os maiores indutores. Este género
de bactérias gram-positivas ativa rapidamente a producao fisiologica de
ERO via NOX1 em porcdes finais do intestino delgado e colon,
induzindo proliferacdo celular (Neish, 2013). Ainda, em estudo no qual
houve monocolonizagcdo de camundongos com bactérias filamentosas
segmentadas (do inglés Segmented Filamentous Bacteria — SFB), houve
superexpressdo da DUOX2 tanto no ilio quanto no célon (Grasberger et
al., 2015). Por outro lado, em outro estudo, camundongos Germ-free,
apresentaram auséncia na producdo de ERO e, consequente, supressao
de crescimento epitelial (Perez et al., 2017).

A producdo aumentada de ERO por macrofagos, tem por
finalidade aumentar a capacidade de controlar bactérias patogénicas e
invasdes microbianas (Cheng e Lambeth, 2004).

Devido a esta capacidade de interacdo das bactérias,
principalmente simbidticas, a produzir ERO como biossinalizador
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celular, acredita-se que esta seja uma forma de evolugdo ancestral da
conexdo entre células do hospedeiro e micrébios, ressaltando a
importancia das bactérias na manutencdo da homeostase intestinal.

3.6 MICROBIOTA E GLIFOSATO

Considerando-se que mecanismo de acdo do glifosato estd
associado a inibicdo da enzima EPSPS, presente em algumas bactérias,
sugere-se que a microbiota possa sofrer influéncia através do contato do
hospedeiro com o herbicida. Estudos demonstram inibicdo 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 ja demostram
alteracBes na microbiota de suinos e ruminantes apds a incubagdo com
glifosato (Shehata et al., 2013; Ackermann et al., 2015).

As alteracOes 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 acido latico, como ja descrito por Clair e seus
colaboradores (2012) e Kriiger e seus colaboradores (2013), as quais sao
bactérias responséaveis pela producdo de antibidticos que controlam
bactérias patogénicas como Clostridium botulinum.

Ao analisar os efeitos do herbicida no desenvolvimento de
determinadas bactérias, assim como o oposto, uma aparente resisténcia
de determinadas bactérias ao glifosato, ja descritos na literatura, uma
recente revisao realizada por Van Bruggen e seus colaboradores (2018),
aponta uma possivel correlagdo entre este fator, levando em
consideracdo 0 crescente aumento na resisténcia a antibidticos
observados nos Ultimos anos e 0 uso do herbicida no contexto mundial
bem como nos EUA (Figura 8).

Isto exposto, a intensificagdo no uso deste herbicida, assim
como seu potencial em desencadear desequilibrios fisioldgicos
culminando em diversas doencas, tem despertado atencdo e a
necessidade de entender os mecanismos envolvidos neste processo (Van
Bruggen et al., 2018).
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Figura 8- Proporgdo entre artigos relacionados a resisténcia a antibiéticos, uso
de glifosato nos EUA e uso global de glifosato, do ano de 1960 a 2016.
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Fonte: Adaptado pelo autor de VVan Bruggen e colaboradores (2018).

Neste mesmo sentido, ao saber da importancia da homeostase
da microbiota para manter a integridade da barreira intestinal, assim
como protecdo contra infecgdes por patdégenos, tem sido sugerida uma
associacdo positiva entre 0 aumento no uso de glifosato e morte por
doengas intestinais nos EUA (Samsel e Seneff, 2013) (Figura 9).

Figura 9- Associacao entre aumento no uso de glifosato e casos de morte por
infeccOes intestinais nos EUA, entre 1990 e 2010.
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Somado as informagdes expostos, 0s potenciais prejuizos a
salde intestinal advindos do estresse oxidativo e inflamacdo cronica,
assim como as inimeras doengas atualmente associadas a disbiose
intestinal, pretende-se com este estudo investigar a influéncia da
exposicdo materna ao herbicida HBG na microbiota intestinal, estado
redox, inflamacao, além de alteragGes na histomorfologia do intestino de
ratos imaturos.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Ratas fémeas prenhas (linhagem Wistar) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catariana - UFSC,
foram mantidas em gaiolas plasticas e expostas a um ciclo claro/escuro
12/12h em sala climatizada com temperatura em 21°C, com ra¢do e agua
ad libitum. Todos os animais foram monitorados e mantidos conforme
as recomendacBes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA). O protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
Universidade (CEUA/UFSC#8510150517). As fémeas 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 eutanasia dos mesmos.

4.2 TRATAMENTO COM ROUNDUP®

Ratas fémeas prenhas foram expostas a 1% de Roundup®
(equivale a 0,36% de glifosato) na agua de beber (Daruich et al., 2001;
Beuret et al., 2005; Cattani et al., 2014) a partir do 5° dia gestacional e 0
tratamento prosseguiu até os filhotes completarem 15 dias de idade, que
corresponde ao periodo imaturo de desenvolvimento. Os animais
controles receberam &gua durante o mesmo periodo. A concentracdo
escolhida para a exposi¢do in vivo foi apoiada na dosagem na qual ndo
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
decapitacdo e coletadas por¢Ges do duodeno e colon distal. Os intestinos
foram removidos, extraidas as fezes da porcdo final do célon e, depois
cortados e homogeneizados em tampdes especificos dependendo da
andlise bioguimica a ser executada. Uma fracdo de cada tecido foi
separada para realizagdo de cortes histolégicos.

4.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Para avaliagdo 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 lipidios (TBARS) em
porcdes do duodeno e célon final, homogeneizadas em tampéo fosfato
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de potassio 20 mM, pH 7,4, 0,1% triton X-100, 150 mM de NaCl. Uma
aliquota de cada amostra foi usada para a dosagem de proteinas pelo
método de Lowry et al. (1951).

4.4 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD):

O teste de atividade da SOD se baseia na oxidagdo da
adrenalina que produz o &nion superéxido e um cromdforo roseo, 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 aliquota da amostra, de 5 a 40 pL,
foram acrescentados 200uL de tampéo glicina 50 mM, pH 10.2, seguido
pela realizacdo de uma leitura pontual utilizando leitora de microplacas.
Apos, foi adicionado uma solugdo com adrenalina 60 mM (pH em torno
de 2.0, gelo e frasco &mbar), seguido pelo monitoramento da reagdo por
10 minutos. A adicdo da adrenalina retarda a oxidacdo e
consequentemente a produgdo de adenocromo através da enzima SOD.
Curvas de 3 ou 4 pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade
enzimatica da SOD. Os valores da SOD (USOD/mL) foram expressos
em termos de atividade da enzima, pela qual uma unidade arbitraria de
SOD é definida como a quantidade de SOD necesséria para diminuir &
metade a velocidade de formacéo do adrenocromo.

4.5 CATALASE (CAT):

A atividade da CAT foi determinada através do método baseado
na velocidade de degradacdo do perdxido de hidrogénio (10 mM) em
tampdo fosfato 50 mM pH 7,0. Adicionou-se 2 mL desta solugdo em
cada pogo da microplaca, com 20uL do homogeneizado das amostras de
duodeno e porcdo final do célon, em seguida realizou-se leitura da
queda da absorbancia em 240 nm durante 30 segundos (Aebi, 1984). Os
valores foram expressos em mmol.g-t.min.

4.6 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

A reacdo para determinacdo enzimatica da GPx é baseada na
velocidade de oxidacdo do NADPH, que é proporcional a atividade de
GPx na amostra. Na reacdo, ocorre reducdo de tert-butilhidroperoxido
(t-BuOOH) pela oxidacdo de GSH e formacdo de GSSG, que ¢
catalisada pela GPx, e consequente regeneragcdo de GSH através da
enzima GR, com oxidacdo de NADPH em 340 nm (Flohe e Gunzler,
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1984). Para a realizacdo da técnica, foi preparado um meio de reagdo
contendo 25 ml de tampéo fosfato 0,1 M (pH 7.0), 8,6 mg de NADPH,
10 mL de &cido dietilenotriaminopentacético (DPTA) a 5 mM, 15 mL
de agua destilada, 24 mg de GSH, e 5 U de GR, no momento do ensaio.
Em seguida, foram adicionados 10 pL de t-BuOOH e 10 pL do
homogeneizado de porcbes do duodeno e célon final, em 1 mL de um
meio de reagcdo na microplaca. Os valores foram expressos em
pmol.g1.min.

4.7 GLUTATIONA REDUTASE (GR)

A atividade enzimética de GR foi também mensurada em 340
nm, de acordo com a taxa de oxidacdo do NADPH devido a formacéo de
GSH, a partir da GSSG, pela a¢do desta enzima presente na amostra.
Segundo o método de (Carlberg e Mannervik, 1985) um meio de reacdo
contendo tampdo 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
pL), com a adicdo de 5 pL da amostra de homogeneizadas de duodeno e
porcao final do célon, deu inicio a reacdo que foi monitorada durante 3
minutos, gerando uma curva descendente. Os valores da atividade desta
enzima foram também expressos em umol. gt.min2.

4.8 GLUTATIONA-S-TRANSFERASE (GST)

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente
de acordo com Habig e colaboradores (1974). A reacdo baseia-se na
capacidade da GST em conjugar GSH no substrato, formando uma
substancia mensuravel em 340 nm, monitorada durante 3 minutos. A
amostra foi adicionada a um meio contendo 5 pL. de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (substrato), 5 uL. de GSH 0,1 M ¢ 250
pL de tampao fosfato 0,1 M pH 7.0. Os valores foram expressos em
pumol.gt.min"1,

4.9 TIORREDOXINA REDUTASE (TRxR)

A TRxR foi determinada pelo método descrito por Arnér e
colaboradores (1999), em que o DTNB (&cido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzdico, é utilizado como substrato na reagdo. O TNB (acido 5-
tio-2-nitrobenzdico), de cor amarela, possui absorbancia maxima em
412 nm, e é resultado da reacédo catalisada pela TrxR com consumo de
NADPH. 36uL da amostra foi adicionada ao meio contendo 160uL de
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tampdo 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 uL. NADPH e feita leitura cinética por 5
minutos no espectrofotdmetro a 412 nm. A atividade da TrxR foi
determinada pelo aumento da absorbancia apds a adicdo de NADPH.

4.10 DETECGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)
E NITROGENIO (ERNS):

A formacédo de EROs foi medida utilizando a sonda diacetato de
2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA), enquanto para formacédo
de ERNs foi utilizada dihidrorodamina (DHR), permeaveis as células.
Esterases celulares hidrolisam a sonda para o nao fluorescente 2°,7’
diclorodihidrofluoresceina (H2DCF), que é retido nas células, na
presenca de EROs e peroxidases celulares, H:DCF é transformada no
2°,7’-diclorofluoresceina (DCF), substancia altamente fluorescente. Na
presenca de ERNs e peroxidases celulares, DHR 123 é convertido no
fluoroforo Rhodamina - 123 (Halliwell e Whiteman, 2004). PorcGes do
duodeno e célon final foram homogeneizadas em solucdo contendo
fosfato de sédio 20 mM e KCI 140 mM, pH 7,4, e posteriormente
centrifugadas (960 x g por 10 min a 4°C). Em placa de fundo escuro de
96 pocos, foram adicionados 10 pL de H.-DCFDA ou DHR 123 1 mM
(preparado em DMSO e protegido da luz), e 90 pL de sobrenadante das
amostras, seguido de uma incubagdo no escuro a 37°C por 30 min. Os
produtos foram detectados em comprimento de onda de excitacdo de
485 nm e comprimento de onda de emissdo de 520 nm. Os resultados
foram expressos em unidades arbitrérias, sendo os valores corrigidos
pela concentracdo de proteina de cada amostra.

4.11 DANO OXIDATVO - PEROXIDAGAO LIPIDICA

Para avaliar o dano oxidativo a compostos lipidicos foi utilizado
método de (Bird e Draper, 1984) realizado no homogeneizado através da
detecgdo de substdncias que reagem com o &cido tiobarbitdrico
(TBARS), destacando-se o produto majoritario, malondialdeido (MDA).
O método consiste na precipitacdo do homogenizado (100 pL) com 1
mL de acido tricloroacético (TCA) a 12%, seguido da incubacdo em 900
uL de tampdo tris-HCI 60 mM 7,4 e 1 mL de acido tiobarbitdrico (TBA)
0,73% durante 60 min. a 100 °C. Posteriormente, o material foi resfriado
em banho de gelo, centrifugado (5.000 x g por 5 min), e a mensuracéo
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do cromdforo rosa foi detectada 535 nm. Os valores foram expressos em
nmol MDA.g™™.

4.12 CONTEUDO DE GSH:

Os niveis de GSH foram medidos em porcGes do duodeno e
célon final, homogeneizados em &cido tricloroacético 12% (1:10, P:V),
e usado o sobrenadante ap6s centrifugacdo. As analises foram feitas em
duplicata, segundo o método descrito por (Beutler et al., 1963), que
baseia-se na reacdo da GSH com DTNB (5,5’-Dithiobis (acido 2-
nitrobenzdico) formando um anion conjugado, TNB (4cido
tionitrobenzoico) de cor amarelada. Foi utilizada uma aliquota de 50 pL
das amostras, acrescentada em 950 puL de Tampao Fosfato 0,2 M pH
8,0, seguida da adicdo de 100 pL de DTNB 2,5 mM. A méxima
formagdo de TNB, foi medida espectrofotometricamente em
comprimento de onda de 412 nm. Os resultados foram expressos em
graficos como contetido de GSH em mmol/pg proteina.

4.13 INFLAMACAO

Para determinar marcadores de inflamagdo, foram dosadas as
citocinas TNF-o ¢ TL-6 e a atividade de mieloperoxidase (MPO) em
porcdes do duodeno e colon final.

4.13.1 Citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6)

Para andlise das concentracbes de TNF-o e IL-6, foram
utilizados kits comerciais disponiveis (BD Biosciences®) com
anticorpos monoclonais especificos para cada citocina. As
concentragBes das citocinas foram mensuradas utilizando a técnica de
ELISA tipo sanduiche, realizados de acordo com as instrugbes 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 concentragdes de TNF-o e IL-6 foram expressos em pg/mg de
proteina (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 pL da amostra foi
transferida para placas contendo 150 pL de meio de reacdo (0,167
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mg.mL! de odianisidina 2HCI, 0,0005% de H.O2, H.O destilada e
NaH;P0O4 50 mM). Apds 30 min de incubagdo em temperatura ambiente
a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 30 uL de azida sodica 1%.
Apos incubacdo de 10 min a temperatura ambiente, a densidade dptica
foi medida em 450 nm em placas de Elisa e comparadas com uma curva
padrdo de atividades conhecidas de MPO (0,7 a 140 mU.mL™?).

4.14 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

Os resultados bioquimicos foram normatizados de acordo com o
conteudo de proteinas obtidas nas amostras. A concentragdo de proteinas
foi avaliada pelo método de Lowry e colaboradores (1951) e uma curva
padrdo de albumina de soro bovino (Sigma®) foi utilizada para calcular
a concentracao de proteina nas amostras.

4.15 ANALISE MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAIS

Para analise morfométrica e contagem de células caliciformes
em porcbes de duodeno e célon final, foram montadas laminas para
microscopia de luz (ML), com coloragdo de Hematoxilina/Eosina e
Acido Periodico de Schiff (PAS)/Alcian Blue, respectivamente.

Para demais analises ultraestruturais foram realizadas imagens
com metodologias de microscopia eletronica de transmissdo (MET) e de
Varredura (MEV).

4.15.1 Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) e de varredura
(MEV)

Para analise ultraestrural das amostras, ap6s a eutanasia,
porcBes do duodeno e cdlon final foram imersas em solucdo fixadora
constituida de glutaraldeido (GTA) 2,5% e tampéo cacodilato de sédio
(Caco) 0,1 M (pH 7,2) por 24 horas, seguidos de trés lavagens com o
mesmo tampao.

Para a MET, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de
6smio (0sO4) a 1% em tampéo cacodilato 0,1 M, pH 7,2, durante 2
horas a temperatura ambiente. Foram realizadas 3 lavagens, de 10
minutos cada, em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M. Apos as lavagens,
as amostras foram desidratadas em uma série acetdnica crescente (30%,
50%, 70%, 90% e 100%), 15 minutos em cada etapa. A Ultima série de
acetona 100% foi trocada duas vezes. O material foi entdo infiltrado
com resina Spurr em séries graduais de acetona-resina Spurr durante trés
dias, seqguido de duas infiltracbes em resina pura por 12 horas, e
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polimerizado em estufa a 70°C por 24 horas. Foramrealizadas secgdes
ultrafinas em ultramicrétomo Leica acoplado a 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 Laboratorio Central de Microscopia
Eletronica (LCME) — UFSC.

Para MEV, ap0s a fixacdo e lavagem seguiu para a desidratacdo
com concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%),
sendo 15 minutos em cada etapa, sendo submetidas ao ponto critico de
CO,. Apds secas foram aderidas sobre suportes de aluminio, com
auxilio 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 Microscopio
Eletronico de Varredura, marca Jeol, modelo JSM-6390LV, do
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC.

4.15.2 Microscopia de luz

Porcdes dos 6rgdos com cortes transversais do duodeno e colon
final, de 4 animais do grupo controle e 4 animais do grupo tratado,
foram imersos em solucdo fixadora contendo paraformaldeido 4% e
tampdo fosfato de soédio 0,1M, pH7,2, por 12 horas. Posteriormente
processados com uma sequéncia de lavagens com tampao fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,2, e em seguida, desidratados em etanol em
concentracGes crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), durante 15
minutos cada. A pré-infiltracdo e a infiltracdo foram feitas com
historesina glicolmetacrilato, e finalmente emblocados na mesma resina
com adicdo do endurecedor. Para obtencdo das laminas, os blocos
foram cortados em micr6tomo, com 4 nm de espessura e dispostos 4
cortes por l&mina. Para coloracdo 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 laminas
coradas em HE e, 40x para contagem de células caliciformes em laminas
coradas com PAS/Alcian Blue. Para medida da luz intestinal, tanto do
duodeno e célon distal, foram realizadas medidas do didmetro vertical e
horizontal externo, com posterior obtencdo 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 regides
diferentes por corte, sendo a vilosidade correspondente a distancia desde
0 apice da vilosidade até o termino da camada serosa, descontando o
tamanho da cripta (Figura 10B). A contagem de células caliciformes foi
realizada estipulando uma area de 150 pm X 150um, de 3 regides
aleatdrias de cada corte.

Figura 10- Imagem demonstrativa da realizagdo das medidas de didmetro (A) e
altura da vilosidade (B) em c6lon (A) e duodeno (B).

Fotografias de (A) colon de rato de 15 dias em objetiva de 10X com
demonstracdo das medidas para aferi¢do de diametro, (B) fotografia de fatia de
duodeno de rato de 15 dias em objetiva de 20X para demonstragdo das medidas
de altura da vilosidade. Fonte: do autor

4.16 ANALISE DA MICROBIOTA

Para avaliacdo da microbiota as fezes foram coletadas da por¢édo
final do c6lon de 7 animais na hora da eutanasia, e acondicionadas em
freezer, & —80°C para posterior extragdo de DNA e realizacdo da reacao
em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR), utilizando primers
especificos 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 EXTRACAO DE DNA DAS FEZES
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O DNA total das fezes foi extraido utilizando o QlAamp DNA
Stool kit (QIAGEN, Biotecnologia Brasil Ltda., Brasil). O Kit permite
uma rapida purificacdo de DNA gendmico 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 tamp&o ASL, adsorcdo de impurezas para
a matriz InhibitEX e purificagio do DNA nas colunas de rotagdo do
QlAamp.

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

Primer T°C
Eubacteria UNIleu340-F- 63°C
(Amannetal., 1990) | ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
UNIleu514-R-
ATTACCGCGGCTGCTGGC
Bacteroides fragilis Bact285-F- 61°C
(Dore et al., 1998) GGTTCTGAGAGGAGGTCCC
UNI338Bf-R-
GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Firmicutes Firm-F- 63°C
(Mirpuri et al., 2014) | GAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
Firm-R-
AGCTGACGACAACCATGCAC
Bacteroidetes Bctes-F- 63°C
(Mirpuri et al., 2014) | GGTTCTGAGAGGAGGTCCC
Bctes-R-
GCTGCCTCCCGTAGGAGT
Enterobacteriaceae Entero-F- 60°C

(Mirpuri et al., 2014) | GTGCCAGCMGCCGCGGTAA

Entero-R-
GCCTCAAGGGCACAACCTCCAAG

Resumidamente, cada amostra fecal foi pesada em microtubo de
2 mL e adicionado 1,4 mL do tampdo de Lise (ASL). A amostra foi
entdo homogeneizada por 3 minutos e agitado por 1 minuto no vortex, o
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homogeneizado foi aquecido em banho seco por 5 minutos a 95°C,
seguido de vdrtex e centrifugacdo por 1 minuto para precipitacdo de
pellet. Em um novo microtubo foram pipetados 1,2ml do sobrenadante e
adicionado tablete InhibitEx, seguido de vortex e centrifugacdo por 3
minutos (14mil rpm). O sobrenadante foi mais uma vez centrifugado por
3 minutos e 200ul destes foram adicionados a 15ul de proteinase K com
200ul de Buffer AL, agitado em voértex e levado ao banho aquecido a
70°C por 10 minutos. 200 ul de etanol 100% foram adicionados ao
lisado e transferidos para a coluna de centrifugacdo QlAamp, onde o
DNA ¢ retido apds seguidas centrifugacdes com 500ul de Buffer AWI e
Buffer AW?2 (a cada centrifugacéo o filtrado foi descartado), finalizando
a extracdo ao transferir a coluna para um novo microtubo, adicionado
50ul de agua para PCR, seguido de centrifugacdo por 1 minuto e
armazenamento do filtrado a -20°C para posterior utilizacdo na reacdo
de PCR.

4.18 REAGAO DE gPCR

O procedimento foi utilizado em triplicata, com 1pl de cada
primer especificos para o gene 16S rRNA referenciados na Tabela 3, 1l
de cDNA de amostra, 2ul de agua e 5ul de RT SYBR Green ROX
(gPCR Mastermix - Quiagen), somando se um volume final de 10ul
para reacdo realizada em Termociclador de PCR em Tempo Real
HT7900 com software de andlise de dados SDS 2.4. Para controle
negativo foi utilizado &gua ao invez de cDNA. O protocolo seguido foi
de pré-aquecimento a 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 a 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 utilizacdo do RT SYBER Green e a eficiéncia da amplificacdo,
foi realizada PCR convencional e eletroforese em gel de agarose com
obtencdo de bandas referentes ao tamanho do fragmento de DNA
esperado (500pb) para a amostra DNA bacteriano avaliado, e na gPCR
encontradas curva de dissociagdo Unica com a referida temperatura de
melting, conforme Tabela 2, para cada primer, respectivamente
(Oliveira, 2010).

O célculo da quantificacdo relativa de cada alvo bacteriano, foi
realizada através do método 222CT e considerado o peso das fezes de
cada animal. Onde AACT=ACTamostra — ACT referéncia. Nesta
equacdo ACTamostra ¢ o valor de CT de cada amostra normalizada e
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ACT referéncia 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 porcdo final do célon na
hora da eutandsia, diluidos 1:1 com &gua milliQ, vortexadas e
centrifugadas por 6 minutos e transferidas para tubos onde o pH foi
mensurado (pHmetro PHS-3E - precisdo de 0,01 pH) de forma aleatéria
apos calibracéo.

4.20ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. As
comparacdes estatisticas foram realizadas através do teste “t” de Student
ou ANOVA de uma via seguida do p6s-teste de Bonferroni, quando
necessario, utilizando-se o programa Software Prisma 5.0. As diferencas
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
exposicdo materna a0 HBG durante os periodos gestacional e
lactacional, com o intuito de avaliar as alteracBes biogquimicas e
histomorfolégicas induzidas no duodeno e célon da prole aos 15 dias de
idade, além de possiveis alteragdes na microbiota intestinal. A
apresentacdo dos resultados foi organizada em 3 partes de acordo com a
porcdo do intestino que estava sendo investigada e as fezes:

(1) Efeitos da exposicdo materna ao HBG durante a gestacdo e
lactagdo sobre parametros bioquimicos e histomorfoldgicos no duodeno
de ratos imaturos;

() Efeitos da exposicdo materna ao HBG durante a gestagédo e
lactacdo sobre pardmetros bioquimicos e histomorfoldgicos na porgédo
final do c6lon de ratos imaturos;

(3) Efeitos da exposi¢do materna ao HBG durante a gestacéo e
lactacdo sobre pardmetros de inflamacdo e microbiota de ratos imaturos.

5.1 RESULTADOS PARTE 1 - EFEITOS DA EXPOSICAO
MATERNA AO HBG DURANTE A GESTACAO E LACTACAO
SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS E HISTOMORFOLOGICOS
NO DUODENO DE RATOS IMATURQOS

5.1.1 Efeitos da exposicéo ao HBG sobre pardmetros bioquimicos
envolvidos no estresse oxidativo

O estresse oxidativo no intestino de ratos expostos
indiretamente ao HBG foi avaliado por meio da quantificacdo da
peroxidacéo lipidica e do conteido de ERO e ERN, utilizando a técnica
de TBARS e as sondas fluorescentes H,DCFDA e DHR,
respectivamente.

Os resultados mostraram aumento na producdo de ERO sem
alterar a producdo de ERN no duodeno dos filhotes expostos ao HBG
(Figura 11A e 11B). Corroborando o aumento na producdo de ERO,
observou-se aumento na peroxidacdo lipidica em homogeneizado de
duodeno desses animais (Figura 11C).
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Figura 11- Efeitos da exposigéo gestacional ao HBG na concentragdo de
espécies reativas de oxigénio (A) e nitrogénio (B), e de peroxidagao lipidica
(C), no duodeno de ratos imaturos.
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A concentracdo de EROs foi determinada pela oxidagéo do H2DCF a DCF, e a
formacdo de ERNs através da oxidagdo 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. Andlise estatistica: teste t de Student. **
p<0,01.

Uma vez estabelecido aumento de ERO e dano oxidativo aos
lipideos no duodeno dos filhotes apds exposicdo materna ao herbicida
HBG, foram avaliadas as defesas antioxidantes enziméticas e néo
enzimaticas nesse tecido.

A SOD é a enzima que protege a célula do efeito do O, ao
catalisar a reacdo que produz HO- e, esse por sua vez é toxico para a
célula, mas pode ser eliminado a partir da reacdo catalisada via enzima
CAT a H20. Ainda, este composto pode ser detoxificado através dos
outros dois ciclos independentes, um que envolve GPx e GR, com
utilizacdo de GSH e gasto de NADPH, e outro envolvendo Prx/Trx,

Os resultados indicam que a exposi¢do ao pesticida no duodeno
gerou aumento na atividade da enzima SOD, enquanto observou-se uma
diminuicdo na atividade da CAT, conforme Figura 12 (A e B,
respectivamente).
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Figura 12- Efeitos da exposigéo gestacional e lactacional ao HBG na atividade
das enzimas: (A) superéxido dismutase (SOD) e (B) catalase (CAT) 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. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

A detoxificagdo do H.O. pode ser realizada pela CAT bem
como pela via ciclo da GPx e GR, com consumo de GSH. A GPx
converte H,0, em H»20 as custas da oxidacdo da GSH em sua forma
oxidada (GSSG) e a GR, por sua vez, regenera GSSG a GSH as custas
da oxidacdo de NADPH. A exposicdo ao HBG durante a gestagdo e
lactagdo ndo alterou a atividade da GPx e de GR no duodeno da prole,
assim como o conteido de GSH, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 13- Efeitos da exposigdo materna ao HBG na atividade das enzimas (A)
Glutationa Peroxidase (GPx) e (B) Glutationa Radutase (GR), no contetido 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. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05 ***p<0,001.

Outra forma de detoxificagdo de compostos xenobioticos é
através da conjugacdo destes com GSH através da enzima GST. Como
representado na Figura 13D a atividade da mesma apresenta-se
diminuida no prupo tratado, quando comparado ao controle.

Assim como a GR, a tiorredoxina redutase (TRXR) esta
envolvida no processo antioxidante participando do sistema Prx/Trx,
que também pode detoxificar perdxidos. A Prx atua convertendo H,O; a
H20, as custas de Trx, enquanto a TRXR restaura os niveis desta, as
custas de NADPH. Como apresentado na Figura 13, a atividade da
TRXR estd aumentada nos animais expostos ao HBG.



73

Figura 14- Efeitos da exposigdo materna ao HBG na atividade da enzima (A)
Tiorredoxina Redutase (TRxR) no duodeno de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

5.1.2 Efeitos da exposicio ao HBG sobre parametros
histomorfoldgicos do duodeno

Considerando-se que desbalanco no estado redox pode induzir
estresse oxidativo e estar associado a dano mitocondrial e
comprometimento estrutural e funcional de érgdos e tecidos, o presente
estudo investigou as possiveis alteracfes histomorfoldgicas ocasionadas
no duodeno dos filhotes apds exposi¢cdo materna ao HBG durante a
gestacdo e aleitamento. Para tanto, foram realizadas preparacGes
histol6gicas e andlise por microscopia de luz, MET e MEV.

5.1.2.1 Analise da histomorfologia e morfométrica de cortes de duodeno
de animais expostos ou ndo HBG através de microscopia de luz

Inicialmente foram realizadas analises morfométricas por meio
de medidas de altura das vilosidades e didmetro do duodeno em
preparacdes histologicas de amostras de duodeno coradas com
hematoxilina-eosina de animais controles e expostos ao HBG. Néao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos nas andlises
realizadas (Figura 15). No entanto, conforme pode-se observar nas
imagens comparativas de um corte histolégico do duodeno de um
animal controle e outro de um animal do grupo tratado com HBG,
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observa-se maior espacamento entre as vilosidades (Figura 15). Na
Figura 16 é possivel observar as vilosidades do duodeno, com a Iamina
prépria contendo células caliciformes, enterdcitos e presenca de
linfocitos intraepiteliais, além da cripta de Lieberkihn com suas
glandulas, na base das vilosidades.

Figura 15- Efeitos da exposicdo materna ao HBG durante a gestacéo e lactagéo
na medida da (A) altura das vilosidades e (B) didmetro 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. Andlise estatistica: 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 laminas 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
Lieberkihn. V: Vilosidade.
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Figura 17- PreparagGes histolégicas representativas de duodeno de rato imaturo
(A) controle e (B) exposto ao HBG durante periodo gestaaonal e lactacional.
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Cortes transversals de duodeno anallsado em mlcroscopla de qu (A)Ammal
controle. (B) Animal tratado. Coloragdo: HE, objetiva: 40X. Duodeno de rato de
15 dias do grupo tratado com herbicida a base de glifosato durante o periodo
gestacional e lactacional. Células caliciformes (C), enterdcitos (E), Cripta de
Lieberkihn (CL) e presenca de linfocitos intraepiteliais (seta).
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5.1.2.2 Analise das caracteristicas microestruturais do duodeno de ratos
imaturos expostos ao HBG durante a gestacéo e lactacdo por MET

Foram realizadas andlises 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 enterécitos
integros com abundancia de microvilosidades na regido apical (Figura
18a). O citoplasma dessas células apresentou grande quantidade de
vesiculas eletron-transparentes de diferentes tamanhos e mitocondrias
com tamanho e formato similares, com cristas mitocondriais bem
definidas (Figura 18a e 18b). Além disso, observou-se microvilosidades
com maior espacamento entre elas no grupo tratado (Figura 18c).
Observou-se ainda, alteragdes no tamanho das mitocdndrias,
desorganizagdo das cristas mitocondriais e algumas com ruptura de
membrana e swelling mitocondrial (Figura 18d).

Figura 18- Imagens de Microscopia Eletrdnica de Transmisséo de preparages
histolégicas de duodeno de ratos imaturos.

\/ »

Fotomicrografias eletrénicas de transmissdo de células do duodeno. Células do
epitélio do duodeno dos animais do grupo controle (Figura a, b), enterdcitos
com abundantes microvilosidades na regido apical (Figura a). Citoplasma com
grande quantidade de vesiculas eletrontransparentes de diferentes tamanhos e
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mitocOndrias 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 espagamento (Figura c, seta), mitocondrias (M)
com alteragBes no tamanho, desorganizacao das cristas mitocondriais e algumas
com ruptura de membrana, indicando swelling mitocondrial (Figura d). Nucleo

(N)

5.1.2.3 Analise das caracteristicas microestruturais do duodeno de ratos
imaturos expostos ao HBG durante a gestacéo e lactacdo por MEV

A anélise 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
espagadas e desorganizadas (Figura 19c e d, respectivamente) quando
comparadas as imagens obtidas do grupo controle.

Figura 19- Imagens representativas do duodeno de ratos imaturos expostos ou
ndo ao HBG durante a gestacdo e lactagdo obtidas por microscopia eletronica de
varredura.
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Microscopias eletronicas 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 espacadas e desorganizadas, no entanto sem
alteracdo aparente nas microvilosidades (Figura c e d, respectivamente).

5.2 RESULTADOS PARTE 2 — EFEITOS DA EXPOSICAO AO
HERBICIDA A BASE DE GLIFOSATO NO COLON FINAL DE
RATOS IMATUROS

5.2.1 Efeitos da exposicédo ao HBG sobre parametros bioquimicos
envolvidos no estresse oxidativo em célon final de ratos imaturos

Os efeitos da exposicdo materna ao HBG sobre o c6lon da prole
foram avaliados utilizando-se 0s mesmos parametros analisados no
duodeno dos animais.

Para verificar o estado redox no célon final dos filhotes, foram
avaliadas a peroxidacao lipidica, bem como a formagdo de de ERO e
ERN. Os resultados evidenciam aumento significativo na geracdo de
EROs no cdlon final dos animais tratados, quando comparado ao grupo
controle, sem alteragdo na producdo de ERNs. Corroborando esses
dados, observou-se aumento na peroxidagdo lipidica em célon dos
animais tratados (Figura 19).

Figura 20- Efeitos da exposi¢do materna ao HBG durante a gestacéo e lactagio
sobre parametros associados ao estado redox em porgoes do colon final da
prole.
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Foram avaliados os seguintes parametros em homogeneizados de tecido:
concentragdo de espécies reativas de oxigénio (A) e nitrogénio (B) e
peroxidacéo lipidica (C) no célon final de ratos imaturos. Os resultados foram
expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Analise
estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

Uma vez estabelecido o aumento na producdo de ERO e
aumento na peroxidacdo de lipideos no colon final da prole apos
exposicdo materna ao HBG, avaliou-se os efeitos dessa exposi¢do sobre
as defesas antioxidantes enzimaticas e o contelido de GSH nesse tecido.

Os resultados mostraram que a exposi¢cdo materna ao HBG
provoca o aumento na atividade da SOD e diminuicdo significativa na
atividade da CAT no colon dos filhotes expostos (Figura 20).



81

Figura 21- da exposi¢do materna ao HBG durante a gestacéo e lactagdo na
atividade das enzimas: (A) superdxido dismutase (SOD) e (B) catalase (CAT)
em célon de ratos imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

Os resultados também mostraram que a exposicdo materna ao
HBG diminui a atividade da GPx e aumenta a atividade de GR em
homogeneizado de c6lon de ratos imaturos. Esses resultados estdo
associados a deplecdo 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 exposi¢do materna ao HBG durante a gestagdo e lactagdo
na atividade das enzimas (A) Glutationa Peroxidase (GPx) e (B) Glutationa
Redutase (GR), no conteddo de (C) Glutationa reduzida (GSH) e na atividade
da enzima (D) Glutationa S Transferase (GST) em cdlon final de ratos imaturos
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05; ***p<0,001

Ainda, com objetivo de avaliar formas de detoxificagdo do
peroxido de hidrogénio, foi avaliada a atividade da TRXR que restaura o
poder oxidativo de Trx no sistema de detoxificacdo Prx/TrxE. A
exposicdo ao HBG ndo alterou a atividade da TRxR no célon dos
filhotes (Figura 23).

Figura 23- Efeito da exposi¢do materna ao HBG durante a gestagdo e lactagéo
na atividade da enzima Tiorredoxina Redutase (TRXR) no colon final de ratos
imaturos.
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada
grupo. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.
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5.2.1.1 AlteragBes histoldgicas no cdlon da prole apds exposi¢do
materna ao HBG

Preparac@es histologicas de célon dos filhotes apds exposicao
materna a0 HBG durante a gestacdo e lactagdo foram analisadas por
microscopia de luz no intuito de avaliar possiveis alteracBes estruturais
nesse tecido. Foram realizadas medidas de diametro do tecido, bem
como contagem de células caliciformes em microfotografias de cortes
histologicos corados com a técnica de PAS/Alcian Blue.

A Figura 24 mostra uma cripta do célon com presenca das
células caliciformes, enterécitos e presenca de linfécitos intraepiteliais.
Os resultados mostraram que a exposi¢cdo materna ao HBG ndo altera
significativamente o didmetro do c6lon nem a contagem de células
caliciformes (Figura 25).
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Figura 24- Imagens representativas de um corte histolégico do célon final de
rato imaturo (A) controle e (B) exposto ao HBG durante periodo gestacional e
lactacional obtida por microscopia de luz.

-~ T

Coloracdo HE, objetiva de 40X. Cripta do c6lon de rato de 15 dias (A) grupo
controle e (B) do grupo tratado com herbicida a base de glifosato durante o
periodo gestacional e lactacional. Células caliciformes (C), enterocitos (E) e
presenca de linfocitos intraepiteliais (seta).
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Figura 25- Efeitos da exposigédo materna ao HBG no diametro do célon (A) e
no nimero de células caliciformes (B).
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As andlises foram realizadas em micrografias obtidas em microscépio de luz
com a objetiva de 10X. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M.
de 04 animais em cada grupo. Analise estatistica: teste t de Student.

5.2.1.2 Analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissdo
dos efeitos da exposicdo materna ao HBG no célon de ratos imaturos

A anélise ultraestrutural do c6lon final de ratos imaturos através
de imagens obtidas por MET mostrou integridade das células do epitélio
colénico nos animais do grupo controle, com conjunto abundante de
microvilosidades na regido apical (Figura 26a), citoplasma apresenta
nucleo localizado na regido basal e presenca de mitocondrias, vesiculas
e ribossomos principalmente na regido apical. As mitocéndrias séo
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visualizadas com contetdo homogéneo e cristas com formacéo definida
(Figura 26b). O aparelho de Golgi apresentou cisternas hipertréficas, em
ampla atividade, liberando vesiculas (Figura 26c). Ainda, observou-se
diversas células caliciformes bem marcantes, com vacuolos de elétron-
densidade moderada, ricas em muco (Figura 26d).

A andlise das eletromicrografias das células do célon de
animais do grupo tratado (Figura 26e, f) demonstrou maior nimero de
mitocOndrias no citoplasma, quando comparadas as imagens do grupo
controle. Essas mitocdndrias se apresentavam dilatadas com presenca de
regides eletron-transparentes e poucas cristas mitocondriais em seu
interior (Figura 26f). O aparelho de Golgi apresentava-se com poucas
cisternas e presenca de poucas vesiculas (Figura 26g). Ainda, foram
observadas cisternas de reticulo endoplasmatico granular (Figura 26h).

5.2.1.3Andlise ultraestrutural por microscopia eletrbnica de varredura
dos efeitos da exposicdo materna ao HBG no célon de ratos imaturos

A anélise das imagens de porcbes do célon final de animais
controles obtidas por MEV, demonstraram integridade do epitélio, com
uma aparéncia “aveludada”, com grande quantidade de muco ja
secretado e vesiculas com abundante conteldo de mucinas sendo
secretadas (Figuras 27a, b e ¢). As micrografias obtidas do célon de
animais tratados apresentaram diminui¢do quantidade de muco (Figura
27d), com aparéncia de “ressecamento de epitélio” e vesiculas com
menor quantidade de muco em seu interior (Figura 27e). Salienta-se
também que foi observada a translocacdo bacteriana no grupo tratado
(Figura 27f).
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Figura 26- Micrografias eletronicas de transmissédo de células do célon de ratos
de 15 dias.

Micrografia eletronica de transmissdo de células do célon. Figura a-d. Grupo
controle. Figura a. Visdo geral das células do epitélio com microvilosidades
(setas) e citoplasma com nucleo (N) basal e mitocondrias (M) na regido apical.
Figura b. Mitocondrias com conteldo homogéneo. Figura c¢. Detalhe do
Aparelho de Golgi (G) com cisternas hipertréficas. Figura d. Visdo de uma
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célula caliciforme com vesiculas de muco (setas). Figuras e-f. Grupo tratado.
Figuras e-f. Visdo geral das células do epitélio com microvilosidades (setas) e
citoplasma com grande quantidade de mitocondrias com poucas cristas e matriz
com presenca de regides eletron-transparente. Figura g. Detalhe do Aparelho de
Golgi com cisternas mais justapostas. Fugira h. Detalhe do reticulo
endoplasmético rugoso (RER).

Figura 27- Micrografias de microscopia eletronica de varredura mostrando as
alteracOes induzidas pela exposicdo materna ao HBG na ultraestrutura do célon
final de ratos de 15 dias.
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Imagens de animais controle (a, b, ¢) com epitélio integro e aparéncia aveludada
com grande quantidade de muco (Figura a), vesiculas com abundante contelido
de mucinas sendo secretadas (Figuras b e c). Imagens do 6rgdo de animais
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tratados durante gestacdo e amamentagdo com herbicida a base de glifosato (d,
e, f), com reduzida quantidade de muco (Figura d), aparéncia de ressecamento
de epitélio e vesiculas com menor quantidade de muco (Figura e), e
translocagdo bacteriana (Figura f, seta).

5.3 RESULTADOS PARTE 3 — ALTERACOES NOS PARAMETRQS
DE INFLAMACAO E MICROBIOTA DE RATOS IMATUROS APOS
EXPOSICAO MATERNA AO HBG

5.3.1 Efeitos da exposicdo materna ao HBG sobre parametros
inflamatdrios

O deshalango no estado redox e as alteragdes histomorfoldgicas
observadas no intestino dos animais expostos ao herbicida podem estar
associados a alteracbes nos mecanismos de resposta imunoldgica e
inflamacdo devido ao comprometimento dos mecanismos de resposta
antimicrobiana. Dessa forma, foram determinados o contetido de TNF-a
e IL-6, bem como a atividade da MPO como marcadores inflamatoérios
em homogeneizado de intestino dos filhotes expostos ao HBG.

Os resultados mostraram que a exposi¢do materna ao HBG néo
foi capaz de alterar o contelido de TNF-o e IL-6, bem como e atividade
da MPO em homogeneizado de duodeno dos filhotes imaturos (Figura
28).

No célon final dos animais expostos ao HBG durante a gestacédo
e lactacdo, as concentragdes de TNF-o apresentaram-se aumentadas
(Figura 29A), enquanto a atividade da MPO e o contetdo de Il-6 nédo
apresentaram alteracGes, quando comparadas ao grupo controle (Figura
29 B e C, respectivamente).
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Figura 28- Efeitos da exposigédo materna ao HBG no contetido de TNF-o e IL-
6 e na atividade MPO no duodeno de ratos imaturos.
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O imunocontetdo de TNF-o. (A) e II-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. Andlise estatistica: teste t de Student
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Figura 29- Efeitos da exposicdo materna ao HBG nas concentragdes de TNF-a,
e 11-6 e na atividade da MPO no célon de ratos imaturos.
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O imunocontetdo de TNF-o. (A) e II-6 (B) foi determinado pela técnica de
ELISA e a atividade da MPO (C) foi mensurada por método colorimétrico em
célon de ratos imaturos, conforme especificado na metodologia. Os resultados
foram expressos como a média + E.P.M. de 08 animais em cada grupo. Analise
estatistica: teste t de Student: * p<0,05 em relagéo ao grupo controle.
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5.3.2 Alteragdes na microbiota intestinal da prole ap6s a exposicéo
materna ao HBG

A exposi¢do materna ao HBG acarretou em desbalanco no estado redox
e ativacdo e alteracOes ultraestruturais no intestino da prole, que estavam
associadas a ativagdo de vias préinflamatérias. Esses eventos podem
estar relacionados, de alguma forma, a alteragdes nos mecanismos de
reposta antimicrobianas as quais podem afetar a composicdo de
bactérias intestinais. Além disso, especula-se uma possivel acdo direta
do herbicida na via do &acido chiquimico presente em determinadas
bactérias residentes no intestino. Desse modo, buscou-se investigar as
possiveis alteragcdes na microbiota dos animais expostos.

Figura 30- Efeitos da exposicdo materna ao HBG durante a gestacdo e
lactacdo na expressdo 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 detecgdo relativa do gene 16S de cada alvo em
relacdo a gramas de fezes. Anélise estatistica: teste t de Student.

A analise de alguns grupos de bactérias constituintes da
microbiota intestinal como Eubacteria, B. fragilis, Firmicutes,
Bacteroidetes e Enterobacteriaceae foi realizada pela técnica de gPCR
utilizando-se primers especificos. Os resultados indicaram que ndo
houve alteracdo quantitativa na populacdo de bactérias, como pode ser
observado na Figura 30, de acordo com os dados quantitativos de
Eubacteria. No entanto, a composicdo qualitativa foi alterada com
aumento no namero de B. fragilis e Firmicutes no grupo tratado com
pesticida quando comparado ao grupo controle (Figura 31A e 31B,
respectivamente). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos na avaliagio com os demais primers investigados,
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Bacteroidetes e Enterobacteriaceae (Figura 31C e D, respectivamente),
ou na razdo Firmicutes/Bacteroidetes (Figura 32).

Figura 31- Efeitos da exposicdo materna ao HBG na expressdo 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 detecgdo relativa do gene 16S de cada alvo em
relacdo a gramas de fezes. Andlise estatistica: teste t de Student. * p<0,05.

Figura 32- Efeitos da exposi¢io materna ao HBG na relacdo da expressdo 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. Andlise estatistica: teste t de Student.

5.3.3 Efeito da exposicdo materna ao HBG durante a gestagdo e
lactagdo no pH fecal da prole aos 15 dias de idade

Considerando-se que alteragdes na composi¢do da microbiota
podem afetar a composicdo de substancias oriundas da fermentacdo
presentes no intestino e que estas podem afetar o pH da regido, buscou-
se investigar se a exposi¢do materna ao HBG era capaz de interferir no
pH fecal da prole. Como pode ser observado na Figura 33, 0s animais do
grupo tratado com o herbicida apresentaram uma significativa
acidificacdo do contetdo fecal quando comparado ao grupo controle.
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Figura 33- Efeitos da exposicdo 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. Andlise estatistica: teste t de Student. ** p<0,01.
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6 DISCUSSAO

Dados prévios do grupo de pesquisa demonstraram que a
exposicdo materna a0 HBG esta associada a dano oxidativo e
excitotoxicidade glutamatérgica em hipocampo da prole. Sugere-se que
esses eventos estdo relacionados ao comportamento tipo-depressivo
guando os filhotes atingem a idade adulta (Cattani et al., 2014; 2017).
Tem sido sugerido que alteragdes na microbiota e disbiose intestinal s&o
associados a transtornos psiquiatricos, doenca celiaca 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 exposi¢cdo materna ao HBG durante os periodos
gestacional e lactacional, ja descrito e padronizado na literatura, no
intuito de identificar se essa exposicdo acarretaria em dano oxidativo e
alteragdes histomorfol6gicas no intestino da prole, que poderiam estar
associadas a alteragdes na microbiota intestinal.

Os resultados mostraram que a exposi¢cdo materna ao HBG
provoca estresse oxidativo e alteragBes ultraestruturais no intestino da
prole. Dentre essas alteragBes destaca-se 0 maior espacamento das
vilosidades e microvilosidades, “swelling” mitocondrial e diminui¢do na
producdo de muco, com consequente translocacdo bacteriana no célon
final destes animais. Esses eventos podem estar associados, pelo menos
em parte, com alteragdes na microbiota, culminando em inflamagéo e
dano tecidual.

Pesquisas j& descrevem a inducdo de estresse oxidativo, com
producdo aumentada de radicais livres e alteracBes nas defesas
antioxidantes como mecanismo das alteracdes bioldgicas ocasionadas
por diferentes agrotoxicos (Abdollahi et al., 2004; Jablonska-Trypuc et
al., 2017). Com relacdo ao HBG, (Peixoto, 2005) ja relatou que o
Roundup® afeta a cadeia transportadora de elétrons ao nivel dos
complexos | e Ill. Desta maneira, herbicidas contendo glifosato podem
estar envolvidas no aumento da producdo do Oy e, desencadear EO e
distarbios nas respostas antioxidantes (Romero et al., 2011). A inducéo
de estresse oxidativo ocasionada pelo glifosato também j& 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, S0 escassos 0s estudos que
descrevem o0s possiveis efeitos da exposi¢do ao HBG no intestino.

E sabido que as EROs sdo substancias altamente reativas e
guando em altas concentragbes no organismo provocam danos a
estruturas bioldgicas e induzem lesdes 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 gestacdo e lactacdo apresentou
aumento na producdo de EROs e, consequente aumento na oxidagéo de
compostos lipidicos, representados pelo aumento da quantificacdo de
DCF e no conteido de TBARS, respectivamente.

O dano a estruturas ocorre ndo somente pelo aumento na
producdo 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 0 consequente aumento na peroxidacéo
lipidica, estdo associados a um desbalango nessas defesas, uma vez que
foi observado o aumento na atividade da SOD, a qual catalisa a
producdo de H2O: a partir de Oy™. Consequentemente, sugere-se que ha
um acumulo de H»O,, pela diminuicdo na atividade de CAT, tanto no
duodeno quanto no cdlon, e de GPx no colon. Enzimas essas, que
realizariam a detoxificacdo deste composto a H,O, caracterizando assim,
gue o0 HBG induz estresse oxidativo no intestino de ratos imaturos nesse
modelo experimental.

A hip6tese de que o aumento de ERO deriva de peréxidos de
hidrogénio, corrobora os dados encontrados por Bailey e colaboradores
(2018), onde a exposicao cronica de Caenorhabditis elegans a diferentes
concentracBes de uma formulagdo contendo glifosato gerou inibigdo da
funcdo mitocondrial, e consequente aumento na producdo de H2O2, mas
ndo de O,* 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 agua de beber, durante 30 e 90
dias, nas concentracGes de 0,7 mg/L e 7 mg/L, e ndo observaram
alteracdes na peroxidacdo lipidica no intestino destes animais em
nenhuma das concentraces ou tempos de exposicdo, enquanto
obtiveram um aumento na atividade da enzima GPx em ambas
concentracbes no periodo de 90 dias de exposicdo destes animais.
Curiosamente, o mesmo estudo avaliou os efeitos no figado e rins, os
guais apresentaram diminuicdo de TBARS. Por outro lado, nosso grupo
demonstrou que a exposi¢do materna ao HBG resulta em peroxidacdo
lipidica no figado da prole de 15 dias de idade (Rieg, 2016).

A diminuigdo na atividade da GPx, observada no colon dos
filhotes expostos ao HBG pode ser justificada pela diminuicdo da
disponibilidade de GSH, também observada neste tecido. Por
conseguinte, foi possivel identificar um aumento na atividade de GR,
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possivelmente como um mecanismo compensatério para restaurar o
contetdo da GSH, um importante antioxidante ndo enzimatico.

No duodeno dos filhotes de 15 dias expostos ao HBG, a
diminuicdo na atividade da CAT, a qual € uma enzima chave para
detoxificacdo de H,O,, parece ser compensada através do sistema
Prx/Trx, uma vez que é observado um aumento na atividade de TRxR.
Esse sistema realiza a protecdo contra H;O, através da reacdo de
oxidacdo de Trx, catalisada por Prx, ou diretamente via Trx, enquanto a
TRxR é a Unica enzima responsavel por reduzir Trx, novamente, com
elétrons vindos de NADPH (Das, 2004). Segundo revisao realizada por
Burke-Gaffeney e colaboradores (2005), a Trx pode, ainda, realizar a
reducdo 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 detoxificacdo de compostos
Xenobidticos, o organismo possui a enzima GST, que catalisa a
conjugacdo destes compostos quimicos, ou seus metabdlitos, com
substratos enddégenos, como a GSH para eliminacdo (Halliwell e
Gutteridge, 2015). Estudos ja demonstram que alguns pesticidas tém a
capacidade de aumentar a atividade da GST in vivo, ao conjugar a GSH
a essas substancias (Banerjee et al., 1999). Assim, consumindo GSH
como forma de desintoxicacdo destes compostos quimicos (Agrawal et
al., 1991; Kehrer, 1993; Almeida et al., 1997). Assim, 0 aumento na
atividade de GST pode estar associado a diminuicdo no contetdo de
GSH no colon dos animais imaturos expostos aoc HBG. Em
contrapartida, no duodeno, onde a GSH ndo apresentou alteracdo em seu
conteldo, a GST teve sua atividade diminuida.

Os dados de aumento da atividade da GST no c6lon 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 formulagdo contendo
glifosato, este aumento foi fortemente correlacionado ao aumento de
H.0,. Essa informacdo reforca a sugestdo do presente estudo de que
houve um acimulo de H-O2 e que, portanto, a GST pode ter sua
atividade aumentada em resposta a esse estimulo.

Cabe salientar que a classificacdo atual para o glifosato pela
IARC (2017), é de possivelmente carcinogénico, sendo 0 estresse
oxidativo descrito como mecanismo primordial para tal desfecho. Nesse
cendrio, a inducdo de estresse oxidativo observada no intestino, bem
como no figado (Rieg, 2016) e hipocampo (Cattani et al., 2014; 2017)
da prole ap6s exposicdo materna ao HBG se torna de grande relevancia



100

para identificar os demais mecanismos envolvidos no desequilibrio
bioquimico e fisiolégico desencado pelo herbicida no organismo.

O estudo dos impactos de compostos toxicantes sobre o sistema
digestério 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 agua
contaminada. Nesse contexto, o intestino delgado é constantemente
exposto a poluentes ambientais; no entanto, apresenta alta resisténcia a
estes compostos e danos ocasionados por eles e, em contrapartida, o
colon apresenta alta susceptibilidade, haja visto os diversos tipos de
cancer induzidos por compostos quimicos neste 6rgdo (Potten et al.,
1992).

As bases bioquimicas para as diferencas de suscetibilidade a
agentes toxicos das diferentes porcdes do intestino ainda ndo estéo
totalmente elucidadas. Contudo, Guo e colaboradores (2002) sugerem
gue a GST, por seu papel na detoxificacdo de xenobiontes, poderia
exercer um papel crucial nas diferentes respostas a esses compostos. Os
pesquisadores avaliaram a composicdo de isoenzimas de GST no
intestino delgado e colon de ratas fémeas adultas e verificaram que o
intestino delgado é mais bem “equipado™ contra os efeitos toxicos de
xenobidticos eletrofilicos do que o colon. Estes dados sdo confirmados
pelo estudo de Coles e colaboradores (2002), onde avaliaram o contetido
desta enzima ao longo do trato gastrointestinal de humanos, e
observaram que a expressao desta enzima é 70 vezes menor no célon do
que no intestino delgado o que seria uma justificativa para sua maior
susceptibilidade a danos a macromoléculas e desenvolvimento de
cancer.

Pensando em desfechos fisioldgicos e, corroborando o fato
descrito, Martin e colaboradores (2018) em seu estudo descreveram uma
associacdo positiva entre 0 consumo de pesticidas e o desenvolvimento
de céncer de colon no Brasil. Esses dados corroboram os efeitos
observados no presente estudo. Nesse sentido, o desbalanco no estado
redox e as alteracdes nos sistemas de defesa antioxidantes observadas no
colon dos filhotes expostos ao HBG sugerem a indugdo de estresse
oxidativo e a vulnerabilidade desses tecidos ao dano pelo herbicida
glifosato. Destaca-se ainda que a exposi¢cdo ao herbicida ocasiou
respostas opostas sobre a atividade da enzima GST em duodeno e célon
da prole. Os mecanismos envolvidos nesses efeitos ndo sdo conhecidos.

Sabe-se que a producdo de ERO e o0 acimulo de H,O, levam ao
estresse oxidativo, 0 que pode ocasionar um desbalanco na producéo de
citocinas e desencadear processos inflamatorios e, consequentemente
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gerar alteracdes fisiopatoldgicas (Al-Harbi et al., 2015). No entanto,
poucos sdo os estudos que avaliaram o efeito de herbicidas, incluindo
glifosato, em marcadores inflamatérios intestinais. O presente estudo
investigou os efeitos da exposicdo materna ao HBG na concentracdo de
citocinas pro-inflamatorias no intestino de ratos imaturos. Os resultados
mostraram aumento na concentra¢do do TNF-a no c6lon desses animais.
Esses dados sugerem um potencial efeito pré-inflamatério associado a
exposicdo ao glifosato.

Os efeitos da exposicdo ao glifosato sobre as concentracGes de
TNF-o foram investigados por Ma e Li (2015). Os pesquisadores
expuseram carpas a diferentes concentracdes de glifosato na agua e
observaram resultados contraditérios com relacdo aos niveis de TNF-a
nos diferentes tecidos avaliados. Os resultados mostraram aumento nas
concentracdes de TNF-o aumentados no figado, baco e rins das carpas
guando expostas as oncentracGes mais altas do herbicida; por outro lado,
a exposicdo a concentracdes mais baixar levou a diminuicdo dos niveis
de TNF-a nos rins dos peixes (1/5 da LCso).

Corroborando os dados obtidos no presente estudo no célon dos
filhotes, Ghasemi-Niri e colaboradores (2016) demonstraram que 0
phosolane, um composto organofosforado, acarretou em aumento na
peroxidacéo lipidica, estresse oxidativo e aumento nos niveis de TNF-a
no colon de ratos adultos. Entretanto, os pesquisadores demonstraram
gue a atividade da MPO e os niveis de IL-6 também estavam
aumentados pela exposicdo ao organofosforado, enquanto no presente
estudo o HBG ndo 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 més, e paralelamente, o grupo também avaliou o
possivel efeito do acido elagico, um composto fendlico presente em
diversas frutas e verduras, na protecdo contra os resultados de estresse
oxidativo, dano tecidual e inflamacdo e, demonstrou que o composto
alterou todos os pardmetros 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
expressdo de TNF-a no colon dos animais tratados, além de infiltragdo
de células inflamatérias neste tecido, observadas em imagens de
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microscopia de luz, e alteracbes na microbiota destes animais (Jin et al.,
2016).

Alem do que foi exposto, Sun e colaboradores (2018), ao expor
ratos adultos, via injecfes intragastricas com Phoxin, outro composto
organofosforado, demonstraram aumento na secrecdo e expressdo de
TNF-a no jejuno e ileo dos animais, acompanhado de diminui¢do da
expressdo de ocludina e claudina, proteinas responsaveis pela
manutencdo das juncdes comunicantes intestinais e alteracfes na
microbiota fecal. O TNF é uma das citocinas envolvidas na sinalizacédo
para endocitose da ocludina, uma proteina responsavel pela manutencéo
das juncOes oclusivas do intestino. Assim, altos niveis de TNF estdo
relacionados com diminuigdo da permeabilidade intestinal (Al-Sadi et
al., 2008).

Alteracdes na integridade da barreira intestinal, seja de juncdes
comunicantes e/ou estrutura de microvilosidades e diminuigdo na
producéo e espessura do muco, predispdem a translocacdo bacteriana e,
consequentemente, geram exacerbacdo do extresse oxidativo e
inflamacdo (Al-Sadi et al., 2008). O presente estudo é o primeiro a
demonstrar, através de imagens de MEV e MET, que a exposicdo ao
HBG durante os periodos gestacional e lactacional foi capaz de diminuir
a quantidade de muco e alterar a ultraestrutura de microvilosidades do
duodeno e culminar em translocacéo bacteriana no célon.

Estudos a respeito das possiveis alteracdes histolégicas e
ultraestruturais do intestino, ocasionadas por glifosato sdo 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 diminuicdo na
resisténcia elétrica transmembrana, aumento na permeabilidade
paracelular, o que favorece a entrada de glifosato nas células, além de
gerar desorganizacdo no citoesqueleto de actina (Vasiluk et al., 2005).
Por outro lado, Chtopecka e colaboradores (2014; 2017) demonstraram
alteracdo da motilidade de porcdes 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
exposicdo 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 alteracdes.

Os efeitos no intestino, ocasionados por outros agrotdxicos,
corroboram os encontrados no presente estudo com relacdo a infiltracdo
de linfocitos. 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
infiltracdo de células inflamatorios (Cakici, 2016). Outro estudo,
realizado por Jin e colaboradores (2016), também observou aumento na
infiltracdo de células inflamatdrias no c6lon de camundongos machos
expostos ao fungicida Imazalil.

O estresse oxidativo, inflamacdo e a predisposicdo a
translocacdo bacteriana vem sendo discutidos como causa ou
consequéncia de alteragcbes na composicdo da microbiota intestinal
(Slyepchenko et al., 2016; Vrakas et al., 2017). Ainda, outro fator que
tem ganhado atencdo especial nos ultimos anos é a influéncia da
mitocOndria na modulacgdo da qualidade e diversidade da microbiota, por
seu papel durante a inflamacéo e modulacdo de respostas imunes. Tanto
a microbiota comensal, quanto a patogénica, produz substancias que
atuam na atividade da mitoc6ndria, podendo resultar em producgéo de
EROs (Marciano e Vajro, 2017).

Ressalta-se aqui gque, somado aos resultados relacionados ao
desbalanco redox ocasionado pela exposicdo indireta ao HBG, segundo
imagens de MET do presente estudo, foi possivel observar aumento no
nimero e na morfologia mitocondrial, com aparente alteracdo nas cristas
mitocondriais, aumento da espessura e ruptura de membrana, indicando
swelling mitocondrial. Os dados do presente estudo corroboram os
dados ja encontrados na literatura, onde foram analisadas imagens de
microscopia eletronica de hepat6citos de peixes expostos a formulagédo
comercial contendo glifosato (Szarek et al., 2000). Em contrapartida, em
outro estudo, in vitro, quando swelling mitocondrial foi analisado
espectrofotometricamente em mitocdndrias de figado de ratos isoladas e
expostas a uma formulacdo comercial contendo glifosato ou glifosato
isolado, ndo foi observado alteracdo significativa neste marcador
(Peixoto, 2005).

O Programa Nacional de Toxicologia reportou que 55% dos
residuos de glifosato sdo eliminados nas fezes (Chan e Mahler, 1992).
Dessa forma, pode-se hipotetizar que ap6s exposicdo ao glifosato, a
microbiota intestinal (presente nas fezes) estard em contato com o
herbicida, substancia esta que inibe a via do Chiquimato presente em
bactérias e essencial para producdo de aminodcidos aromaticos.
Consequentemente, essas bactérias poderdo ser afetadas pela exposicédo
ao glifosato. Corroborando essa hipotese, a analise da microbiota por
gPCR demonstrou que a exposi¢cdo materna ao HBG foi capaz de alterar
a composigdo da microbiota fecal de ratos imaturos, com aumento no
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contetdo de Firmicutes e B. fragilis, quando comparados as fezes dos
animais controles.

As bactérias do filo Firmicutes representam a maioria da
microbiota intestinal, compreendendo mais de 250 géneros como
Lactobacillus, Streptococcus, Mycoplasma, e Clostridium, e tem a
capacidade de produzir acidos graxos de cadeia curta, como 0 acido
butirico. Bacteroidetes sdo o segundo filo presente em maior quantidade,
com aproximadamente 20 géneros, incluindo Bacteroides que sao
capazes de produzir hidrogénio. O resultante da interacdo de cada grupo
bacteriano, pertencente a microbiota intestinal, com o hospedeiro ainda
ndo esta totalmente elucidado, ainda assim, alteracfes na composi¢do da
mesma ja sdo correlacionadas com diversas doencas (Slyepchenko et al.,
2016; Vrakas et al., 2017).

O aumento no conteudo de Firmicutes ja € descrito em criangas
com sobrepeso e obesas (Barczynska et al., 2018), e estd associado a
doencas metabdlicas (Lai et al., 2018). Por outro lado, pacientes com
doencas intestinais como colite ulcerativa (Zamani et al., 2017), doenga
inflamatdria intestinal (Rashidan et al., 2018) e doenca celiaca (Sanchez
et al., 2012) apresentam aumento no contetdo de B. fragilis.

A investigacdo quanto aos efeitos do glifosato na microbiota de
roedores é recente, sendo o primeiro estudo conduzido em animais em
laboratério foi publicado em 2018 por Nielsen e colaboradores (2018).
Os pesquisadores trataram ratos Sprague-Dawley adultos com glifosato
ou uma formulacdo comercial contendo glifosato, por gavagem, durante
duas semanas e avaliaram também a concentracdo inibitéria minima
(CIM) de glifosato para diferentes culturas bacterianas, além do efeito
neste parametro ao adicionar aminoécidos aromaticos a estas culturas. O
estudo ndo obteve éxito em demostrar alteraces na microbiota intestinal
destes animais, seja entre 0s grupos ou antes e apds a exposicdo ao
herbicida. Contudo, observaram que a CIM de glifosato era
significativamente aumentada com a adi¢do de aminoacidos aromaticos
ao meio de cultura, apontando a disponibilidade destes aminoacidos no
intestino como a justificativa para o limitado efeito do glifosato na
microbiota animal.

E importante citar que uma limitacio deste primeiro estudo foi o
curto tempo de exposicao, enquanto o estudo subsequente, de Lozano e
colaboradores (2018), avaliou os efeitos de uma formulagdo comercial
contendo glifosato administrada na agua de beber, em diferentes
concentraces (0,1 ppb, 400 ppm e 5000 ppm), para ratos Sprague-
Dawley adultos por um periodo de 2 anos. Nesse, foram conduzidas
andlises 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 especificas. O estudo demonstrou que as
alterages na microbiota fecal ocasionadas pelo herbicida sé&o
dependentes do género, com aumento na familia de Bacteroidetes e
diminuicdo em Lactobacillaceae, além de alteracdo na razdo entre
Firmicutes e Bacteroidetes nas fémeas. 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 antibiotico do glifosato ja 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 gPCR, nédo expressa 0 gene para enzima EPSPS.

Esses resultados, portanto, jA reconhecem a possibilidade de
diferentes efeitos do HBG na microbiota, como os apresentados no
presente estudo, seja em sua diversidade ou composicao, assim como 0s
diferentes mecanismos pelos quais pode afetar a composicdo das
bactérias e até gerar meios de resisténcia destas a antibidticos como
citado por Good (2018).

Ainda, os efeitos e correlacdes entre estas alteracdes e 0s
desfechos fisiol6gicos advindos da exposicdo ao HBG ainda nédo estdo
totalmente esclarecidos na literatura cientifica. Estudo recente encontrou
resultados similares ao do nosso grupo de pesquisa (Cattani et al., 2017)
guanto a inducdo de um comportamento tipo depressivo, ao expor
camundongos a diferentes dosagens de HBG, de forma aguda e crbnica
(Ait Bali et al., 2017). Por outro lado, os pesquisadores demonstraram
diminuicdo no contetdo de Corynebacterium, Firmicutes, Bacteroidetes
e Lactobacillus nas fezes dos camundongos expostos, contrariando 0s
dados encontrados no nosso estudo, onde houve aumento significativo
no contetdo Firmicutes nas fezes de ratos imaturos expostos ao HBG
durante gestacdo e lactacéo.

Nessa perspectiva, poderia se justificar as diferencas nos
resultados, uma vez que, ratos e camundongos apresentam uma
prevaléncia na composicdo de bactérias mais distinta (Flemer et al.,
2017), e cabe salientar que ratos se apresentam como bom modelo
experimental para avaliagdo 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
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exposicdo ao herbicida em ratas Sprague-Dawley gestantes na agua de
beber até o desmame, posteiormente, a prole continuou recebendo o
tratamento ad libidum na agua até 125 dias de idade. As fezes foram
coletadas e analisadas em diferentes periodos do protocolo, contudo,
diferencas significativas na microbiota s6 foram observadas nos animais
com 31 dias de idade, tanto nos grupos expostos ao glifosato ou HBG, e
apresentaram aumento significativo no género Prevotella (Filo
Bacteroidetes) e género Mucispirillum (Filo Deferribacteres) e
diminuicdo na prevaléncia do género Lactobacillus (Filo Firmicutes) e
do género Aggregatibacter (Filo Proteobacteria).

Os efeitos da exposicdo 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 investigacdo, assim como seu
potencial risco para sadde dos seres vivos e do ecossistema.

Considerando-se o0 uso cada vez maior de agrotéxicos,
justificado pela necessidade de se aumentar a producdo de alimentos
para uma populacdo em crescente expansdo, os poluentes ambientais
tém se tornado um perigo para a salde cada vez mais comum nas
Gltimas décadas. Recentemente, varios estudos demonstraram a
profunda relacdo entre a microbiota intestinal e nossa satde.

A microbiota intestinal é muito sensivel aos efeitos de
compostos toxicantes variados, farmacos (em especial os antibiéticos),
estado nutricional, dieta e poluentes ambientais. No presente estudo
apresentamos os efeitos da exposicdo materna ao HBG no intestino e na
microbiota intestinal da prole. Esses eventos podem estar associados a
efeitos subsequentes na salde dos individuos. No futuro, mais estudos
devem envidar esforcos na compreensdo da relacdo entre poluicdo
ambiental, microbiota intestinal e salide humana.

6.1 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que a exposicdo materna ao
HBG induz estresse oxidativo tanto no duodeno como no célon final da
prole. Corroborando o deshalanco redox no intestino da prole, os
resultados evidenciaram acUimulo de EROs, peroxidacdo lipidica e
deplecdo de GSH em intestino de ratos expostos. Esses efeitos foram
acompanhados de alteragdes na atividade de enzimas antioxidantes
como SOD, CAT, GPx, GR e GST, bem como ativacdo de mediadores
inflamatdérios. Em conjunto, o estresse oxidativo e inflamagéao
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provocaram alteracGes ultraestruturais no duodeno e célon final da
prole, desencadeando translocacdo bacteriana. Além disso, os resultados
do presente trabaho aumentam o escopo de pesquisas que comprovam
os efeitos deletérios que a exposi¢do ao HBG gera na composi¢cdo da
microbiota e pH fecal de animais de laboratério.

A Figura 34 sumariza os efeitos da exposicdo materna ao HBG
durante a gestacdo e lactagdo sobre o duodeno, célon final e fezes da
prole.

Figura 34- Resumo dos efeitos da exposicdo materna ao HBG no duodeno,
célon final e microbiota de ratos imaturos.
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A exposicdo materna ao HBG ocasionou uma perturbacdo na
composicdo do microbioma intestinal, o que pode acarretar em
alteracBes nos perfis dos metabdlitos produzidos pela microbiota.
Considerando-se que o sistema imune &, geralmente, o primeiro alvo de
influéncia da microbiota e seus metabodlitos, podemos especular que a
exposicdo a0 HBG pode influenciar o metabolismo energético, o
sistema enddcrino, o sistema nervoso, o sistema digestdrio e assim por
diante.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho concluiu que a exposicdo ao HBG durante 0s
periodos gestacional e lactacional induz alteragdes na microbiota,
estresse oxidativo, inflamacdo e alteracBGes ultraestruturais na barreira
intestinal, no duodeno e colon final de ratos imaturos.

Levando em consideracdo os dados ja discutidos, e a recente
literatura cientifica relacionada as consequéncias fisiopatoldgicas da
disbiose, reafirma-se a hipoGtese que as alteracdes no sistema nervoso
central ja descritas com 0 mesmo modelo experimental, relacionados a
estrsse oxidativo e excitotoxicicade gluatamatergica, assim como
comportamento tipo depressivo na idade adulta desta prole, podem estar
associadas a desbalanco da microbiota intestinal ocasionada pela
exposicdo ao glifosato demostrada agora.

A partir dos dados destes dados, enfatiza-se a importancia e a
necessidade de considerar a microbiota intestinal como um indicador
toxicoldgico para a poluicdo ambiental. No futuro, mais estudos devem
buscar compreender o mecanismo da disbiose da microbiota intestinal
induzida pela poluicdo ambiental e sua influéncia a longo prazo na
salde.

Atualmente, estudos estdo focados na relagdo causal entre a
microbiota e os sintomas associados a microbiota. Talvez o melhor
entendimento do microbioma intestinal, e seu papel nos processos
salide-doenca, possa fornecer um novo alvo para intervencgdo profilética
ou terapéutica frente os efeitos potencialmente nocivos do glifosato.

O modelo experimental utilizado proporciona um melhor
entendimento sobre os efeitos do HBG em um periodo importante do
desenvolvimento do organismo, e ajuda a prever possiveis futuras
complicagdes fisioldgicas. A continuidade nas pesquisas, utilizando-se
do mesmo modelo, investigando os efeitos nos diversos 6rgdos e
sistemas, pode trazer um conhecimento mais amplo e um entendimento
holistico quanto aos efeitos do HBG, e proporcionar bases cientificas
para desenvolvimento de estratégias para prevencdo e tratamento dos
efeitos deletérios ocasionados pelo herbicida na satide da populag&o.
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