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RESUMO

Os agrotoxicos sdo considerados desreguladores endocrinos e, por um periodo de exposicdo
crénica, podem desencadear doencas metabdlicas, como obesidade e diabetes mellitus. A
exposicao a estes compostos geralmente é por via oral com a ingestdo de alimentos. O primeiro
contato com o organismo é pelo trato gastrointestinal e, consequentemente, a microbiota
intestinal que, quando afetada, ocorre a chamada dishiose. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a exposicao subcronica de uma mistura de agrotoxicos (imidacloprido, tebuconazol e glifosato)
em baixas doses por meio do estudo de genotoxicidade e metabolomica untargeted e o impacto
na microbiota com a modulagdo pelo probidtico Bifidobacterium longum 5. Para isso, foram
utilizados 4 grupos de animais: Controle (CTRL); Agrotoxicos (AGT); Probidtico (PROB) e
Mistura e Probidtico (AGT+PROB). Os parametros avaliados foram: peso corporal; peso
relativo dos ¢rgdos (figado, baco, rins e tecido adiposo periuterino); glicemia jejum;
sensibilidade a insulina; colesterol total e triglicérides séricos; estresse oxidativo (peroxidacdo
lipidica e atividade da superdxido dismutase); avaliacdo da atividade da mieloperoxidase
(MPO), avaliacdo histopatoldgica (baco, intestino grosso e rins); microbiota intestinal;
producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC, acetato e butirato); teste de micronucleos
e analise de estudo da metabol6mica com abordagem untargeted. A exposicéo aos agrotoxicos
em baixas doses ndo alterou peso corporal, peso relativo dos 6rgédos e histopatologia, mas
causou aumento do colesterol total, diminuigdo dos triglicérides séricos e resisténcia a insulina,
sem alterar a glicemia jejum dos animais; dimunuiu a atividade da MPO no baco; e apresentou
efeito genotdxico, aumentando a frequéncia de microndcleos (MN) no sangue periférico dos
animais. A modulagdo da microbiota intestinal por B. longum 5'A apesar da mistura ter
prejudicado crescimento e metabolismo de AGCC das bactérias por diminuicéo da producdo de
acetato e butirato, conseguiu auxiliar os animais expostos a reduzir a peroxidacao lipidica e,
consequentemente, o estresse oxidativo, em via independente a producdo de AGCC. A analise
metabolémica untargeted por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas
identificou que a mistura de agrotéxicos produziu toxicidade por maltiplos mecanismos, mas
principalmente por estresse oxidativo, afetando o metabolismo energético dos animais expostos
por alterar o ciclo de acido tricarboxilico, metabolismo da galactose, via do glioxilato e
biossintese de acidos carboxilicos, confirmando as alteracGes no colesterol total, triglicérides e
resisténcia a insulina. O probidtico B. longum 5 conseguiu reverter os danos causados pelo
estresse oxidativo da mistura de agrotdxicos, visualizado na analise metabolémica pela reducéo
dos metabolitos glutamina, acido malico, &cido glicénico e &cido 2-hidroxibutirico. Assim,
sugere-se que a modulagdo por B. longum 54 otimizou o metabolismo de carboidratos/
energético dos animais, equilibrando as reacdes anabdlicas e catabolicas e controlando a via
das pentoses fosfato e NADPH, aliviando o estresse oxidativo. Os dados deste estudo sugerem
que a mistura de agrotoxicos de imidaclorpido, tebuconazol e glifosato, em baixas doses e por
periodo subcrdnico, é desreguladora enddcrina, atuando sobre a microbiota intestinal e levando
a disbiose, e causando estresse oxidativo, que acarreta em alteracfes no colesterol total, dos
triglicérides séricos e na resisténcia a insulina. Estes resultados também sugerem que a
microtiota intestinal pode ser utilizada como biomarcador de suscetibilidade a exposicao
ambiental a agrotdxicos em baixas doses.

PALAVRAS-CHAVE: Desregulacdo endocrina; agrotoxicos; imidacloprido; tebuconazol,
glifosato; metaboldmica, microbiota.



ABSTRACT

Pesticides are considered endocrine disruptors and, with chronic exposure, can trigger
metabolic diseases such as obesity and diabetes mellitus. Exposure to these compounds is
usually oral through the ingestion of food. The first contact with the body is through the
gastrointestinal tract and, consequently, the gut microbiota, which, when affected, leads to
dysbiosis. The aim of this study was to evaluate the subchronic exposure to a mixture of
pesticides (imidacloprid, tebuconazole, and glyphosate) at low doses through genotoxicity and
untargeted metabolomics studies and the impact on the microbiota with modulation by the
probiotic Bifidobacterium longum 5. For this, four groups of animals were used: Control
(CTRL); Mixture (AGT); Probiotic (PROB); and Mixture and Probiotic (AGT+PROB). The
parameters evaluated were: body weight; relative weight of organs (liver, spleen, kidneys, and
periuterine adipose tissue); fasting glucose; insulin sensitivity; total cholesterol and serum
triglycerides; oxidative stress (lipid peroxidation and superoxide dismutase activity);
myeloperoxidase (MPQ) activity evaluation; histopathological evaluation (spleen, large
intestine, and kidneys); gut microbiota; short-chain fatty acid (SCFA) production (acetate and
butyrate); micronucleus test; and untargeted metabolomics analysis. Exposure to pesticides at
low doses did not alter body weight, relative weight of organs, or histopathology but caused an
increase in total cholesterol, a decrease in serum triglycerides and insulin sensitivity, without
altering fasting glucose in the animals; decreased MPO activity in the spleen; and showed a
genotoxic effect, increasing the frequency of micronuclei (MN) in the peripheral blood of the
animals. The modulation of the gut microbiota with B. longum 5, despite the mixture having
harmed SCFA production of the bacteria by decreasing acetate and butyrate production, helped
exposed animals reduce lipid peroxidation and, consequently, oxidative stress, via an
independent pathway of SCFA production. Untargeted metabolomics analysis by gas
chromatography-mass spectrometry identified that the pesticide mixture produced toxicity
through multiple mechanisms, but mainly through oxidative stress, affecting the energy
metabolism of exposed animals by altering the tricarboxylic acid cycle, galactose metabolism,
glyoxylate pathway, and carboxylic acid biosynthesis, confirming alterations in total
cholesterol, triglycerides, and insulin sensitivity. The probiotic B. longum 5 managed to
reverse the damage caused by oxidative stress from the pesticide mixture, as seen in the
metabolomics analysis by the reduction of metabolites such as glutamine, malic acid, gluconic
acid, and 2-hydroxybutyric acid. Thus, it is suggested that modulation by B. longum 5%
optimized the carbohydrate/energy metabolism of the animals, balancing anabolic and catabolic
reactions and controlling the pentose phosphate and NADPH pathways, alleviating oxidative
stress. The data from this study suggest the mixture of imidacloprid, tebuconazole, and
glyphosate pesticides, at low doses and for a subchronic period, is an endocrine disruptor,
affecting the gut microbiota and causing dysbiosis, and causing oxidative stress, which leads to
alterations in total cholesterol, serum triglycerides, and insulin sensitivity. These results also
suggest the gut microbiota can be used as a biomarker of susceptibility to environmental
exposure to pesticides at low doses.

KEYWORDS: Endocrine disruption; pesticides; imidacloprid; tebuconazole; glyphosate;
metabolomics; microbiota.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que um ter¢o da producgdo agricola mundial seja cultivada utilizando agrotoxicos,
sendo gastos, mundialmente, 38 bilhdes de dolares com estas substancias a cada ano. Para
justificar, utiliza-se a premissa de que a populacdo humana esta em rapido crescimento e que é
a necessario aumentar a producdo de alimentos. Desta forma, a pressdo constante sobre 0 uso
intensivo destas substancias quimicas se mantém. No entanto, assim como a produc¢éo agricola
foi “otimizada” pelo emprego de agrotdxicos, o uso excessivo destes produtos e a polui¢do
também aumentaram levando a um grande risco a saude (Carvalho, 2017; Lopes; Alburquerque,
2018; Zhang, 2018; Miglani; Bisht, 2019).

Agrotdxicos (AGT) séo utilizados ha décadas, em atividades como agropecuaria, madeireiras,
silvicultura, dedetizacdo urbana, campanhas de saude publica, para controlar pragas (insetos,
fungos, ervas daninhas) que ameacam a agricultura e a satide humana ou animal. A medida que
0 uso de varios tipos (organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretrdides etc.) foi
disseminado e o conhecimento de sua persisténcia no ambiente descoberto, fato relatado pela
primeira vez por Rachel Carson em seu livro Primavera Silenciosa, a preocupacdo sobre as
implicacdes da exposi¢do humana tornou-se crescente. A exposi¢cdo humana a agrotdxicos pode
acontecer por exposicdo direta (ocupacional) ou indireta, por contaminacdo ambiental, onde
ocorre a infiltracdo dessas substancias no solo e/ou recalcitrancia aos tratamentos da agua, e
ainda residuos das aplicacGes nas lavouras (Akhtar et al., 2009, Marchi et al., 2015, Carvalho
et al., 2017; Hayton et al., 2017).

A corrente utilizacdo de mais de um agrotoxico na pratica agricola, que pode ser resultante da
aplicacdo de diferentes tipos de Produtos Protetores de Plantas (PPP, do inglés Plant Protection
Products), como herbicidas, inseticidas e fungicidas, ou por formulagdes contendo mais de um
agrotoxico com diferentes modos de acdo no organismo alvo (estratégia adotada no manejo
integrado de pragas e nas boas praticas agricolas), tornou-se mais uma preocupacao para a
utilizagdo destas substancias. Dentre os agrotoxicos mais comercializados e com seus residuos
mais detectados em alimentos de origem vegetal, no Brasil e no mundo, estdo o glifosato, o
imidacloprido e o tebuconazol (Guo et al., 2018; Iturburu et al., 2019; ANVISA, 2023; Dong
et al., 2024).
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O risco potencial a longo prazo para os seres humanos e para 0 meio ambiente esté relacionado
ao fato de os agrotdxicos exercerem efeitos toxicos a salde por perturbar a homeostase de
organismos nao-alvos, causando, por exemplo, inflamacéo, estresse oxidativo e disturbios
intestinais, e, consequentemente, doencas metabdlicas, como diabetes mellitus 2 (DM2) e
obesidade, e cancer (Feng et al., 2018; Maia et al., 2020; Tekeli et al., 2021). Além disso, sdo
desreguladores enddcrinos (Sun et al., 2016; Sun et al., 2017; Jin et al., 2018; Mzid et al., 2018;
Berrouagye et al., 2019; Ndonwi et al., 2019; Fernandez-Vizcaino et al., 2020; Kale et al.,
2020; Ndonwi et al., 2020; Othmere et al., 2020; Ruuskanen et al., 2020; Gomes et al., 2021,
Kwon et al., 2021; Prasad et al., 2022; Chandran et al., 2023).

Em concentragBes muito baixas, hormonios regulam o metabolismo do sistema endocrino de
gorduras, carboidratos e proteinas e garante que essas fontes de energia consigam suprir as
necessidades do organismo em todos 0s momentos. Os horménios, nesse caso, Sa0 responsaveis
pelo armazenamento do excesso do “combustivel” na abundancia e de sua mobilizagdo em
momentos de necessidade, por meio da manutencao de niveis constantes de glicose no sangue
(Darbre, 2017). Partindo deste principio, desreguladores endécrinos (DE) séo definidos como
substancias que interferem com a producdo, liberacdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acédo
ou eliminacdo de hormdnios naturais no corpo, prejudicando a homeostase e desregulagéo os
processos de desenvolvimento, podendo, ainda, causar efeitos adversos na progénie, ou (sub)
populagdes (IPCS/ WHO, 2002; Aquino et al., 2013; Erguc et al., 2021; EPA, 2021).

Vaérios estudos indicam que agrotoxicos também podem causar estresse oxidativo e efeitos
genotoxicos resultantes da exposicdo, também em baixas doses (Pérez-lglesias et al., 2014;
Bagri et al., 2016; Iturburu et al., 2016; Stivaktakis et al., 2016; Castro et al., 2018; Guo et al.,
2018; Alvim et al., 2019; Cuenca et al., 2019; Morais et al., 2019; Andrioli et al., 2023; Dong
et al., 2024).. Compostos genotoxicos sdo aqueles capazes de alterar a integridade do genoma,
gue pode ser evidenciado por meio do ensaio de micronucleo. Micronlcleo é um pequeno
nucleo extra localizado no citoplasma celular, separado do nucleo principal, e € uma anomalia
celular de cromossomos que falharam em migrar para os pélos durante a anafase. Pode ser
causado por dano em cromossomo, ou serem fragmentos (clastogénico) ou cromossomos
inteiros (aneugénico) que permaneceram na célula durante a fase mitdtica, ndo sendo
incorporados aos nucleos filhos por ndo serem capazes de interagir com o eixo formado na
citocinese (Dertinger et al., 2011; Valente et al., 2016; Mossa et al., 2018; Chaufan et al., 2019).
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Com a exposi¢do da populacédo a residuos destas substancias quimicas por meio de suas dietas,
0 primeiro contato destas substancias, por via oral, é o trato gastrointestinal (TGI) e,
consequentemente, a microbiota. O microbioma intestinal € um sistema biol6gico complexo e
dindmico, composto por comunidades comensais, simbidticas e patogénicas, em sua maioria
bactérias (Evariste et al., 2019; Smith et al., 2020). A fermentagcdo microbiana de carboidratos
ndo digeridos, fibras e outros compostos dietéticos produz acidos graxos de cadeia curta
(AGCCQC), entre outros metabolitos, que podem atuar como “hormonios" e influenciar diferentes
processos metabdlicos do hospedeiro. Por isso, a microbiota intestinal é considerada, por alguns
pesquisadores, como um novo 6rgao endécrino (Velmurugan et al., 2017). Atualmente ha
indicacdo do uso de probidticos, microrganismos vivos que, quando administrados em
guantidades adequadas, conferem beneficios a saude do hospedeiro, para melhor a qualidade
de vida de individuos portadores de varios tipos doencas metabdlicas (Young et al., 2017).
Além disso, biotransformacdes catalisadas pelo microbioma intestinal podem proteger o
hospedeiro de véarios contaminantes ambientais (Haiser; Turnbaugh, 2013; Zimmermann et al.,
2019).

Apesar de estudos cientificos serem desenvolvidos e seus resultados relatarem os efeitos toxicos
como desregulacdo enddcrino, dentre outros, as evidéncias ndo sdo claras nas populactes
expostas. Como a exposicao a baixas doses € insidiosa, é preciso um longo tempo de exposi¢do
para que alteracdes fisioldgicas sejam visiveis. Assim, a utilizacao de recursos, como as ciéncias
-Omicas, € de grande valia nestes tipos de estudos (Lukowicz et al., 2019). Dentre elas, a analise
metabolémica confere informacdes sobre a interacdo do organismo com o ambiente (padrbes
metabolicos), identificando os metabolitos relacionados a processos bioldgicos (hormais ou
adversos). Pode ter uma abordagem global (Untargeted), que esta baseada na analise qualitativa
do maior nimero de metabolitos possivel, pertencentes a diversas classes quimicas, contidas no
sistema biologico em estudo; ou uma abordagem alvo (Targeted) definida como uma analise
guantitativa de metabdlitos pré-selecionados de determinada classe quimica ou que estejam
associados a rotas metabdlicas especificas (Fiehn, 2016). Na Toxicologia Ambiental, a
metaboldémica € usada na identificacdo de novos biomarcadores de contaminantes quimicos e
pode esclarecer os mecanismos de toxicidade destes agentes, por permitir estudar vias

metabdlicas alteradas (Roux et al., 2011).

Em geral, os efeitos & saide decorrente da exposi¢do aos agrotoxicos ndo surgem em um curto
periodo de tempo, fazendo com que haja uma janela epidemioldgica que torna dificil a

determinacdo do nexo causal. A complexidade do sistema endocrino em vertebrados,
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juntamente com o elevado nimero de novas moléculas sintéticas que surgem a cada dia,
incluindo agrotoxicos, tornam a tarefa de determinar o risco de desregulacdo enddcrina para

cada molécula mais dificil.

Visto a auséncia de modelos experimentais que possam mimetizar ou auxiliar o problema real
dos efeitos causados pela exposi¢cdo cronica de agrotdxicos amplamente utilizados, o presente
estudo visou padronizar e avaliar os efeitos genotdxicos e sobre o metabolismo de
camundongos C57bl/6 expostos a uma mistura de agrotoxicos com doses baixas por um periodo
de tempo considerado subcrénico. Para isso, foram escolhidos trés agrotdxicos para serem
administrados em mistura, de classes e mecanismos de acdo diferentes (um fungicida, um
inseticida e um herbicida). Estas substancias foram selecionadas por estarem entre 0s
agrotoxicos mais detectados nos alimentos consumidos pela populacdo do Brasil. A escolha foi
baseada em dados de pesquisas realizadas por instituicdes governamentais (IBGE, ANVISA e
MAPA), sendo as informacdes contidas nas Monografias de Agrotoxicos e nos Relatorios POF
(2008-2009) e PARA (relatorios 2013-2015 e parcial 2017-2018).

Além disso, considerando-se que a microbiota intestinal poderia ser afetada pela exposicdo aos
contaminantes, este estudo também visou avaliar os efeitos associados ao tratamento com o
probiético Bifidobacterium longum 5. A pergunta a ser respondida seria se a sua plasticidade
na presenca de contaminantes poderia ajudar na eliminacdo e no controle dos possiveis efeitos
causados por estes contaminantes ambientais nos animais que receberem a mistura dos trés
agrotoxicos. Sdo escassos 0s estudos cientificos que utilizam misturas em baixas doses de

agrotoxicos que analisam a composi¢do da microbiota.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como resultado dos crescimentos urbano e industrial e das atividades agricolas, contaminantes
produzidos pelos processos dessas atividades antropogénicas vem aumentando drasticamente.
Produtos quimicos, entre eles os agrotoxicos, estdo sendo desenvolvidos sem qualquer
consideracdo pelo risco potencial de longo prazo para os seres humanos e 0 meio ambiente e
muitas dessas substancias sdo ameacgas graves por, além de contaminar solo, ar, &gua e
alimentos, serem facilmente transferidos a sistemas bioldgicos, exercendo efeitos negativos a
salde causando, por exemplo, inflamacdo, estresse oxidativo e disturbios intestinais, e,
consequentemente, doencas metabdlicas, como DM2 e obesidade (Feng et al., 2018; Maia et
al., 2020; Tekeli et al., 2021).

No inicio da terceira fase da revolucdo industrial, por volta de 1940, os modelos de
desenvolvimento humano ndo levavam em consideragdo o meio ambiente. As primeiras
geracOes a sofrerem com os efeitos adversos de contaminantes ambientais foram as nascidas
entre 1950 e 1960, ainda no desenvolvimento uterino, principalmente devido ao acimulo dessas
substancias téxicas no tecido adiposo materno. Apesar dos efeitos toxicos de contaminantes
ambientais refletirem em animais silvestres mais rapido, o que os torna indicadores precoces de
poluicdo, os efeitos dessas substancias nos organismos humanos e, consequentemente, a
preocupacdo com o tema, somente foram avaliados quando os individuos nascidos neste
periodo de 1950 e 1960 adquiriram maturidade plena, por volta da década de 70 (Ghiselle;
Jardim, 2007; Tekeli et al., 2021).

O primeiro grande contaminante ambiental a chamar a aten¢cdo mundial foi o DDT, ou 1,1,1-
tricloro-2,2-bis(4-cloro-fenil) etano, um agrotoxico organoclorado, sintetizado em 1938 por
Paul Miller, o cientista ganhador do prémio Nobel em 1948 pela descoberta do “pesticida
milagroso”. O milagre tornou-se veneno, quando foi denunciado no livro “Primavera
Silenciosa”, de Rachel Carson, em 1962. Nesse livro, a ambientalista alarmou que certas
substancias quimicas artificiais que estavam se difundindo pelo planeta também estavam
contaminando a fauna silvestre e seres humanos. Entretanto, poucos deram atencéo ao relato na
época, pois, por exemplo, 0s agrotoxicos eram considerados garantia de alta safra de alimentos,
livrando as lavouras das pragas que tanto atormentavam os agricultores. Assim, durante

décadas, ar, solo e aguas receberam toneladas de residuos toxicos, ameacando a fecundidade,
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capacidade cognitiva/ emocional e sobrevivéncia ndo somente humanas, mas de todas as

espécies do planeta (Santamarta, 2001; Guimaré&es, 2019).

Em 2002, Theo Colborn, Dianne Dumanoski e Pete Myers escreveram o livro “Nosso futuro
roubado”, onde reuniram, pela primeira vez, importantes evidéncias baseadas em estudos de
campo, experimentos de laboratorios e estatisticas sobre o impacto da contaminacdo ambiental
sobre populagdes animais ¢ humanas. O “Dossié Abrasco — um alerta sobre os impactos dos
agrotoxicos na saude”, de 2015, também reuniu informagdes sobre o assunto, focando no Brasil.
Estas publicacOes revelaram evidéncias de defeitos congénitos, anomalias sexuais, falhas na
reproducdo, entre outras, todas originadas em substancias quimicas que substituem hormoénios
naturais, transformando os processos normais de reproducdo e desenvolvimento, associando
diversos agrotoxicos com o termo desreguladores endocrinos (Santamarta, 2001; Carneiro,
2015; Benvenga, 2020).

2.1 Agrotoxicos

2.1.1 Introducéo

Estima-se que um terco da producdo agricola mundial seja cultivada utilizando agrotdxicos.
Com a populacdo humana em rapido crescimento, a necessidade de aumentar a producdo de
alimentos mantém a pressdo constante sobre 0 uso intensivo destas substancias quimicas e de
fertilizantes. Sdo gastos mundialmente em torno de 38 bilhdes de dolares com agrotoxicos a
cada ano. No entanto, assim como a produgdo agricola foi “otimizada” pelo emprego de
agrotoxicos, o uso abusivo destes produtos e a poluigdo também aumentaram (Zhang, 2011,
Carvalho, 2017; Zhang, 2018; Miglani; Bisht, 2019; Dalmolin et al., 2020).

A Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, do inglés Food and

Agriculture Organization) define agrotoxicos como:

qualquer substdncia ou mistura de substincias destinadas a prevenir, destruir ou
controlar qualquer praga, incluindo vetores de doengas humanas ou animais, espécies
indesejadas de plantas ou animais que causam danos durante ou de outra forma
interferindo na produgdo, processamento, armazenamento, transporte ou

comercializacdo de alimentos, commaodities agricolas, madeira e produtos de madeira



31

ou alimentos para animais; ou substancias que podem ser administradas em animais

para o controle de insetos, aracnideos ou outras pragas em Seus COrpos.

H& inumeras atividades, como a producdo industrial, a agropecudria, o setor madeireiro, a
silvicultura, o manejo florestal, a preservacdo de estradas e a sadde publica, que necessitam
utilizar estes produtos (ANVISA, 2023).

Os agrotoxicos aplicados no campo agricola deveriam, teoricamente, ser apenas toxicos para 0s
organismos-alvo, biodegradaveis e ecoldgicos até certo ponto, entretanto, infelizmente, a
maioria das substancias quimicas utilizadas para este fim ndo tém nenhuma destas
caracteristicas, sendo inespecificos e matando organismos ndo-alvos que sdo essenciais para 0s

varios ecossistemas (Miglani; Bisht, 2019).

Segundo Hassaan e Nemr (2020), a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que um
milhdo de pessoas sejam intoxicadas de forma aguda por contato com agrotoxicos todos os
anos. Destes numeros, 70% correspondem a trabalhadores (exposicdo ocupacional) e a taxa de
mortalidade anual varia entre 0,4 e 1,9%. Além disso, mesmo que alguns agrotoxicos sejam
classificados como medianamente ou pouco tdxicos, baseados em sua toxicidade aguda,
exposicdes a doses baixas de agrotoxicos por meses, anos ou décadas estdo associadas a varias
sindromes metabdlicas que ocorrem em individuos expostos a médio e longo prazo e esta
exposicdo cronica também relaciona-se com o desenvolvimento de indmeros tumores,
distdrbios do sistema nervoso, méas-formacGes congénitas e distarbios endécrinos (Carneiro,
2015; Hassaan; Nemr, 2020).

No Brasil, 0 uso de agrotdxicos comegou a crescer exponencialmente a partir da década de 90,
saltando de 58.000 toneladas/ ano para 643.000 toneladas/ ano em 2015. Observa-se que em
1991, o consumo do pais era 7x menor do que o consumo dos Estados Unidos, mas em 2015,
era basicamente igual, proximo de 10% do consumo mundial. Em 2017, dez ingredientes ativos
foram responsaveis por 70% das vendas, e o glifosato ja& se destacava em primeiro lugar,
consumindo, em 2019, 217.592,24 toneladas deste herbicida. Dos cultivos, o trigo, milho e
cana-de-agucar corresponderam por cerca de trés quartos do total de agrotéxicos consumidos
no Brasil, sendo os estados Mato Grosso, S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Parand os recordistas
na utilizagdo, somando 58% do total (De Morais, 2019; Nunes et al., 2021).
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Embora existam inimeros tipos de agrotdxicos totais (ingredientes ativos — 1As), 0 maior
montante estd associado a apenas trés classes: 47,5% de herbicidas, 29,5% de inseticidas, 17,5%
de fungicidas, restando apenas 5,5% para 0s outros tipos de agrotoxicos. Apesar desta
classificacéo classica, existem diversas formas de se classificar os agrotdxicos (Hassaan; Nemr,
2020).

A classificagdo, recomendada por Drum em 1980, utiliza trés abordagens comuns aos
agrotoxicos: modo de acdo e organismo-alvo; estrutura quimica; e 0 modo de entrada no
organismo (sistémico ou de contato). A mais comum € a classificacdo quanto ao modo de a¢do
e organismo-alvo: inseticidas, herbicidas, fungicidas, raticidas, moluscicidas, nematicidas,
reguladores de crescimento de plantas e muitos outros. (Drum, 1980; Miglani; Bisht, 2019;
Hassaan; Nemr, 2020).

Dentro de cada categoria de modo de agdo e organismo-alvo, os agrotoxicos também podem
ser subdivididos, utilizando como base sua estrutura quimica, em: compostos organoclorados,
organofosforados, piretroides, derivados da ureia, benzimidazdis, fenoxiacidos, dinitroanilinas,
triazinas e triazois, tio e ditiocarbamatos, fenois e derivados, estrobilurina, entre outros. E a
forma mais adequada de classificacdo, pois fornece evidéncias da eficacia e das propriedades
quimicas e fisicas de cada agrotoxico. E importante ressaltar que cada grupo € projetado
especificamente para atacar pragas relacionadas, mas eles também causam efeitos tdxicos
indesejaveis em organismos nao-alvo (Aktar et al., 2009; Miglani; Bisht, 2019; Hassaan; Nemr,
2020).

Inseticidas sdo agrotdxicos utilizados para controlar uma grande variedade de insetos e outros
artropodes. Podem ser naturais (extraidos de plantas ou 6leos minerais) ou sintéticos (organicos
ou inorganicos), sendo subdivididos de acordo com sua estrutura quimica. Esta classe é
considerada a mais letal dentre os agrotoxicos e representa alto risco para organismos nédo-alvo.
Um resumo com a classifica¢do dos principais inseticidas do mercado mundial esta descrito na
tabela 1 (Miglani; Bisht, 2019).

Compostos utilizados para destruir ervas daninhas e outras vegetagdes indesejadas por inibicdo
de vias metabolicas das plantas ou dos processos fisioldgicos, pela interagdo com proteinas,
agindo em vias especificas ou inibindo a fotossintese, resultando na morte da planta ou
interrupgdo do crescimento, sdo chamados herbicidas. A principal forma de classificagdo é

quanto a forma de aplicacao: ao solo ou as folhas (Marchi et al., 2008; Cortese et al., 2022).
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Tabela 1 - Classificagdo dos principais inseticidas sintéticos organicos, baseada na natureza
de suas estruturas quimicas, de acordo com Comité de Acdo de Resisténcia a Inseticidas

(IRAC 2016).
Principais Grupos  Acdo Estrutura quimica Exemplos
Organofosforados Inibe a Acetilcolinesterase (AChE) O Clorpirifos,
no sistema nervoso de organismos I Diclorvos,
alvo. Sdo derivados do acido Rlo/ﬁ’-OR3 Triazofos,
fosférico. Em humanos, agem no R20 Profenofos,
SNC, sendo que o0s principais Paration, Forato.

sintomas de intoxicacdo sdo: tontura,
nausea, dor de cabeca, cdibras,
convulsdes, perda de reacdes, coma e

até morte.

Organoclorados Liga-se no sitio do &cido gama- H Clordano,
aminobutirico (GABA), inibindo o Endossulfan.
fluxo de cloro no sistema nervoso de /k
organismos alvo. S&o estiveis e Cl /70

persistentes no meio ambiente. Em Cl
humanos, acumulam-se no tecido
adiposo e causam alteracfes no SNC.

Carbamatos Inibe a Acetilcolinesterase (AChE) 0 Aldicarb, Carbaryl,
no sistema nervoso de organismos RI /&';\ _R2 Carbofurano.
alvo. A toxicidade dos compostos |
carbamato varia de acordo com a R3

estrutura molecular, mas em geral
tém duragdo menor que a dos
organofosforados e organoclorados.
Piretroides Em organismos alvo, atua no sistema N Beta-ciflutrina,
nervoso causando alteragbes na o~ (0\/@.3@ cialotrina, lambda-

permeabilidade da  membrana ° cialotrina, gama-

nervosa aos ions sodio e potassio, cialotrina,
causando uma hiperexcitacao neural. cipermetrina, alfa-
Sd0 derivados da piretrina, um cipermetrina, beta-
inseticida natural, tendo baixa cipermetrina,
toxicidade em aves e mamiferos e piretrinas (piretro).

alta toxicidade em peixes e
artropodes. S&o encontrados em
varios produtos comerciais de uso

doméstico.

Neonicotinoides Atua seletivamente no sistema i, Acetamiprido,
nervoso central (SNC) do inseto "*/ “o Clotianidina,
como agonistas dos receptores f\J/CH?\"\J"/” Imidacloprido,
nicotinicos de acetilcolina pos- a” SN Tiacloprido,
sinapticos (nAChRs). Séo Tiametoxam.

quimicamente  relacionados  a
nicotina, um inseticida natural, sendo
toxicos  para  vertebrados e
extremamente  prejudiciais  aos
polinizadores.

Fonte: Adaptado de Miglani; Bisht (2019).

Herbicidas aplicados ao solo se movem das raizes para as folhas, sendo transportados pelo
xilema. Estes herbicidas podem ser: inibidores de pigmentos, afetando a biossintese de

carotenoides e, consequentemente, de clorofila; inibidores do crescimento da planta,
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interrompendo o crescimento e desenvolvimento das plantulas, interferindo na germinacgéo das
partes aéreas e raizes e também na divisdo celular (por inibir a polarizacdo de tubulina); e
inibidores de fotossistema I1, alterando o fluxo de elétrons essencial para a fotossintese (Marchi
et al., 2008; Cortese et al., 2022).

Herbicidas aplicados as folhas podem ser de acéo local (contato), ou seja, ndo sdo deslocados.
Sdo preferidos aos sistémicos por agirem rapidamente e ndo persistirem no solo, podendo uma
nova cultura ser plantada logo ap6s o tratamento. A maioria dos herbicidas desta classe matam
a planta por destruir membranas celulares, por meio da formacgdo de radicais livres e
peroxidacdo lipidica. A desvantagem € que ndo sdo bons contra plantas de raizes profundas.
Podem ser: inibidores de fotossistema Il ou degradadores de membranas, ativados pela luz,
como os inibidores de protoporfirinas oxidases e os inibidores de fotossistema | (Marchi et al.,
2008; Cortese et al., 2022).

Os herbicidas aplicados as folhas com ac&o sistémica deslocam-se das folhas até os locais de
crescimento da planta, via floema, logo apds penetrarem pelas cuticulas das folhas, controlando
muito bem plantas daninhas perenes. Podem ser: reguladores de crescimento, ao imitarem o
horménio auxina, natural para as plantas; inibidores da sintese de aminoacidos aromaticos
(tirosina, triptofano e fenilalanina), importantes para a producéo de proteinas essenciais para o
crescimento das plantas; inibidores de aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e
vanila), essenciais em proteinas para producdo de novas células; e inibidores de lipideos,
importantes para membranas celulares, causando paralisia no crescimento das plantas. Esta
classe de herbicidas é a mais tdxica para organismos ndo-alvo por serem pouco seletivas
(Marchi et al., 2008; Cortese et al., 2022).

Agrotdxicos fungicidas séo utilizados para controlar doengas causadas por fungos, mas também
sdo utilizados para aumentar a produtividade, reduzir danos estéticos e aumentar o prazo de
armazenamento da producdo. Podem ser aplicados em varios momentos, como protecdo de
folnagem e brotacdes novas; tratamento de sementes; protecdo preventiva de ferimentos;
desinfecc@o do solo; tratamento pds-colheita para proteger a producdo; e quimioterapia para
infeccdo j& instalada (FRAC, 2022).

Fungicidas sdo classificados de diversas formas. Quanto ao principio do controle, podem ser
protetores (ou preventivos), impedindo o fungo de penetrar na planta; curativos, atuando ap6s
a infeccdo, mesmo sem a planta apresentar sintomas visiveis; erradicantes, atuando apés a

infeccdo instalada; e antiesporulantes, evitando que esporos germinem. Quando a modalidade,
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podem ser sistémicos (translocando-se pelas raizes/ xilema ou cuticula das folhas/ floema), de
contato (acdo local, sem penetrar na planta) ou mesostémico/ translaminar (movimentando-se
pelo limbo foliar). Quanto ao espectro de acdo, podem ser seletivos ou multialvos, atuando em
um Unico ponto ou em varios locais da via metabolica do fungo, respectivamente. Quanto ao
modo de acdo, podem: alterar a biossintese de esterol em membranas; alterar a biossintese da
parede celular; induzir a defesa em plantas hospedeiras; afetar a mitose e divisdo celular;
interferir na respiracdo; alterar a sintese de acidos nucleicos, de aminoacidos e proteinas; afetar
a sintese de lipidios e integridade da membrana e a sintese de melanina na parede celular; afetar
a transducdo de sinal; podem ser multiacdo; e ter modo de acao desconhecido ou inespecifico.
Também podem ser classificados quanto ao grupo quimico, sendo a maioria organicos. Existem
também os biofungicidas, que sdo organismos vivos que produzem substancias ativas contra
fungos (FRAC, 2022).

A exposicdo aos agrotoxicos pode causar doencas e elas estdo diretamente relacionadas ao tipo
de agrotoxico, tempo de exposicdo e a quantidade de produto absorvido pelo organismo. E
importante considerar também qual é a populacdo exposta, pois gestantes, criangas e
adolescentes sdo mais suscetiveis aos efeitos toxicos dessas substancias. A exposicdo pode
ocorrer no ambiente de trabalho, onde se destacam os trabalhadores rurais e de empresas
dedetizadoras; e no ambiente doméstico, por pulverizacbes aéreas e alimentos e bebidas
contaminadas, por exemplo (Hamdaoui et al., 2019; ANVISA, 2019; Barbosa et al., 2020;
Ganesan et al., 2020; Othmere et al., 2020; Kale et al., 2020; Abdel-Razik et al., 2021; Gorga
etal., 2021; Gomes et al., 2021).

De modo geral, as intoxicagdes agudas por agrotoxicos podem causar na pele: irritacdo na pele,
ardéncia, desidratacdo, alergias; nas vias aéreas e trato gastrintestinal: ardéncia do nariz e boca,
tosse, coriza, dor no peito, dificuldade de respirar, dor de estbmago, nauseas, vémitos, diarreia.
Os efeitos cronicos, quando em baixas doses e repetidas, podem ser relatados como: insénia,
falta de memdria, aborto, impoténcia sexual, depressdo, problemas respiratérios graves,
funcionamento do figado e dos rins prejudicados, alteracdes da producdo de horménios da
tireoide, dos ovarios e da prostata, infertilidade, malformacéo e problemas no desenvolvimento
intelectual e fisico das criancas. Muitos agrotoxicos sdo considerados carcinogénicos
(ANVISA, 2019; Dutra et al., 2020; Basso et al., 2021).

Devido ao uso generalizado de agrotdxicos na producédo de alimentos, é a exposi¢do ambiental

da populagdo a residuos destes produtos quimicos por meio de suas dietas, em baixas doses e
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de forma repetida que causa preocupacdo. Segundo a ANVISA, residuo de agrotoxico é
(ANVISA, 2023):

uma substancia ou mistura de substancias remanescente ou existente em alimentos ou
no meio ambiente decorrente do uso ou da presenca de agrotdxicos e afins, inclusive,
quaisquer derivados especificos, tais como produtos de conversao e de degradacéo,
metabolitos, produtos de reagdo e impurezas, consideradas toxicologica e

ambientalmente importantes.

Além das dietas, as pessoas também podem ser expostas a agrotoxicos usados em varios
ambientes, incluindo casas, escolas, hospitais e locais de trabalho, por uso de produtos
domeésticos; e por pulverizacdes aéreas programadas para a erradicacdo de insetos causadores
de endemias (Aktar et al., 2009; Niehe, 2022).

Orgéos nacionais e internacionais preconizam que o controle adequado de pragas esta n&o so
relacionado a escolha correta do agrotdxico, como também a forma adequada de aplicacéo do
produto. Estima-se que 50 % das aplicacbes de produtos ndo atinjam o alvo intencionado por
uso inadequado. Desta forma, as Boas Praticas Agricolas sdo apresentadas como abordagens
simples para maximizar a eficiéncia das aplica¢cdes dos produtos agrotdxicos, principalmente
com uma pulverizagdo apropriada, utilizando as préprias recomendacdes dos fabricantes dos

agrotoxicos, a geracdo de gotas, 0s bicos de pulverizacao e os tipos de alvo (EMBRAPA, 2016).

Residuos de agrotoxicos comecaram a ser analisados em alimentos de origem vegetal na Unido
Europeia em 1996, com sete compostos apenas (acefato, clopirifés, clopirifés-metil,
metamidofos, iprodiona, procimidona e clorotalonil) e os ditiocarbamatos. Neste ano, 9700
amostras foram analisadas e 5,2% continham residuos de algum agrotéxico. Dois anos depois,
20 agrotdxicos eram analisados, sendo que 32% das amostras de alimentos continham algum
residuo. Entretanto, até hoje, os cientistas ainda ndo tém uma compreenséo clara dos efeitos dos

residuos sobre a saide humana (Aktar et al., 2009).

No Brasil, a ANVISA, por meio do Programa de Analises de Residuos de Agrotdxicos (PARA)
em alimentos, verifica se 0s agrotoxicos estdo sendo empregados corretamente no territorio
nacional, entre outras atribuicbes. Este programa, criado em 2001 como um projeto e
transformado em programa em 2003 por meio da RDC n.119 de 19 de maio de 2003, é
desenvolvido anualmente pela SNVS (Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria) e tem como

objetivo estruturar um servico de avaliacdo e promover a seguranca dos alimentos em relacéo
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a residuos de agrotdxicos. O programa conta com a participacdo das 26 Unidades Federativas
(Parana retirou-se do programa) para averiguar se os alimentos comercializados em territorio
nacional apresentam concentrac@es de residuos de agrotoxicos dentro dos Limites Maximos de
Residuos (LMR) estabelecidos pela ANVISA; verificar se 0s agrotdxicos empregados nas
culturas estdo devidamente registrados no pais e se foram aplicados apenas nos alimentos para
0s quais estdo autorizados; estimar a exposi¢do da populacdo a residuos de agrotoxicos em
alimentos de origem vegetal e, consequentemente, avaliar o risco a saude decorrente dessa
exposicdo alimentar (ANVISA, 2016; ANVISA, 2019; ANVISA, 2023).

O monitoramento do uso dos agrotoxicos no Brasil tem muitas limitacbes por ser caro e
demorado. Além disso, 0 que se observa é gue quanto mais agrotdxicos sao autorizados, menos
se monitora. Uma vez que o governo libera uma substancia perigosa, € necessario saber o que
acontece com o pdés-registro (trabalhadores, consumidores e meio ambiente), mas isso ndo
acontece. O programa PARA/ ANVISA monitora 270 substancias e seus metabolitos, mas
demorou 4 anos para apresentar o ultimo relatorio (2019-2023). O SISAGUA, um sistema de
monitoramento das aguas do pais, regulamentado pela CONAMA 357, analisa apenas 27
agrotoxicos, dentre 504 monografias autorizadas (em julho de 2022) para uso na producéo
agricola. Alimentos processados e ultraprocessados, de origem animal e o proprio meio
ambiente (solo e ar) ndo sdo monitorados pelo governo, apenas em raras pesquisas cientificas
(Albuquerque et al., 2016).

O PARA avalia residuos de agrotoxicos em produtos de origem vegetal desde 2001, mas, apesar
de atualmente analisarem 80% destes alimentos citados pela POF 2008 (Pesquisa de Orgamento
Familiar), por ano escolhem somente 13-14 alimentos da lista. Sdo até 342 ingredientes ativos
de agrotoxicos e seus metabolitos monitorados, dados apresentados no relatorio dos ciclos
2018-2019 e 2022 (ANVISA, 2023), enquanto a FDA (do inglés, Food and Drug
Administration), agéncia americana, em seu ultimo relatorio (outubro de 2023, referente ao ano
de 2021) analisou 740 agrotoxicos e produtos quimicos industriais, em amostras de origem
vegetal, animal e produtos importados (FDA, 2023). Além disso, os valores de Limite Maximo
de Residuos (LMR) permitidos pela legislagéo brasileira, que sdo niveis mais altos de residuos
de agrotoxicos tolerados detectados em alimentos, sdo maiores em comparagao com outros
paises. Desta forma, uma analise de risco da exposicdo dos consumidores a agrotoxicos no

Brasil pode estar subestimada (Nunes et al., 2021).
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No Brasil, com a aprovagéo do Projeto de Lei 6.299/2002 (anteriormente apelidada de PL do
veneno, pela opinido publica), a nova Lei dos Agrotoxicos 14.785/2023 entrou em vigor em 27
de dezembro de 2023. Apesar dos vetos presidenciais, o Brasil entrou na contra-méo do
procedimento ideal para o uso de agrotdxicos, que seria quanto menos agrotoxicos autorizados,
menos 0 pais precisa monitorar. Em julho de 2022, havia 504 ingredientes ativos (lAs)
autorizados no pais, com respectivas monografias, sendo 3748 formulacGes autorizadas para
comercializacdo. Comparando com o ano de 2015, eram 430 IAs e 1400 formulag6es. De 2019
até a presente data, 30% dos IAs autorizados no Brasil ndo sao autorizados em paises europeus;
16 deles sdo altamente perigosos, 235 muito perigosos e 3 proibidos pela Unido Europeia desde
2009. Além disso, em menos de quatro anos, foram autorizadas 1682 novas formulagdes
(Carneiro, 2015; Nunes et al., 2021; Cione et al., 2024).

Pelo veto presidencial, a nova lei 14.785/2023 mantém, como na lei 7.802/1989, a triplice
autonomia de autorizacdo: o MAPA avalia a eficiéncia das substancias no combate as pragas;
a ANVISA afere possiveis danos relacionados a satde humana; e o IBAMA avalia os impactos
ambientais. O PL 6.299/2002, se tivesse sido aprovada na integra, teria centralizado a
autorizacdo no MAPA, ou seja, mesmo que a ANVISA e o IBAMA reprovassem um
agrotoxico, o MAPA teria a palavra final, podendo autorizad-lo. O MAPA também ficaria
encarregado de divulgar os resultados das analises de residuos de agrotoxicos em alimentos,
acoOes estas conjuntas que privilegiaram os grandes agricultores, limitando o perigo da utilizacédo
dos agrotdxicos a decisdes meramente politicas (Carneiro, 2015; Cione et al., 2024).

A quantidade de formulag6es com cada composto isolado mais a possibilidade de utilizacdo na
lavoura dos trés compostos ao mesmo tempo (herbicida, fungicida e inseticida) pelas boas
praticas agricolas, sugerem que ha possibilidade de mais de um agrotdxico ser encontrado em
uma refeicdo. A corrente utilizacdo de mistura de agrotdxicos na pratica agricola, hegemonizada
pelo mercado e pela politica governamental, ndo era contemplada nem na lei 7.802/1989, que
regula o uso de agrotoxicos no Brasil, nem esta na nova lei 14.785/2023 que a substituiu. O
Brasil é um dos paises que tem a legislacdo em vigor sobre registro e comercializagdo menos
restritiva comparada relacdo a Unido Europeia, por exemplo, sendo bem mais liberais, onde o
governo federal, apoiado pelo congresso nacional, favorece as grandes corporacdes
agroguimicas em detrimento ao meio ambiente e efeitos adversos a saude humana.
Independentemente do pais, 0 que se deve ter em mente é que ndo cabe as agéncias regulatorias
provarem que um agrotdxico é toxico. As empresas deveriam ser obrigadas a demonstrar, com

0 mesmo rigor que utilizam para a aprovacao de seus produtos, que 0s mesmos Nao Sao NOCivVos
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para a salde humana ou para 0 meio ambiente. O governo deveria ter focado em aprovar o PL
6.670/2016, que regulamenta a Politica Nacional de Reducdo de Agrotoxicos. Este projeto ja
foi aprovado em 2018 por uma comissao especial e aguarda para ser votado no plenario da
Camara (Carneiro, 2015, Nunes et al., 2021; Cione et al., 2024).

Existem muitas classes de substancias que sdo consideradas desreguladores enddcrinos, como
por exemplo os préprios hormdnios naturais estrogénicos, androgénicos (como contaminantes
ambientais por meio das excretas) e fitoestrogénicos; plastificantes, como ftalatos e bisfendis;
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs); parabenos; retardantes de chama; e outros.
Entretanto, os agrotéxicos tém chamado muito a atencao para seus efeitos como desreguladores
enddcrinos, tendo em vista o alcance da exposi¢cdo humana a estes compostos, além de serem
produzidos, diferentemente de outras substancias, como “veneno” (Boberg et al., 2010; Santos
et al., 2010; Aquino et al., 2013; Jagne et al., 2016; Zhang et al., 2016; Nowak et al., 2018;
Kim; Park, 2019; Kubincova et al., 2019; Gonsioroski et al., 2020; Rocha, 2020; Maia et al.,
2020; Bajard et al., 2021; Feiteiro et al., 2021).

2.1.2 Desreguladores Enddcrinos

O sistema enddcrino coordena as fungdes de inimeros tipos celulares, em organismos
multicelulares, por meio de uma complexa rede de hormdnios. Esta rede pode tanto causar
estimulacdo quanto retroacdo em cascata de eventos para que diferentes parametros fisiologicos
e suas respectivas fungdes, como desenvolvimento, crescimento, reproducédo, sejam adequados
para a saude e a sobrevivéncia de todo o organismo e, consequentemente, da espécie
(Combarnous, 2020).

Os hormonios e seus receptores evoluiram para promover a especificidade das ligacGes dos
pares horménio-receptor em todas as geragdes de espécies. A evolucao dos receptores nucleares
é controlada pela necessidade de reconhecer seu hormdnio cognato e também pela necessidade
de ndo se ligar a outra molécula circulante. Além disso, sistemas de conjugacéo e degradacéo
também foram aperfeicoados durante a evolucdo para limitar a meia-vida dos horménios.
Porém, a evolugdo das espécies ndo previu, com o desenvolvimento industrial e a introducéo
de milhares de moléculas organicas pequenas, que o0s receptores nucleares nao seriam seletivos

para evitar ligacdes de baixa afinidade. Ou seja, uma porcentagem dessas moléculas sintéticas
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introduzidas pelo homem no meio ambiente pode acomodar em um sitio de ligagdo e promover
a ativacdo ou inativacdo de um receptor. Estas moléculas atuam como desreguladores

enddcrinos (Combarnous, 2020).

Desreguladores endocrinos (DE), também conhecidos como disruptores enddcrinos,
perturbadores enddcrinos, agentes hormonalmente ativos, interferentes enddcrinos e
desreguladores quimicos enddcrinos, sdo definidos pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA,
do inglés Environmental Protection Agency) como agentes exdgenos que interferem com a
producdo, liberagdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormdnios
naturais no corpo, que sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase e a regulacdo dos
processos de desenvolvimento. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ainda acrescenta que,
além de ser uma substancia ou mistura que altera a(s) funcdo(des) do sistema endocrino, a
exposicdo a esses agentes, consequentemente, pode causar efeitos adversos em um organismo
intacto, ou sua progénie, ou (sub) populagdes (IPCS/ WHO, 2002; Aquino et al., 2013; Erguc
et al., 2021; EPA, 2021).

H& um grande nimero de substancias quimicas naturais, presentes nos alimentos, por exemplo,
que possuem propriedades bioldgicas, caracterizando-as como DEs, estendendo, assim, o
conceito além de produtos sintetizados pelo homem. Todas essas substancias, naturais ou
sintéticas, podem interferir direta ou indiretamente pela ligacdo com o receptor do horménio
enddgeno por meio de diferentes mecanismos, como ilustrado na figura 1 (Oliveira et al., 2018;
Combarnous, 2020; Merrill et al., 2020; Erguc et al., 2021).

Apesar de existirem mais de 1000 produtos quimicos de varias classes que alteram o sistema
enddcrino, DEs ndo séo classificados quanto a sua estrutura quimica ou por tipo de uso
especifico, apenas por seus mecanismos de acao e capacidade de alterar a funcdo do sistema

enddcrino (Oliveira et al., 2018).

Muitos DEs podem ser encontrados em produtos do dia-a-dia, como ingredientes ativos de
produtos de higiene pessoal e limpeza de ambientes, ou mesmo serem contaminantes de
alimentos e agua, como residuos de agrotdxicos e medicamentos. Nem sempre as estacdes de
tratamento de agua e/ou esgoto séo capazes de eliminar substancias recalcitrantes e, além disso,
a reacdo entre os agentes desinfectantes e matéria orgénica/ inorganica podem gerar outros
desreguladores. (Aquino et al., 2013; Darbre et al., 2017; Gonsioroski, 2020; EPA 2021; Erguc
etal., 2021).
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Grande parte dos DEs séo lipofilicos, depositando no tecido adiposo, e tendo, dessa forma, uma
meia-vida muito longa no organismo. Avaliar o impacto total da exposi¢do aos DEs ndo é facil,
pois os efeitos adversos podem se desenvolver de forma cronica, manifestando-se apenas anos
depois da exposicao (Gonsioroski et al., 2020; Kahn et al., 2020; Yilmaz et al., 2020).

Figura 1 - As principais caracteristicas dos desreguladores enddcrinos (DES).

As setas sinalizam dez caracteristicas-chave especificas, onde o simbolo + indica que pode
ocorrer aumento (amplificagdo) ou diminuicdo (atenuacédo) dos processos e dos efeitos. DEs:
podem interagir/ ativar (1) ou antagonizar (2) os receptores hormonais; Podem alterar a
expressao do receptor hormonal (3); Podem alterar a transducdo de sinal (incluindo alteracdes
na expressao de proteinas ou RNA, modifica¢cdes pds-traducionais e/ou fluxo idnico) em
células que respondem a horménios (4); Podem induzir modificacBes epigenéticas em células
produtoras de hormonios ou responsivas a horménios (5); Podem alterar a sintese hormonal
(6); Podem alterar o transporte de hormonios através das membranas celulares (7); Podem
alterar a distribuicdo hormonal ou os niveis hormonais circulantes (8); Podem alterar o
metabolismo ou a depuracdo hormonal (9); Podem alterar a resposta das células produtoras de
hormonios ou responsivas a hormonios (10).
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Um dos mecanismos de a¢do bem conhecidos dos DEs é alterar a fungdo enddcrina atuando
como agonista ou antagonista dos receptores nucleares. Os receptores nucleares (NRs) humanos
sdo uma familia de 48 fatores de transcricdo regulados por ligantes que controlam uma
infinidade de processos bioldgicos, como desenvolvimento, homeostase de &rgaos,
metabolismo, fungdo imunoldgica ou reproducdo. Eles abrigam a regulacéo da transcri¢do, bem
como as propriedades de ligagdo ao DNA e ao ligante incorporados em trés dominios estruturais
distintos e respondem a uma grande variedade de pequenos ligantes enddgenos, como
horménios, vitaminas, acidos graxos ou metabdlitos. Apds a ligacdo ao ligante, as alteracdes
conformacionais na regido C-terminal do dominio de ligacdo ao ligante permitem que 0s
receptores recrutem co-ativadores transcricionais. Os principais receptores afetados por DEs
sdo os receptores nucleares de estrogénio (ERa e ERP), receptores de androgénicos (ARs),
receptores tireoidianos (TRs), receptor X do pregnano (PXR), o receptor G relacionado ao
estrogénio (ERRg), os receptores X do retinoide (RXRS) e o0s receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma a ¢ y (PPARa e v), e a familia de receptores nao nucleares, como
o receptor de arilhidrocarboneto (AhR). Receptores, como ERs, AhR e PPARs, também estdo
presentes na mitocondria e muitos DEs se movem para dentro dessa organela e interrompem a
funcdo mitocondrial. Existem outros tipos de receptores além dos nucleares que DEs podem
atuar (Balaguer et al., 2017; Kim; Lee, 2017).

Apesar dos DEs atuarem alterando, imitando ou interrompendo a funcdo dos hormonios
gestacionais, incluindo, além dos hormonios estrogénios e andrégenos, 0s horménios
tireoidianos, tornando a gravidez um alvo sensivel a desregulacdo, os principais relatos
cientificos tendem a responder apenas a desregulacdo relacionada ao sistema reprodutivo,
focando nos efeitos (anti)estrogénicos ou (anti)androgénicos em animais silvestres, animais
experimentais e humanos. E, uma vez em contato com o organismo, esses substancias quimicas
podem, por exemplo, imitar um hormonio de crescimento, resultando em aumento da massa
muscular; podem responder em momentos inadequados, produzindo insulina quando nédo é
necessario; bloquear os efeitos de um hormdnio de crescimento de certos receptores, alterando
0 desenvolvimento normal do organismo; podem estimular ou inibir diretamente o sistema
enddcrino e causar superproducdo (hiper) ou subproducdo (hipo) de horménios da tireoide
(Marroqui et al., 2018; Pacyga et al., 2019; Kahn et al., 2020; Gonsioroski et al., 2020).

Estudos demonstram que DEs podem alterar o desenvolvimento, a fertilidade e a funcéo
reprodutiva de animais silvestres, de seres humanos e da vida aquatica. Exposigdes pré-natais

e perinatais podem gerar malformacBes genitais. Também sdo relatados aumentos nas
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incidéncias de doencas em fémeas, como endometriose, sindrome do ovario policistico, miomas
uterinos e canceres de ovario, Utero e mamas. Em machos, a sindrome da disgenesia testicular
acontece quando as mées sdo expostas, prejudicando a proliferacdo e o desenvolvimento das
células de Leydig no feto, levando a reducédo da producdo de testosterona ao longo da vida.
Também em machos pode ocorrer uma piora na qualidade do sémen, canceres de prostata e
testiculos (Jugan et al., 2010; Gonsioroski et al., 2020; Kahn et al., 2020).

Nos ultimos anos, a preocupacdo com a potencial relacdo entre 0 aumento da prevaléncia de
disturbios do neurodesenvolvimento e 0 aumento da exposi¢do a poluentes ambientais tém
aumentado. Sobre esta relacdo, estudos analisando os horménios da tireoide (HTs), que sédo
criticos na regulacdo do crescimento e diferenciacdo de muitos tecidos e érgdos, bem como na
homeostase energética e inimeras vias metabolicas importantes, estio sendo conduzidos. E
importante lembrar que a desregulagéo desses horménios tireoidianos na mée, que suprem o
feto até o segundo trimestre da gravidez, também pode causar grave comprometimento no
desenvolvimento, principalmente da maturacdo do cérebro de mamiferos, resultando em retardo
mental e defeitos neuroldgicos, como transtorno de déficit de atencdo, transtorno do espectro
autista e disfuncdo cognitiva e comportamental. Fetos e recém-nascidos, por estarem em
desenvolvimento, sdo 0s mais susceptiveis a desregulacdo enddcrina. Os DEs podem interferir
na sintese, acdo e metabolismo dos hormonios esteroides sexuais que, consequentemente,
causam problemas de desenvolvimento, infertilidade e cénceres sensiveis a horménios
estrogénicos e androgénicos. Alguns DEs exercem efeitos obesogénicos, podendo levar ao
desenvolvimento de DM2, por perturbar a homeostase energética. Interferéncias nos eixos
hipotalamo-hipofisario-tireoide e adrenal também sdo citadas na literatura (Jugan et al., 2010;
Kim; Park, 2019; Kahn et al., 2020).

H& muitos estudos associam os DEs a diversas doencas metabdlicas, como DM2 e obesidade.
Essas substancias podem afetar varios processos celulares, incluindo alguns relacionados a
producdo e utilizacdo de energia, levando a alteracbes na homeostase energética. Alterando o
metabolismo energético, os DEs afetam varios eventos celulares em diferentes organelas,
incluindo o reticulo endoplasmatico e as mitocondrias. As mitocondrias, essenciais em
organismos eucariontes, estdo implicadas, principalmente, na conversdo de energia celular
(fosforilacdo oxidativa), assim como participam de outros processos, como secre¢do hormonal,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e apoptose. Desta forma, a disfungédo
mitocondrial causada por uma capacidade oxidativa reduzida, uma oxidacdo lipidica

prejudicada e um aumento do estresse oxidativo, coloca esta organela no epicentro de muitos
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disturbios, incluindo envelhecimento e doencas metabolicas, como a resisténcia a insulina e,
consequentemente, ao desenvolvimento de DM2 (Fénichel; Chevalier, 2017; Marroqui et al.,
2018).

DEs que causam esta alteracdo metabolica, in vivo, por uma variedade de mecanismos,
independentemente da suscetibilidade a outros fatores, como dieta rica em gordura, séo
denominados obesdgenos. As substancias quimicas mais estudadas com estas caracteristicas
sdo bisfenois, nonilfendis, agrotéxicos (como glifosato e imidacloprido), ftalatos e parabenos,
por exemplo. Os obesdgenos podem atuar diretamente nos adipdcitos para aumentar seu
nimero, promover o armazenamento de gordura nos adipdcitos existentes ou produzir
adipdcitos disfuncionais; ou também podem aumentar indiretamente a adiposidade por varios
mecanismos, como interrup¢do do metabolismo e controle do apetite, alteragcdo dos pontos de
ajuste metabolicos, inducdo de alteracbes desfavoraveis na composi¢cdo do microbioma e
aumento da fracdo da ingestdo calorica que é armazenada como gordura. Fetos e criancas sdo
mais sensiveis a exposicao por terem uma menor capacidade metabolica, como uma menor
expressdo de enzimas do citocromo P450, responsaveis pela metabolizacdo de xenobidticos
(Tang-Peronard et al., 2011; Kim; Lee, 2017; Amato et al., 2021).

E importante ressaltar que a obesidade é um fator de risco para outras doencas, incluindo DM2,
doencas cardiovasculares, cancer, hipertensdo e asma (Tang-Peronard et al., 2011; Amato et
al., 2021).

Quando presentes nos alimentos, os primeiros contatos dos DEs, incluindo os residuos de
agrotoxicos, sdo com o trato gastrointestinal (TGI) e a microbiota intestinal. O TGI é a primeira
barreira fisica e bioldgica para conter os contaminantes ambientais contidos em alimentos,
sendo o primeiro sitio de exposicdo. IniUmeros estudos demonstram que a microbiota intestinal
tem um papel importante na toxicidade de agrotéxicos e, consequentemente, na salde humana
e animal. A microbiota se torna, entdo, um destinatario ndo intencional destas substancias. Ela
¢ um oOrgao metabolico com indmeras fungdes criticas para a manutencdo da homeostase no
hospedeiro. Assim, as doengas causadas por uma disbiose também podem ser provocadas por
poluentes ambientais, como as doencas metabodlicas (Yuang et al., 2019; Tsiaoussis et al.,
2019).
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2.1.3 Aspectos toxicoldgicos dos agrotoxicos Imidacloprido, Tebuconazol e Glifosato

O Programa de Triagem de Desreguladores Enddcrinos (EDSP, do inglés Endocrine Disruptor
Screening Program), da Agéncia de Protecdo Ambiental americana (EPA), em um esforgo para
identificar compostos desreguladores enddcrinos, avalia substancias quimicas por meio de
interacdes com as vias de sinalizacdo de estrogénio, androgénio ou tireoide. A teoria parece
simplificada, mas a quantidade de testes aplicados dificulta a avaliacdo, principalmente porque
é necessario considerar a complexidade do sistema enddcrino (Marty et al., 2015). Assim,
utilizando alguns destes parametros, ha estudos cientificos que consideram o imidacloprido, o
tebuconazol e o glifosato, trés agrotoxicos amplamente utilizados nas culturas por todo mundo,
desreguladores enddcrinos (Sun et al., 2016; Sun et al., 2017; Jin et al., 2018; Mzid et al., 2018;
Berrouagye et al., 2019; Ndonwi et al., 2019; Fernandez-Vizcaino et al., 2020; Kale et al.,
2020; Ndonwi et al., 2020; Othmere et al., 2020; Ruuskanen et al., 2020; Gomes et al., 2021,
Kwon et al., 2021; Prasad et al., 2022; Chandran et al., 2023).

O Imidacloprido, 1-[(6-Chloro-3-pyridinyl)methyl]-N-nitro-2-imidazolidinimine, foi o
primeiro inseticida neonicotinoide a ser registrado e € o representante mais importante da classe,
com amplo espectro e excelente atividade sistémica e de contato. Seu mecanismo de acao é
devido a estimulacdo de receptores nicotinicos pds-sinapticos de acetilcolina (nAChR) em
insetos. No Brasil, em 2020 foi um dos dez ingredientes ativos mais comercializados no pais e
desde o relatorio PARA/ ANVISA de 2013-15, seu residuo esté entre dez os mais detectados
em alimentos de origem vegetal (IBAMA, 2024; ANVISA, 2023). As contamina¢es de agua
e solo sdo preocupantes, pois, além de ser altamente soltvel em agua, seu tempo de meia-vida
é de 39 dias, podendo chegar a 3 anos se ndo sofrer fotdlise, o que eleva a sua classificagdo
ambiental para Il (muito perigoso para 0 meio ambiente). Sua utilizacdo esta proibida desde
2018 em paises da Unido Europeia e Reino Unido por causa do grave risco de extin¢do de
abelhas e geralmente suas formulacfes sdo classificadas toxicologicamente como Classe 4
(Produto pouco toxico) (Agrofit, 2024; IBAMA, 2024; Sun et al., 2017).

E considerado um agrotoxico de baixa toxicidade para humanos, pois tem baixa atividade com
0s receptores dos vertebrados, entretanto a toxicidade aguda em mamiferos envolve uma
combinacdo de atividades agonistas e antagonistas em varios subtipos de nAChR localizados
em varios tecidos, com sintomas colinérgicos semelhantes a nicotina, incluindo nausea, vomito,

dor abdominal, diarreia, salivagdo aumentada, dor de cabeca, tontura, agitacdo ou confuséo,
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podendo incluir coma, taquicardia ou bradicardia, hipotensdo e insuficiéncia respiratoria. O
tratamento recomendado em casos de intoxicagdo aguda é sintomatico, pois ndo ha antagonista
especifico e os sintomas podem estar associados a outros componentes da formulacéo do que
ao imidacloprido. Como este agrotdxico nédo inibe a acetilcolinesterase, o tratamento com oxima
reativadora (por exemplo, pralidoxima) ndo é indicado. Aproximadamente 96% do
imidacloprido absorvido por via oral é excretado na urina e nas fezes em 48h (razdo urina:fezes
de 4:1), apresentando circulacdo entero-hepatica. E metabolizado principalmente no figado, e
gera dois metabdlitos principais: acido 6-cloronicotinico (por clivagem oxidativa) e sua glicina
conjugada (conjugagédo) (INCHEM, 2001; Sun et al., 2016). Sabe-se pouco sobre o potencial
efeito cronico do imidacloprido em humanos. Estudos em animais indicam que este inseticida
pode ser, com doses a partir de 10 mg.kg™: hepatotoxico, com inducéo das atividades de P-450,
O-desmetilase e N-desmetilase; e neurotdxico, podendo causar morte dos animais. Também

pode causar perda de peso corporal (INCHEM, 2001).

Em estudos subcrénicos em animais, de acordo com as recomendac6es da OECD 408, Yuan e
colaboradores (2019) testaram, em camundongos machos, trés doses (3, 10 e 30 mg.L™) de
Imidacloprido em agua ad libitum, por 70 dias. A dose de 30 mg/L causou: perda de peso dos
testiculos, com alteracdes histopatoldgicas; diminuicdo de LDL sérico, mas sem alterar
triglicérides e HDL; diminuicdo de testosterona (T) e estrogénio (E) séricos, mas sem alterar a
relacdo entre os hormonios E/T (YUAN et al., 2020). Outro estudo, com 0s mesmos animais,
tempo e doses, identificou que a dose de 30 mg.L? desencadeia: perda massa do figado com
alteracdes histopatoldgicas; reducdo de enzimas hepaticas séricas; aumento da expressao de
genes relativos ao estresse oxidativo; reducdo dos sais biliares totais (sérico, hepatico e nas
fezes); reducéo na expressao do Cyp7al (ativado por sais biliares); aumento de muco intestinal
(MUC-1); alteracdo na microbiota: na abundancia relativa de bacterioidetes (aumento) e
Bacillota (diminuig&o); dishiose (aumento de micro-organismos aerébios e gram-negativos e
diminuicdo de anaerdbios e gram-positivos) (Yang et al., 2020). Bhardwaj e colaboradores
tambem testaram, por 90 dias em ratas Wistar, trés doses de imidacloprido: 5, 10 e 20 mg/kg
PC/dia e encontraram sinais de toxicidade apenas na maior dose, com alteracdes como diarreia,
salivacdo, dispnéia, piloerecdo, perda de peso, pesos relativos dos 6rgédos (figado apresentou
necrose focal); além disso, a exposicao as trés doses apresentaram aumento na glicemia jejum
dos animais expostos, sem alterar as dosagens de colesterol e triglicérides (BHARDWAJ et al.,
2010).
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O tebuconazol, (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl) pentan-
3- ol, é um potente fungicida triazol, formados por compostos heterociclicos constituidos por
trés atomos de nitrogénio no mesmo nucleo ciclico. Tem acao sistémica que inibe a biossintese
de ergosterol, o lipidio fundamental na permeabilidade e fluidez membrana fungica. Esta entre
0s agrotdxicos com residuos mais detectados nos alimentos de origem vegetal no Brasil, estando
em 4° lugar no ultimo relatério PARA ciclo 2022 (ANVISA, 2023). Sua ampla utilizagéo se
deve ao fato de, além de curar e erradicar doencas fungicas, pode proteger a colheita de
infestacdes, aumentando o seu rendimento (Dong et al., 2024; Othmere et al., 2020-2; Kwon et
al., 2021). Tem meia-vida longa no solo de até 180 dias, sendo classificado como Classe 1l
ambientalmente (muito perigoso para 0 ambiente) e variando, dependendo da formulagéo,
toxicologicamente entre Classe 1 (extremamente toxico) a Classe 5. (Ma et al., 2023; IBAMA,
2024).

Sintomas de intoxicacdo aguda do tebuconazol sdo dor abdominal, vémitos e nauseas, tosse,
com tratamento sintomatico. Intoxicagdes cronicas estdo relacionadas ao SNC e SNP, tecidos
reprodutivos e sistema hematol6gico, com comprometimento do desenvolvimento esquelético,
diminuicdo de peso, leucopenia e alteracfes nos triglicerideos (INCHEM, 1994; Andreu-
Sanchez et al., 2012). E excretado preferencialmente pela bile e fezes (90% em 72h), com
circulacdo entero-hepatica. Os principais metabdlitos sdo produtos da oxidacdo de um dos
grupos metil da porcdo butilica terciéria, sendo biotransformado a &lcool ou a acido carboxilico,
seguido de conjugacdo com glicuronideo ou sulfato, com uma pequena clivagem na fracdo
triazol (INCHEM, 1994).

Para estudos subcrénicos em animais, de acordo com as recomendagdes da OECD 408, o
documento do EPA informa que doses maiores que 100 mg.kg™ tém efeitos neurotdxicos em
camundongos. Contrapondo esta informacdo, estudos cientificos usam doses variando entre
4,17 a 100 mg.kg* P.C por dia (em geral 12,5 e 50 mg/kg PC/dia), por 90 dias, e, estas doses,
causaram alteracBes (neurotoxicas e desregulacdo enddcrina). Em ratos, por 28 dias, 0
tebuconazol (doses entre 0,9 e 50 mg/kg PC/ dia) causa: alteracdo na glutationa e nas atividades
de glutationa S-transferase, superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase no
figado; aumento das atividades da SOD nos rins e testiculos, demonstrando que o tebuconazol
induz varios CYPs e estresse oxidativo no figado, além de produzir efeitos antiandrogénicos
em ratos machos; peroxidacdo lipidica por dosagem de malondialdeido (MDA); varias
alteracbes histopatologicas no miocérdio, incluindo infiltracdo leucocitaria, congestdo

hemorragica dos vasos sanguineos cardiacos e vacuolizacdo citoplasmatica (Yang et al., 2018;
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Othmeére et al., 2020). A FISPQ (ficha de informacdes sobre seguranca de produto quimico) do
fabricante NORTOX, o unico efeito crénico citado para ratos (animais de laboratério) é,
administracdo por via oral, nas doses 0, 5, 20 e 80 mg/Kg durante 90 dias, decaimento de peso

corporal, sendo mais intensos em fémeas (FISPQ, 2006).

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina], sintetizado por Dr. Henri Martin em 1950, é o herbicida
mais amplamente usado no mundo (forma &cida e seus sais); apesar de ndo ter sido
comercializado como herbicida até 1974, hoje é o mais vendido, ndo somente no Brasil, como
também no mundo (IBAMA, 2024; ANVISA, 2023). Classificado como um herbicida nédo
seletivo e sistémico, um analogo do aminoacido natural glicina, ele atua como um inibidor da
enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase, na via do chiquimato, que produz
aminoacidos aromaticos (tirosina, triptofano e fenilalanina) usados para a sintese de proteinas
e desempenha um papel importante na producdo de metabdlitos secundarios, como a lignina. O
glifosato € classificado tanto pela EPA (categoria IV para animais), quanto no Brasil (Classe 5)
como produto improvavel de causar dano devido ao modo de acdo do glifosato estar diretamente
ligado a uma pequena variedade de organismos, principalmente plantas verdes. Controverso a
esta classificacdo ambiental, a classificagdo dada pela IARC (do inglés, International Agency
for Research on Cancer) em 2015 é de provavel carcinogénico para humanos (Grupo 2A)
(Gomes et al., 2021; Chandra et al., 2023).

Este herbicida é rapidamente degradado no ambiente, tendo meia-vida de 0,8-151 dias,
dependendo das propriedades do solo e de condi¢cBes ambientais varidveis. Seu principal
metabdlito € o AMPA (acido aminometilfosfonico), mas quando absorvido é basicamente
excretado intacto nas fezes e na urina (biotransformac@es em animais sdo minimas, apenas 1%).
O glifosato, ap6s 10 dias de exposicao, é encontrado principalmente no tecido renal. Sintomas
de intoxicacdo aguda irdo variar de acordo com a formulacéo, mas em geral séo: dor de garganta
e lesbes na mucosa oral; dor abdominal, nduseas e diarreia; hipotensao transitoria, taquipneia e

edema pulmonar. O tratamento € sintomatico (Bai; Ogbourne, 2016).

Para estudos subcrénicos, de acordo com a OECD 408, Bali e colaboradores estudaram em
camundongos, duas doses de 250 e 500 mg/kg em trés tempos de exposicao (agudo 28 dias;
subcrénico 6 semanas; cronico 12 semanas); por gavagem que o glifosato causa prejuizos de
aprendizagem e memoria associados a inibicdo de acetilcolinesterase e estresse oxidativo (Bali
et al.,, 2019). Outro estudo, em camundongos, mesmas doses e tempos de exposicéo,

demonstrou que o glifosato causa, além de ansiedade e depressdo, alteracbes na microbiota



49

intestinal (Aitbali et al., 2018). Em camundongos Swiss, as doses de 100 mg.kg™ P.C por dia
de Roundup® (formulacio comercial) e 0,7 mg.kg™ P.C por dia de glifosato (padrio), em agua

ad libitum, por 12 semanas, causam disfuncdo renal por nefrite (Zhang et al., 2021).

E fato que agrotoxicos podem causar danos a organismos no alvo. Muitos destes danos estdo
relacionados a danos ao DNA, a partir de observagdes do aumento da frequéncia de aberracoes
cromossémicas e micronucleos. A literatura cita que piretréides, neonicotinoides e carbamatos
podem causar dano hepético, estresse oxidativo e, consequentemente, efeitos genotéxicos em

sistemas organicos (llyushima et al., 2019).

Mais especificamente, podemos citar que o tebuconazol demonstra potencial toxicidade no
desenvolvimento, genotoxicidade, toxicidade reprodutiva, mutagenicidade, hepatotoxicidade,
neurotoxicidade, cardiotoxicidade e nefrotoxicidade relacionados a apoptose mediada por
estresse oxidativo, que perturba o metabolismo, incluindo o hormonal, levando a danos ao DNA
e anormalidades transcricionais. Um resumo esquematico da agdo do tebuconazol é descrito na
figura 2. Seus produtos de degradacdo podem ser mais toxicos que o proprio agrotoxico (Ku et
al., 2021; Othmeére et al., 2021; Othmére et al., 2022; Dong et al., 2024). E considerado pela
EPA uma substancia potencialmente carcinogénica (EPA, 2024).

Figura 2 - Mecanismo de acdo do estresse oxidativo causado pelo agrotéxico tebuconazol.
AKT, proteina quinase B; ERO, espécies reativas de oxigénio, ERK, quinase regulada por
sinal extracelular, MAPK, proteina quinase ativada por mitégeno; RE, reticulo
endoplasmatico.
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O imidacloprido € genotdxico, com danos evidenciados por ensaios cometa e microntcleo tanto
em sangue periférico quanto em analise de PCE de medula 6ssea. Evidéncias indicam que seu
principal metabdlito, o acido 6-cloro-nicotinico, esta envolvido no processo toxico, por causar
danos clastogénicos. Imidacloprido também é considerado um depressor hematopoiético
(Kataria et al., 2015; Guo et al., 2018; Saxena et al., 2015; Bagri et al., 2016; Stivaktavis et al.,
2016, Ilyushima et al., 2019; llyushima et al., 2020).

Talvez o agrotoxico mais polémico em questdo de genotoxicidade € o glifosato. Apesar de ser
considerado pouco toxico pelas agéncias ambientais, como EPA e ANVISA, a IARC considera
o0 herbicida um produto potencialmente carcinogénico, concluséo baseada em andlise de estudos
cientificos. Entretanto, estes estudos sdo muito controversos. H& estudos que indicam que o
glifosato ndo tem efeito genotdxico, outros relatam o efeito, e ha também aqueles que indicam
efeito genotoxico fraco, porém detectavel. Para os estudos que afirmam que nao ha efeito, os
autores sugerem que possiveis observacdes estejam relacionadas a adjuvantes das formulagdes,
como os surfactantes POEAS (Polioxietilenaminas). Outros estudos sugerem que o problema
esta relacionado ao seu metabolito AMPA (Manas et al., 2009; Kier; Kirkland, 2013; Nagy et
al., 2021; He et al., 2022; Rieg et al., 2022; Liu et al., 2023).

Um estudo com 79 substancias, incluindo agrotoxicos, sobre a hematopoiese demonstrou que
o glifosato e o imidacloprido ndo conseguem suprimir a eritropoiese, enquanto que o
tebuconazol sim, efeito relacionado a sua atividade anti-androgénica dos fungicidas triazois,
pois horménios androgénicos estimulam a producdo de de glébulos vermelhos. Entretanto, o
glifosato aumenta a frequéncia de alteracbes em PCE, enquanto o imidacloprido e o tebuconazol
tém as alteracOes reduzidas (Ilyushima et al., 2019). O mesmo grupo de perquisa avaliou uma
mistura de imidacloprido, tebuconazol e imazidil em camundongos e observaram que a mistura
aumenta a frequéncia de MN na medula dos animais, enquanto que, isoladamente, néo,

indicando um efeito sinérgico da mistura em baixas doses (llyushima et al., 2020).
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2.1.4 Avaliacao da exposi¢cao aos agrotdxicos

Produtos protetores de plantas (PPP), também conhecidos como agrotdxicos, sdo produtos
destinados ao controle de pragas, ervas daninhas e doencas. Apesar dos trabalhadores que
manuseiam diretamente estes produtos quimicos estarem mais suscetiveis a intoxicacoes
agudas e cronicas, a populacdo em geral também sofre este risco, podendo expor-se
ambientalmente de varias outras maneiras, como consumo de agua e alimentos contaminados,
uso de produtos domésticos e pulverizacBes aéreas para controle de vetores de doengas
endémicas. Por todos os tipos de exposi¢do citados, a “exposi¢do ambiental a agrotoxicos”
torna-se um termo complexo, pois ndo ha exposicdo a um Unico produto, mas a uma mistura, e
as variaveis intrinsecas podem reduzir ou potencializar o seu risco. Desta forma, a
monitorizacdo da exposi¢do torna-se um problema, pois precisa se estender além dos
trabalhadores expostos, pois VAarios riscos & salde e ambientais estdo relacionados aos
agrotoxicos, como infertilidade, doencas metabdlicas, distarbios psiquiatricos e cancer
(Bolognesi et al., 2011; Nolasco et al., 2023; Sherif et al., 2023).

A detecc¢do precoce da exposicdo a uma substancia quimica resulta na diminuigéo ou prevencao
de efeitos adversos em decorréncia desta exposi¢do. Avaliar uma exposigédo possibilita tomar
decisdes inerentes a prevencdo e controle dos agentes contaminantes provenientes do uso e da
poluicdo causados pela crescente industrializacdo e modernizacao da agricultura e pecuéria, por
exemplo (Amorim, 2003; Valente et al., 2016).

O biomonitoramento permite mensurar a intensidade, frequéncia e duragcdo de uma exposicao
e, consequentemente, o potencial risco de uma exposi¢do. Risco é a probabilidade de um perigo
real (capacidade de uma substancia causar um efeito adverso) acontecer, em condicOes
especificas. Conhecer a toxicocinética (absorcao, distribuicdo, transformacao e eliminagéo) da
substancia é importante para compreender a interagdo da substancia em seu sitio de a¢do para

identificar seus possiveis efeitos (Valente et al., 2016).

Assim, para o caminho até a tomada de decisdo, monitora-se a presenga destas substancias em
um organismo, observando-se uma dada resposta bioldgica ou mesmo seus efeitos adversos,
por meio da propria substancia, de seus metabolitos ou outra caracteristica mensuravel da
exposicdo. Para tudo que pode ser mensuravel, ou seja, aos indicadores bioldgicos da exposigéo,
dé-se o nome de biomarcador, sendo dividido em trés categorias: exposicdo, efeito e
suscetibilidade (EPA, 2024).
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Biomarcadores de exposicdo sdo caracterizados pela interacdo entre a substancia exdgena
(contaminante), ou seu metabolito, ou um produto de interacdo e um componente end6geno,
disponibilizando informacdes sobre a quantidade da substancia que o organismo foi exposto e

a verdadeira quantidade absorvida (dose interna) (Amorim, 2003; Araoud, 2011; Silva, 2016).

Biomarcadores de efeito € o resultado da interacdo entre quantidade da substancia absorvida e
receptores bioldgicos do organismo exposto, gerando fendmenos bioquimicos, precoces e
reversiveis, mas que também predizem respostas tardias. Biomarcadores de exposi¢do indicam
a quantidade da substancia no organismo enquanto os biomarcadores de efeitos indicam o
guanto da exposicdo interagiu com o organismo, podendo, assim, ndo serem especificos para
uma substancia, mas que, de certa forma, torna possivel avaliar a acdo da substancia quimica
no 6rgdo alvo a partir da medida de uma alteracdo bioldgica associada a esta acdo (Prista, Uva,
2007; Silva, 2016; EPA, 2022).

Como nem todos os individuos apresentam as mesmas respostas a uma exposi¢do quimica, 0s
biomarcadores de suscetibilidade identificam a habilidade inerente ou adquirida de um
organismo a responder a uma exposicdo especifica. E possivel observar quando alguns
individuos sd@o mais sensiveis, e a resposta esta relacionada a fatores genéticos e a fatores
biol6gicos, como estado nutricional, de salde, estilo de vida e estagio de vida (Amorim, 2003;
Silva, 2016; EPA, 2022).

Algumas caracteristicas fazem o biomarcador ser considerado ideal, como: alta especificidade
para o efeito avaliado; refletir o efeito desde o inicio da exposi¢do; ser mensuravel; ser analisado
por técnica ndo invasiva ou pouco invasiva; e ter alta sensibilidade para o fluido/ matriz
bioldgico escolhido. E muito importante que haja uma relagdo entre a concentracio do
biomarcador e a exposi¢cdo a substéncia quimica. Desta forma, quanto mais sensivel o
biomarcador, melhor. O problema é que € muito dificil encontrar um biomarcador com todas

as caracteristicas acima citadas (Valente et al., 2016).

Com o crescente aumento de substancias quimicas novas que sdo langadas no mercado mundial,
incluindo ndo apenas agrotoxicos, como também produtos como de higiene pessoal, 0
biomonitoramento torna-se uma importante ferramenta, uma vez que, além de avaliar 0s riscos
a saude humana, avalia tendéncias temporais a determinadas concentra¢fes (dose-resposta);
avalia como as mudancas na tecnologia (exemplo: nanomateriais) influenciam na exposicao;

possibilita a realizagdo de estudos epidemiologicos; e auxilia as agéncias regulatorias sobre
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como proceder, aumentando a eficacia no controle da utilizacdo e da exposicdo as substancias
(Yusaet al., 2012; Dalmolin et al., 2020).

Apesar dos biomarcadores de exposicao serem 0s mais frequentemente usados para monitorar
uma exposicdo a poluentes ambientais, 0os biomarcadores de efeito, como estresse oxidativo e
genotoxicidade, sdo importantes para identificar danos causados a célula e ao material genético.
A avaliagéo do estresse oxidativo, dosando as enzimas (superoxido dismutase - SOD, catalase
- CAT e glutationa peroxidase - GSH-Px, por exemplo) ou substancias formadas por
peroxidagdo lipidica (malondialdeido e hidroperdxidos, por exemplo), indica se substancias
induzem a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem sobrecarregar o
sistema antioxidante natural e causar danos celular e/ ou genético. A genotoxicidade causada
por uma substancia quimica que interage com o DNA pode induzir anormalidades nucleares
(micronucleo, brotos nucleares e pontes), conduzindo a perda da informacéo génica pela célula,
inclusive provocando mutacBes que podem provocar cancer, e sua avaliacdo (mutagédo génica,
dano cromossémico ou lesdo no DNA), se faz por meio de observacdes de: aberracdes
cromossémicas; troca de cromatides irmds (recombinacdo de segmentos por quebra e unido,
trocando fisicamente regides de fitas parientais nos cormossomaos duplicados); mutac6es
pontuais e oncogénicas; micronicleos e ensaio cometa (especifico para lesio no DNA). E
importante ressaltar que todos os agentes mutagénicos sdo genotodxicos; porém, nem todos
agentes genotdxicos sdo mutagénicos. Por causa da suscetibilidade individual, é importante
avaliar o resultado final tanto com as varia¢@es genéticas quanto com as epigenéticas (Wilson
I11; Thompson; 2007; Valente et al., 2016; Mossa et al., 2018; Chaufan et al., 2019).

2.1.4.1 Biomarcadores de Efeito

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo continuamente produzidas como produtos do
metabolismo aerébio de animais e plantas, em geral em processos envolvendo reagdes
enzimaticas, transporte de elétrons mitocondrial, transducdo, ativagdo de fatores de transcrigdo
nucleares, expressdo génica e acao antimicrobiana de neutrofilos e macrofagos. Podem ser
radicais livres, que contém um atomo de oxigénio como o O2", OH e RO2, ou moléculas com
capacidade de gerar produtos com elétrons desemparelhados, como H20,, Oz e HOCI.
Dependendo do tipo da ERO, ela pode ser altamente tdxica, reagindo com DNA, lipideos e

proteinas, sendo necessaria sua eliminacdo rapidamente pelos varios mecanismos enzimaticos
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e ndo-enzimaticos do organismo. Quando a estrutura atacada sdo lipidios, da-se o nome de
peroxidacao lipidica e seu produto principal é o malondiadeido (MDA) (Blair, 2001; Apel &
Hirt, 2004; Bayir, 2005; Abdel-Razik et al., 2021).

A peroxidacdo de acidos graxos insaturados de membranas gera, inicialmente, hidroperéxidos
lipidicos (figura 3), sendo estes produtos intermediarios dos aldeidos MDA, hidroxihexenal
(HHE, derivado de acidos graxos poliniinsaturados n-3) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE, derivado

dos éacidos graxos poliinsaturados n-6) (Abdalla; Senna, 2008, Ayala et al., 2014).

Figura 3 — Formacdo dos hidroperoxidos lipidicos.

Na Iniciacdo, os pré-oxidantes abstraem o hidrogénio alilico, formando o radical lipidico
centrado no carbono; o radical de carbono tende a ser estabilizado por um rearranjo molecular
para formar um dieno conjugado (etapa 1). Na fase de Propagacdo, o radical lipidico reage
rapidamente com o oxigénio para formar um radical peroxi-lipidico (etapa 2) que abstrai um
hidrogénio de outra molécula lipidica gerando um novo radical lipidico e hidroperdxido
lipidico (etapa 3). Na reagdo de Finalizacdo, os antioxidantes doam um atomo de hidrogénio
para as espécies de radicais perdxi-lipidicos, resultando na formacéo de produtos nao radicais
(etapa 4)
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Em geral, o ambiente redutor intracelular ajuda a prevenir os danos mediados por radicais livres.
Esse ambiente redutor é mantido pela acdo de enzimas, como superdéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase, e substancias antioxidantes, como a glutationa,
ascorbato (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) e tioredoxina. Alteracfes no estado redox e
deplecdo de antioxidantes pela exposi¢cdo a oxidantes levam ao estresse oxidativo e leséo
oxidativa resultante. Processos inflamatdrios agudos, com alto recrutamento de macrofagos e
neutrofilos, podem produzir muitos radicais livres pela acdo da mieloperoxidase (MPO),
causando estresse oxidativo. Agrotoxicos podem perturbar este equilibrio redox, causando
danos no organismo e que podem ser detectados por meio de dosagens tanto das enzimas quanto
de produtos da oxidagdo (Blair, 2001; Apel & Hirt, 2004; Bayir, 2005; Abdel-Razik et al.,
2021).

A peroxidacéo lipidica € um marcador muito utilizado de danos oxidativos, sendo o nivel de
MDA, um produto de degradacédo estavel de acidos graxos poliinsaturados, dosado pelo método
de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico), onde o MDA se complexa com duas
moléculas do &cido tiobarbiturico, formando um produto de coloragdo rosa. Os produtos
intermediarios da peroxidacdo lipidica sdo os hidroperdxidos, que também podem ser dosados
pelo ensaio de oxidacdo ferrosa/laranja de xilenol (FOX). A superoxido dismutase (SOD) é uma
enzima que converte o superoxido Oz~ em H202e O.. O método de dosagem da SOD € baseado
na habilidade da superdxido dismutase consumir o O2~, diminuindo, assim, a razdo de auto-
oxidacgéo do pirogalol (Blair, 2001; Apel; Hirt, 2004; Bayir, 2005; Abdel-Razik et al., 2021).

Além das membranas celular e nuclear, o DNA é o componente da célula mais suscetivel a
atuacdo dos radicais livres. Danos causados ao DNA e mal reparados desencadeiam doengas
relacionadas aos processos de mutagenicidade e carcinogenicidade. Por isso, mesmo
xenobidticos em baixas concentragdes, testes como o0 ensaio de micronucleo podem detectar

substancias genotdxicas (Heddle et al., 2010).

Danos ao DNA séo reconhecidos e reparados pelo sistema de reparo do DNA dos organismos.
Estes danos podem ser micro lesdes (puntiformes) ou macro lesbes, que correspondem a
variagfes numéricas (ganho ou perda; dano aneugénico) ou estruturais (ruptura, dele¢do ou
rearranjo; dano clastogénico) dos cromossomos. Também podem ocorrer devido a idade e estilo
de vida, como habitos de fumar e etilismo; longas horas de trabalho e poucas horas de sono;

inatividade fisica; tipo de dieta e estresse. Varias substancias quimicas sdo capazes de causar
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esses tipos de danos. Assim, a cada dia mais observa-se a importancia de avaliar-se o dano ao
DNA por quebra, perda ou rearranjo de cromossomos (Ferraz et al., 2016; Visat, 2020).

Substancias genotdxicas sdo aquelas capazes de induzir alteracBes no material genético de
organismos a elas expostos, direta ou indiretamente, formando adutos, alteracdo oxidativa ou
mesmo quebras na molécula de DNA, sendo estes danos detectados por testes de
genotoxicidade. Dois testes de genotoxicidade sdo aprovados e recomendados pelos guias da
OECD: o teste de micronucleo e o ensaio cometa (Mossa et al., 2018; Chaufan et al., 2019).

O ensaio de eletroforese em gel de célula Gnica ou ensaio cometa € técnica sensivel para detectar
danos ao DNA, tendo como base o grau de fragmentacdo do DNA e sua migragdo pela
eletroforese. Entretanto, ndo € tdo simples em questdo de aplicabilidade, pois necessita de
corantes especificos (fluorescentes), microscépio especifico (para fluorescéncia) e cuba de
eletroforese. Apds a lise das membranas celular e nuclear, hd uma inducédo eletroforética,
fazendo com que DNA liberado no meio migre pela matriz de gel de agarose. Quando
observado em microscépio, apresenta a forma de um cometa, com cabeca, regido nuclear e
cauda. Quanto maior a cauda, maior o dano ao DNA, pois esta é a regido que contém fragmentos
ou fitas de DNA que migraram na dire¢do do anodo. O resultado final, apresentado como o
comprimento total da "cauda” e a densidade de DNA, fornece dados indiretos sobre o estado
do DNA da amostra (Brianezi et el., 2009).

O ensaio de micronucleo é mais simples do que o ensaio cometa, sendo a pesquisa de MN é um
teste de extrema relevancia para a Toxicologia Ambiental, pois que detecta mutacdes
cromossémicas, podendo ser considerados como marcadores precoces para a carcinogénese
(Bonassi et al., 2003, Wultsch et al., 2011). Mais especificamente, micronucleo € um pequeno
nucleo extra localizado no citoplasma celular, separado do nucleo principal, e € uma anomalia
celular de cromossomas que falharam em migrar para os polos durante a anafase. Pode ser
causado por dano em cromossomo, ou serem fragmentos (clastogénico) ou cromossomos
inteiros (aneugénico) que permaneceram na célula durante a fase mitdtica, ndo sendo
incorporados aos nucleos filhos, pois sdo incapazes de interagir com o eixo formado na
citocinese da fase anafase, conforme figura 4 (Dertinger et al., 2011; Valente et al., 2016; Mossa
et al., 2018; Chaufan et al., 2019).

A contagem da frequéncia de micronicleo pode ser realizada em células in vitro, com
paralisacdo da citocinese, ndo necessitando de muita expertise para analisar 0 cromossoma

aberrante; ou in vivo, em mucosa oral, medula dssea ou sangue periférico. Os corantes mais
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utilizados séo o laranja de acridina (especifico para ndcleo, mas de uso limitado por necessitar
de microscopio de fluorescéncia), giemsa, feulgen e o kit panétipo rapido. Recentemente, 0 uso
da automacéo, como a citometria de fluxo, tem sido utilizado para a quantificacdo do MN (Le
Bihanic et al., 2016).

Figura 4 — Esquema de formacao de microndcleos.
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O ensaio de microndcleo pode ser expandido para o0 ensaio de citoma, onde outras anomalias
sdo monitoradas, como brotos celulares, apoptose, necrose e frequéncia da mitose. Entretanto,
0 ensaio de MN € o mais utilizado, pois sua execugédo é mais facil e rapida do que a analise do
teste de citoma, que necessita de experiéncia laboratorial para analisar os resultados. A escolha
também se da pelo fato de que muitos trabalhos correlacionam as aberragfes cromossémicas
aos MNs. Sendo assim, apenas a analise de MN € capaz de indicar a genotoxicidade de uma

exposicdo (Dertinger et al., 2011; Le Bihanic et al., 2016).

Dentre as amostras disponiveis para o ensaio de MN, a raspagem da mucosa oral é a mais
simples e facil de se obter, podendo ser utilizados espatula, swab de algoddo ou escova. Como
outras amostras biologicas, 0 ensaio pode ser realizado em sangue periférico e, em animais de
laboratério, diretamente na medula 6ssea, A anélise no sangue periférico somente é possivel se
0 tempo de exposicdo e a depuracao das células sanguineas pelo bago forem compativeis. Para
a andalise em células de medula dssea, recomenda-se a contagem em eritrécitos policromaticos
(PCE, do inglés, polychromatic erythrocytes), uma vez que sao células jovens que acabaram de
expulsar o ndcleo principal (0 MN, se formado, permanece), facilmente identificiveis e
possuem um ciclo de vida curto (GODOY et al., 2019; Ilyushima et al., 2019).

Dentre as muitas substancias quimicas consideradas genotoxicas estdo os agrotdxicos. Mesmo
em baixas concentracdes, eles tém a capacidade de aumentar a frequéncia de micronucleos em
eritrocitos, por exemplo. Agrotéxicos podem agir diretamente no nucleo, atuando sobre o
cromossomo ou sobre o fuso mitotico, causando uma perda de parte dos cromossomos, ou de
todo o cromossomo; pode atuar indiretamente, por meio da inducdo de radicais livres e 0
estresse oxidativo. A maioria dos estudos relacionam a presenca de micronucleos ap6s uma
exposicao com o estresse oxidativo causado pelos agrotoxicos (Prasad et al., 2009; Abdehafez
et al., 2022; Bagri et al., 2016; He et al., 2022; llyushima et al., 2019; Ilyushima et al., 2020;
Liu et al., 2023; Mohamed et al., 2019; Ring et al., 2022; De Maria-Serra et al., 2021; Mendes
etal., 2018).

A biomonitorizacdo a exposi¢do a agrotoxicos deve ser estudada conjuntamente com as
diferencas individuais (suscetibilidade diferencial), como a capacidade de reparar danos ao
DNA e/ou ativar ou desativar as substancias genotoxicas (Bolognesi et al., 2011). Pensando na
ativacdo/ desativacdo das substancias, a microbiota intestinal representa mais um ponto a ser
acrescentado ao estudo da genotoxicidade, pois, assim como o0 trato gastrintestinal, os

microrganismos da microbiota sdo os primeiros a ficarem expostos, podendo metabolizar as
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substancias antes mesmo que o figado. A importancia da microbiota ndo esta apenas na
mediacdo da toxicidade, como também na facilitagdo da acdo da substéncia quimica sobre o
organismo devido a sua ampla capacidade enzimatica e, consequentemente, metabolica
(Alexander et al., 2017; Zuo et al., 2018).

2.2 Microbiota Intestinal

O intestino humano abriga incontaveis microrganismos essenciais para a fisiologia e o
desenvolvimento do hospedeiro. E o “lar” de um abundante nimero de organismos
procariontes, principalmente bactérias, como também de organismos eucariontes, archaea e
virus. A esse universo da-se o nome de microbiota intestinal. Assim, microbiota intestinal
constitui uma complexa comunidade que interage, simultaneamente entre si e com o
hospedeiro, por catabolismo e por bioconverséo de moléculas complexas, modulando processos
biol6gicos essenciais para a saude. Microbiota intestinal e o hospedeiro trabalham em conjunto,
criando uma interface de mdltiplas vias metabdlicas, imunes e anti-inflamatérias. Uma
perturbacao desta homeostase pode levar a doencas no hospedeiro (Alexander et al., 2017; Hall
etal., 2017; Young, 2017; Makki et al., 2018; Mendes et al., 2019).

A compreensdo do papel biolégico dos microrganismos presentes no TGI, como a maturagédo
do sistema imunolégico e a modulacdo do metabolismo da glicose e lipidios, aumentou
dramaticamente na Gltima década. Mas, mesmo com milhares de estudos, grande diversidade
bioldgica da microbiota intestinal é considerada uma grande barreira para se elucidar a
complexidade das mdultiplas vias de interacdo microbiota-hospedeiro e sua modulacdo
(Alexander et al., 2017).

Em um intestino saudavel, em adultos, podem ser encontradas bactérias dos filos Bacteroidota
e Bacillota, em maior nimero, e de Pseudomonadota, Actinomycedota, Verrucomicrobia, em
menor nimero. Essas bactérias auxiliam na digestao de carboidratos ndo digestiveis, producédo
de vitaminas, promocdo da homeostase imunoldgica e previnem a colonizagdo por bactérias
patogénicas. Além disso, 0 co-metabolismo microbiota-hospedeiro converte &cidos biliares
(AB) no intestino, reciclando os produtos do catabolismo do colesterol, que agem sobre
receptores responsaveis pela obesidade e DM2. A producdo de metabolitos como os acidos

graxos de cadeia curta (AGCC) tém varios efeitos sobre o hospedeiro, como producdo de
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mucinas e recrutamento de células do sistema imune (atividade anti-inflamatoria). AGCC e AB
influenciam a expressdao de importantes peptideos regulatorios. A microbiota também pode
modificar a resposta epitelial e sistémica, ajudando no desenvolvimento e na atividade do
sistema imune do hospedeiro, pois este relacionamento simbidtico “educa” o sistema
imunolégico do hospedeiro. A protecdo contra patdgenos se dé pela combinagdo de atividades
metabdlicas, competicdo direta por nutrientes e estimulos imunoldgicos no hospedeiro (Flint et
al., 2012; Vieira et al., 2016; Hall et al., 2017; Young, 2017).

Entretanto, é importante ressaltar que a variedade da microbiota serd influenciada pela genética
do hospedeiro, que define a quimica e a fisica da area habitada pela microbiota; composicédo da
dieta; e estilo de vida. Todos os fatores que alteram a microbiota intestinal sdo importantes pois
afetam diretamente o hospedeiro. Um desbalango na microbiota resulta em perda das funcdes
benéficas ou a introducdo de fun¢Ges mal adaptadas pelos microrganismos. Esse desbalango
denomina-se disbiose (alteracdo na composicdo da microbiota) e estd relacionada a varias
doencas, tanto intestinais, como doenca celiaca e sindrome do intestino irritavel, quanto extra-
intestinais, como DM2, asma, obesidade, autismo, artrite reumatoide (Bajaj, 2019; Dalile et al.,
2019; Hall et al., 2017).

A microbiota ndo é apenas nicho-especifica. Ela tem uma ecologia dindmica altamente
personalizada. Sua composi¢do da microbiota muda substancialmente ao longo da vida, em trés
momentos distintos: do nascimento até os 3 anos de idade, com predominancia de bactérias
anaerdbias facultativas, como Bifidobacterium e Bacterioidetes; dos 3 anos a dieta normal (a
maior parte da vida), quando predominam anaerébios como a Bifidobacterium; e na velhice,
onde h& uma diminui¢&o da Bifidobacterium e um aumento de Enterobacteriaceae. A formacao
e modulacdo da microbiota € influenciada pelas condi¢des do nascimento (no parto normal a
crianca entre em contato com a microbiota da mae); amamentacao (bactérias importantes para
colonizacdo estdo presentes no colostro e no leite materno); dieta (natural x processada);
medicacdo (antibidticos e outros); e a genética do hospedeiro. Apos os trés anos de idade, a
crianga tem uma microbiota parecida com a do adulto (Flint et al., 2012; Vieira et al., 2016;
Alexander et al., 2017; Caminero et al., 2019).

Um grande modulador da microbiota intestinal é a alimentacdo. Estudos mostram que alimentos
com elevados teores de gorduras saturadas e poli-insaturadas proporcionam um ambiente
propicio para o filo Bacillota, permitindo a extracdo e estocagem de nutrientes com maior

eficiéncia, auxiliando, desta forma, o ganho de peso. Por outro lado, a ingestao de fibras, frutas
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e hortaligas, proporciona o aumento da produgéo de derivados da fermentagéo de carboidratos
resultando um ambiente desfavoravel para ele, e favorecendo as bactérias do filo Bacteroidota.
Uma relacdo mais alta de Bacillota/Bacteroidota é encontrada tanto em animais quanto em
humanos obesos. Ja em pacientes que tém doenca inflamatoria intestinal, esta relacdo F/B esta
diminuida. Este desbalanco é considerado disbiose e também esta relacionado a vérias outras
doengas. Para a microbiota intestinal humana, a dishiose varia entre as doencas e uma
manifestacdo comum € a substituicdo da complexa comunidade de anaerobios tipica do adulto
saudavel por uma comunidade de menor diversidade microbiana, com um aumento de

anaerobios facultativos. (Durco; Maynard, 2018; Magne et al., 2020).

Porém, o ambiente onde o hospedeiro vive também influencia na diversidade da microbiota
intestinal. Populagbes que habitam &reas rurais tém uma diversidade bacteriana maior se
comparadas as populacdes de areas urbanas. Podemos dizer que a urbanizacdo, com mudangas
na dieta (alimentos ultra-processados e aditivos alimentares), uso de antibiéticos e a poluicao
ambiental, também refletem na ecologia da microbiota intestinal. Essas alteracdes também

estdo associadas a dishiose (Alexander et al., 2017; Zuo et al., 2018).

Ao contrario do genoma hospedeiro, a microbiota intestinal exibe uma plasticidade e pode
facilmente se ajustar a uma grande variedade de estimulos ambientais, além dos estimulos do
préprio hospedeiro, pois ela pode modificar a estrutura quimica de varias moléculas da dieta.
Alteracbes no padrdo dietético a longo prazo constituem um importante determinante de
enterotipos (categorias das bactérias) de microbiota enquanto dietas de curto prazo alteram a
estrutura da comunidade, expressao génica e producdo de metabdlitos (Caminero et al., 2019;
Zmora et al., 2019).

De modo geral, bactérias que degradam glicanos, como lignina, pectina, celulose, fruto-
oligossacarideos, tém polissacarideo-liases (CAZ enzimas) e sdo denominadas degradadoras
priméarias. Humanos tém um numero limitado de glicosil-hidrolases e nenhuma CAZ enzimas.
Como exemplos, podemos citar Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus. Essa degradacao
primaria libera glicose. H4 também uma degradacdo secundaria, por fermentacdo, onde sao
produzidos metabdlitos como acetato, propionato, butirato, lactato. Esses produtos do
metabolismo bacteriano, além de beneficiar o hospedeiro, também auxiliam outros micro-
organismos (de forma cruzada). Por exemplo, a fermentacdo gera H», que é consumido por

bactérias redutoras de SO4, metanogénicas e acetogénicas (Zmora et al., 2019).
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Muitos metabdlitos produzidos pela microbiota sdo benéficos para o hospedeiro. Entre eles,
pode-se destacar os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), metabolitos classificados pelo
numero de seus carbonos gerados por bactérias fermentadoras das fibras da dieta (figura 5). As
fibras alimentares sdo carboidratos complexos, que servem como substratos para a fermentacéo
anaerobica por bactérias no célon. Os mais importantes produtos desta fermentacdo sdo 0s
acidos carboxilicos com caudas alifaticas de menos de 6 carbonos, sendo o acetato (C2),
propionato (C3) e o butirato (C4) os mais abundantes por constituirem mais de 90% dos AGCCs
no célon. Esses metabdlitos controlam o pH intestinal, sdo dependentes do substrato (fibras),
da composicdo da microbiota e do transito intestinal. Sdo absorvidos pelos colondcitos, pois
sdo preferencialmente a fonte de energia dessas células (butirato). No figado, os AGCCs séo
usados como substrato de energia para hepatdcitos. Além disso, protegem contra inflamacao;
mantém a integridade da barreira intestinal por alterar a producdo de muco (acetato e butirato
aumentam a producdo de mucinas); alteram a motilidade intestinal. Grande parte do acetato
metabolizado esta envolvida na lipogénese, no tecido adiposo e € oxidada no masculo, sendo
que ainda podem ser convertidos em butirato pelas bactérias. O butirato media a integridade da
barreira intestinal, sdo substrato energético para colondcitos, atuam na diminuicdo da
inflamacéo cronica e na manutencao da homeostase intestinal. (Young et al., 2017; Caminero
etal., 2019; Cruz et al., 2021; Hou et al., 2022).

Os AGCCs sao considerados fonte de energia para o epitélio intestinal e tecidos periféricos,
bem como um regulador do metabolismo e da inflamacéo, tendo dois receptores acoplados a
proteina G (GPRs), 0 GPR41 (FFAR3/FFA3) e 0 GPR43 (FFAR2/FFA2), capazes de detecta-
los. Esses receptores sdo expressos tanto no intestino como também em varios outros locais,
como tecido adiposo, ilhotas pancreaticas e células imunes. Assim, por meio de seus
metabolitos, a microbiota intestinal desempenha um papel regulador na saude gastrointestinal
e também em tecidos periféricos, incluindo tecido adiposo, muasculo esquelético, figado e
pancreas, melhorando as condi¢des de hospedeiros que tém doencas metabdlicas como
obesidade e DM2 (Kim et al., 2014; Gonzalez Hernandez et al., 2019).

O pH intestinal controla as populagGes bacterianas. Metabdlitos acidos produzidos pela
microbiota, ao reduzirem o pH intestinal, desencorajam organismos patogénicos a se
desenvolverem, além de estimularem tipos especificos de bactérias a se desenvolverem. Em pH
préximo ao neutro (6,5), bactérias gram-negativas, como Bacteroidota, predominam. Em pH
mais acido (5,5), bactérias gram-positivas, como Bacillota, sdo as predominantes. Os

metabolitos acidos também podem modular a producéo de citocinas, por exemplo, aumentando
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a producédo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria; diminuindo IL-2 e IL-5, citocinas pro-
inflamatorias; regulando IL-22, uma citocina que age sobre as células epiteliais, mantendo a
barreira mucosa integra e promovendo a defesa do hospedeiro (Sanders et al., 2019; Vieira et
al., 2016).

Figura 5 — Diagrama simplificado de quebra de polissacarideos e as principais vias de
fermentacdo de carboidratos pela microbiota intestinal no intestino grosso.
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Uma perturbacdo da microbiota causada, por exemplo, por um antibiotico ou poluentes
ambientais aumenta as concentracdes de oxigénio intraluminal alterando a composicdo da
microbiota ao favorecer a proliferagdo de anaerdbios facultativos. Para restabelecer o equilibrio,
anaerdbios tolerantes ao oxigénio tém a capacidade de colonizar e, assim, restabelecem a
producdo de butirato. O metabolismo deste AGCC pelos colondcitos causa um esgotamento do
oxigénio intraluminal, permitindo retomada da colonizacdo por anaerdbios obrigatorios e,
consequentemente, da homeostase. O butirato € uma fonte energética primaria de calorias para

o0s colondcitos e seu consumo tem se mostrado crucial para manter a hipoxia no Ilimen do célon,
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controlando a colonizagdo de anaerdbios facultativos patogénicos, como Salmonella enterica.
(Kriss et al., 2018; Kolodziejczyk et al.,2019).

Estima-se que mais de 1300 poluentes ambientais possam ser metabolizados pela microbiota
intestinal, que promove biotransformac6es por uma série de reacbes como reducédo, reacao-
lyase, transferéncia de grupo funcional, hidrolise e transformacdo enzimatica. A microbiota
também pode desconjugar quimicos que passaram por conjugacao pelo hospedeiro, trazendo o
xenobiotico a sua forma original ou nova molécula, fazendo que ele seja novamente absorvido
pelo organismo. A microbiota intestinal tem grande importancia e influéncia na saude do
hospedeiro e, por causa do aumento da utilizacdo de agrotoxicos, por exemplo, a homeostase
pode ser perturbada, por alterar sua composicdo e, consequentemente, afetando seus

metabolitos (Tsiaoussis et al., 2019; Yuang et al., 2019).

A relacdo microbiota intestinal e poluicdo ambiental tem dois vieses. De um lado, esses
poluentes, como nitrotoluenos, agrotoxicos, metais, corantes azo, podem ser metabolizados pela
microbiota, auxiliando o hospedeiro. Por outro lado, ha poluentes, como os hidrocarbonetos
aromaticos e agrotoxicos, que sao biotransformados pela microbiota, trazendo ao hospedeiro
produtos mais toxicos, que desregulam o organismo. Assim, a microbiota intestinal com sua
ampla capacidade enzimética pode metabolizar poluentes ambientais, potencializando ou
reduzindo seus efeitos toxicos. De qualquer forma, as primeiras alteracGes visiveis causadas
por contaminantes ambientais serdo sobre a microbiota, antes mesmo do hospedeiro (Zuo et al.,
2018).

A microbiota intestinal exerce um papel importante na patogénese da sindrome metabdlica ao
modular a absorcdo de energia, motilidade intestinal, apetite, metabolismo de glicose e lipidios,
bem como o armazenamento hepatico de gordura do hospedeiro. Uma disbiose, por exemplo,
pode fazer com que a microbiota influencie o sistema imunoldgico do hospedeiro, culminando
na translocacdo intestinal de fragmentos bacterianos e levando a inflamacéo sistémica e

resisténcia a insulina (Festi et al., 2014; latcu et al., 2021).

2.2.1 Modulacéo da microbiota

A plasticidade da microbiota permite que ela se ajuste a uma variedade de estimulos, tornando-

a, assim, alvo potencial de modulacdo. A modulacdo da microbiota intestinal pode reduzir a
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inflamac&o intestinal e melhorar a integridade da barreira intestinal, favorecendo o equilibrio
metabdlico e promovendo, por exemplo, a perda de peso. H& estratégias utilizadas para
modular, de forma benéfica ao hospedeiro, a microbiota intestinal, como o uso de probioticos,
prebioticos e post-bidticos. Probidticos sdo organismos vivos que precisam ser administrados
em quantidades e condi¢des adequadas para que estes beneficios sejam alcangados. Os mais
comumente usados sdo os Lactobacillus, Bifidobacterium e Saccharomices. Prebidticos sdo
substratos seletos que serdo utilizados pelas bactérias do hospedeiro; para que os beneficios
desta estratégia de modulacdo sejam alcancados, é necessario identificar os componentes da
microbiota do hospedeiro. Os post-bidticos sdo produtos de bactérias nao-viaveis ou
metabdlitos dos probidticos (Vieira et al., 2016; Sanders et al., 2019; Zmora et al. 2019).

Dos trés, os probioticos sdo a estratégia de modulacdo mais difundida, mas precisam ser
avaliados de modo que seus beneficios para a saude do hospedeiro sejam conhecidos,
contribuindo para o balan¢o microbiano intestinal do hospedeiro, como por exemplo, em uma
inflamacao intestinal, regulando os mediadores inflamatdrios, aumentando a funcao protetora
da barreira intestinal, aumentando a producdo de AGCC e hidratagdo do célon, normalizando a
motilidade intestinal. Probidticos também podem aumentar a atividade de células natural killer
(fagocitose); interagir diretamente com células dendriticas (apresentadoras de antigenos);
regular a producdo de anticorpos e melhorar a resposta as vacinas; aumentar a producdo de
citocinas anti-inflamatérias e reduzir as citocinas pro-inflamatérias. Probi6ticos, além da
producdo de AGCC, produzem bacteriocinas que podem ser ativas em outros sitios, atuando

contra patdgenos no trato urinario, por exemplo (Sanders et al., 2019; Cruz et al., 2021).

As doencas que contaminantes ambientais caracterizados por desreguladores enddcrinos podem
desencadear s&o as mesmas doencgas causadas por uma dishiose da microbiota intestinal e
geralmente estas doencas séo iniciadas silenciosamente, 0 que torna uma exposi¢cdo a
xenobidticos um ciclo prejudicial a satde do hospedeiro, se ndo controlados tanto a exposi¢édo
guimica quanto a disbiose (Ursel et al., 2014; Ortiz et al., 2022). Uma abordagem promissora
que tem como intuito reduzir o risco relacionado com a presenca de contaminantes ambientais
nos alimentos € uma desintoxicagéo biologica feita por estirpes probidticas e suas enzimas. Ha
estudos que confirmam que os probioticos sdo uma ferramenta eficaz, viavel e barata que pode
prevenir a disbiose induzida por substancias quimicas e, desta forma, amenizar ou eliminar a
sua toxicidade. As estirpes probioticas tradicionais mais vendidas incluem as bactérias lacticas
(BAL), como Lactobacillus e Bifidobacterium. Estas cepas tém elevada toleréncia ao pH &cido

e a bile, forte adesdo a mucosa intestinal e forte capacidade antioxidante e/ou imunorregulador,
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caracteristicas que lhes permitem adaptar-se a alteracBes induzidas por xenobidticos no
ambiente intestinal. Os principais mecanismos de desintoxicacgdo estdo descritos na figura 6
(Larsson et al., 2018; Roman et al., 2019; Srednicka et al., 2021).

Figura 6 — Mecanismos de desintoxicacdo de contaminantes ambientais alimentares por cepas
probidticas.
As vias de desintoxicagdo de xenobidticos por cepas probioticas incluem (1) absor¢do
intracelular (2), adsorcéo de superficie, (3) biotransformacédo de xenobioticos (4) interacdes
com metabolitos microbianos
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Fonte: Adaptada de Srednicka et al. (2021).

A interacdo via absorcéo fisica é reversivel e metabolicamente passiva, sendo um processo
fisico-quimico onde os xenobidticos interagem com células microbianas diretamente, podendo
elas estarem vivas ou mortas. A biotransformacao de xenobidticos por probidticos, antes ou

depois de serem biotransformados pelo figado do hospedeiro, pode alterar a meia-vida, a
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toxicidade e a biodisponibilidade destas substancias quimicas, bem como o seu potencial de
desregulacdo endocrina. Outro mecanismo de biotransformacéo € a interagdo com metabolitos
das bactérias probidticas, como acidos, compostos fenolicos, acidos graxos, peptideos bioativos
de baixo peso molecular, que podem se ligar aos xenobioticos e alterar sua toxicidade. Além
disso, o probidtico pode alterar a resposta do hospedeiro, modificando a expressao génica,
permeabilidade intestinal, amenizar estresse oxidativo pela producdo de metabdlitos
microbianos antioxidantes, como butirato, folato e vitaminas B1, B12. Como mecanismos
extras de protecdo ao hospedeiro, as bactérias probioticas podem estimular o peristaltismo
intestinal, facilitando assim a excrecdo dos contaminantes ambientais por meio das fezes. A
suplementacdo com probidticos estabiliza a comunidade microbiana intestinal, restaurando a

“assinatura” microbiana perturbada pela exposi¢do a xenobiodticos (Srednicka et al., 2021).

A Bifidobacterium longum 5 ¢ uma cepa probidtica que foi isolada das fezes de uma crianga
saudavel de 5 anos de idade, da cidade de Salvador, Bahia. Seu potencial probidtico é relatado
varios estudos anteriores, onde: demonstrou a eficacia no tratamento da constipacéo funcional
em criancas (Guerra et al., 2011); protegeu camundongos contra a infec¢do por Salmonella
enterica sorovar Typhimurium (Souza et al., 2013); controlou infecgdo pulmonar murina
induzida por Klebsiella pneumoniae (Vieira et al., 2016); reduziu da inflamacéo em um modelo
murino de gota (Vieira et al., 2015); atenuou danos intestinais e resposta inflamatéria na colite
experimental (Abrantes et al., 2019); reverteu o surgimento de efeitos colaterais e resisténcia
observados no tratamento convencional da giardiase ao reduzir 70% da carga parasitaria quando
associado ao e W. paramesenteroides WpK4 (Fonseca et al., 2019); atenuou os sinais de
inflamacdo em um modelo murino de alergia alimentar (Santos et al., 2021); e atenuou as lesdes
intestinais causadas pela mucosite induzida por irinotecano, um antineoplasico, em

camundongos (Quintanilha et al., 2022).

Esta cepa 5' de B. longum possui 26 genes Unicos, seis dos quais possivelmente relacionados
ao metabolismo de carboidratos e producdo de acetato, sugerindo que ela pode utilizar
diferentes fontes de carboidratos para uma maior producdo deste AGCC e oferecendo mais
beneficios a saude do hospedeiro (Da Silva et al., 2021). A escolha da Bifidobacterium para
este estudo esté relacionada ao fato de que, além dos beneficios citados anteriormente, bactérias
do filo Actinomycedota (colonizadores bem sucedidos de todos os ambientes terrestres) séo
amplamente utilizadas para biorremediagdo (limpeza) ambiental de agrotoxicos e metais
pesados. Por apresentar diversas propriedades fisioldgicas e metabdlicas especificas, como a

producdo de enzimas extracelulares e a formagdo de uma grande variedade de metabdlitos
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secundarios, estas bactérias auxiliam nas areas farmacéuticas e médicas (antibidticos e

antitumorais), e biotecnoldgicas, como a biorremediacgdo (Alvarez et al., 2017).

2.3 Analise Metabolbémica

A perturbacdo no metabolismo, reversivel ou ndo, que uma molécula bioativa pode provocar
em um organismo ao afetar as vias e fluxos metabolicos, pode ser mensurada por meio de
analises especificas das ciéncias “-0micas”. Com base no dogma central da biologia molecular,
onde a replicagdo e transcricdo do DNA e traducdo do RNA transforma a informagéo do cédigo
genético em resposta final, 0 genoma, o transcriptoma e o proteoma apresentam as informacdes
do que poderia/ deveria acontecer a um sistema bioldgico, enquanto o metaboloma fornece as
informacgdes sobre o que realmente esta acontecendo no organismo, naquele momento,
formando um elo entre o genoma e o fendémeno (Figura 7) (Abdelnur, 2011; Palazoglu; Fiehn,
2013; Aliferis, 2011; Alseekh et al., 2021).

Figura 7 — Uma correlacdo entre as principais estratégias-dmicas utilizadas em estudos de
biologia de sistemas.
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As ciéncias -0micas referem-se a varios métodos usados para caracterizar e descrever os papéis
de diferentes tipos de moléculas em um organismo. Ao estuda-las, caracteriza-se suas
estruturas, fungdes e dindmicas no organismo. Podem ser: genémica, estudo das sequéncias de
DNA para predizer propriedades de (micro)organismos; transcriptémica, estudo da transcricéo
do RNA em organismos; protedmica, estudo das diversas proteinas produzidas pelo organismo;
metaboldmica, estudo dos metabdlitos de células, fluidos bioldgicos, tecidos e organismos;
lipidomica, estudo dos lipideos celulares de sistemas bioldgicos; fendmica, estudo do estilo de
vida e meio ambiente na expressao génica; epigendmica, estudo das modificacbes epigenéticas

entre célula(s) e organismo(s); entre outras (Gruszecka -Kosowska et al., 2022).

A analise metaboldmica, especificamente, estuda de forma sistematica, em sistemas complexos
e em determinado status ou fendtipo de um organismo vivo, microrganismos e células
hospedeiras, o perfil de metabolitos (pequenas moléculas) em amostras bioldgicas, como fezes,
urina e tecidos. Para isso, utiliza métodos analiticos de alta eficiéncia/ rendimento, como a
espectrometria de massas (EM) e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN),
por terem identificacdo robusta e sensivel a metabdlitos, possibilitando, assim, também o0s
quantificar, quando for de interesse da analise. O objetivo da metabolémica é mapear 0s
metabolitos, pois eles concebem leituras moleculares do estado celular, refletindo um fenétipo
fisioldgico (Ursel et al., 2014; Fiehn, 2016; Vernocchi et al., 2016; Farag et al., 2020).

Compreender as informac6es relacionadas ao metaboloma, ou seja, a composicdo do conjunto
de pequenas moléculas de metabdlitos (produtos finais do metabolismo de uma célula) de um
organismo, é elucidar a influéncia de um estimulo, tanto do ambiente ou quanto de substancias,
sobre um gendtipo e como este altera um fenotipo. Desta forma, monitorar de forma abrangente
0 metaboloma de um organismo pode incorrer informacgdes importantes sobre o estado
fisioldgico e as alteragfes desenvolvidas apds uma exposicdo a compostos bioativos ou, até
mesmo, trazer informagdes sobre uma toxicidade observada. Para isso, 0 estudo sempre €
realizado em forma de comparacdo, que pode ser simples, como em uma cultura de células, ou
pode ser complexa, como em um organismo humano, onde observam-se as diferencgas de um
estado inicial, ou organismo controle, com um segundo momento, ou organismo tratado ou
mesmo doente, pois este € o objetivo da analise metabol6mica: identificar diferencas
metabdlicas ao destacar metabolitos relevantes, aumentados ou diminuidos como resultado de
uma intervencdo. A metabolémica é uma ferramenta poderosa utilizada ha mais de 20 anos para
elucidar mecanismos de acdo, ndo apenas de doencas e farmacos, como também de substancias

como agrotoxicos. A descoberta de biomarcadores, por exemplo de exposicao, de efeito e de
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predicdo, também faz parte do escopo da utilizagdo da analise metabolémica (Abdelnur, 2011;
Palazoglu; Fiehn, 2013; Aliferis, 2011; Alseekh, et al., 2021).

Fiehn (2002) definiu a analise metabolomica como “uma andlise abrangente e quantitativa do
metaboloma”. Entretanto, a diversidade quimica e as diferentes propriedades fisico-quimicas
dos metabolitos associados a uma grande faixa dindmica de concentracdes de metabdlitos em
diferentes amostras bioldgicas, torna praticamente impossivel se medir completamente um
metaboloma. Ao selecionar o instrumental analitico especifico e um fluido bioldgico em que os
metabdlitos serdo identificados, a analise metaboldmica estard restrita a estas condicdes
especificas. Soro, plasma, urina, fezes e tecidos sdo as matrizes bioldgicas mais estudadas.
Além disso, a analise metabolémica requer o uso de cooperacdo cientifica multidisciplinar,
sobretudo da bioinformatica, para a interpretacdo de big data obtidos por meio dessas técnicas
analiticas de alto rendimento (Fiehn, 2016; Gruszecka -Kosowska et al., 2022).

Apos a definicdo geral de Fiehn para anélise metabolémica, outros termos relativos a ciéncia
foram criados: Perfil metabdlico (analise de um nimero limitado e predefinido de metabolitos
para investigacdo de vias bioquimicas especificas); Analise Metabdlica fingerprinting
(classificacdo rapida de amostras de acordo com sua origem ou relevancia bioldgica); Anélise
Metabdlica footprinting (o que uma célula ou sistema excreta sob condi¢des controladas -
exometaboloma); e Perfil Metabolémico real-time (monitoramento de centenas de metabolitos
em ciclos de alguns segundos durante varias horas apds a injecdo direta de bactérias e células
em um espectrometro de massa de alta resolucdo). A lipiddmica é uma area especifica da
metaboldmica que caracteriza as moléculas lipidicas e seus papéis bioldgicos, sendo uma
andlise importante no entendimento do metabolismo e da funcéo lipidica (Koek et al., 2011,
Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).

Apesar dos varios termos acima citados, ndo ha consenso geral sobre seu uso. Muitos
pesquisadores preferem termos mais simples e gerais ao invés de criar um novo. Assim, a
analise Targeted (direcionada, alvo) € uma analise quantitativa ou semiquantitativa de alguns
metabolitos e/ou substratos de reacGes metabdlicas, podendo-se utilizar padrbes analiticos.
Exemplos de analises Targeted sdo o Perfil metabolico e a Lipidomica (apesar de haver
controvérsias). Ja a analise Untargeted (ndo direcionada, global) é uma analise qualitativa ou
semiquantitativa do maior nimero possivel de metabolitos em uma amostra biologica, para
escanear e criar um perfil. Tanto a analise fingerprinting quanto a footprinting pertencem a esta
definicdo (Abdelnur, 2011; Koek et al., 2011; Sussulini et al., 2017).
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Apesar dos anos de estudo em metabol6mica, ainda é um desafio, por causa da natureza das
moléculas e suas diversidades, a escolha de um método que dé uma cobertura adequada de
forma que alcance e complete as informac6es de genoma, transcriptoma e proteoma. Estima-se
que existam mais de 1 milhdo de metabolitos diferentes na arvore da vida, variando o
quantitativo entre espécies. Um metaboloma pode conter 600 metabdlitos, se observado um
microorganismo, ou até 200 mil metabolitos primarios e secundérios, se estudado um
organismo vegetal, por exemplo. O metaboloma também pode variar em complexidade de
moléculas, desde baixo peso molecular, polares e volateis, até metabolitos com maiores pesos
moleculares, apolares e ndo volateis. Para finalizar, a concentracdo de um metabdlito pode nao
corresponder totalmente a sua importancia na anélise, ou seja, um agucar ndo precisa ser mais

importante do que um hormonio (Abdelnur, 2011; Alseekh, et al., 2021).

Ainda pensando em concentra¢des, ampla faixa dinamica na abundancia celular, tempo de
renovacao rapido e a complexidade das moléculas, a escolha de um preparo de amostra, método
analitico e equipamentos adequados para o estudo da metabol6émica faz-se necessario, uma vez
que se deve ter consciéncia da questdo bioldgica que precisa ser respondida em um estudo. 1sso
porque um equipamento apenas, mesmo sendo sofisticado e de alta resolucdo, caracteristica
obrigatéria neste tipo de analise, ndo ira mapear todo o metaboloma de um organismo. A
capacidade atual de detec¢do, mesmo para 0s equipamentos mais modernos e combinados, esta
muito aquém da estimativa. Por exemplo, mesmo para uma combinacdo de métodos analiticos
pode-se analisar apenas 8.000 metabdlitos de 114.000 previstos para estarem presentes em um
ser humano. Assim, além das boas praticas de trabalho, a normalizacéo dos dados obtidos deve
ser rigorosa, sempre partindo do objetivo da anélise (targeted, untargeted, fingerprint etc).

Erros podem gerar uma ma interpretacdo dos dados (Abdelnur, 2011; Alseekh et al., 2021).

2.3.1 Fluxo de trabalho

Assim, a primeira coisa a se pensar quando se esta planejando uma analise metabolémica é a
pergunta para o problema abordado. Uma pergunta bem formulada gera um desenho
experimental bem delineado: qual andlise utilizar (targeted ou untargeted); tipo de amostra
(sangue, urina, tecidos etc); tamanho amostral (controles e amostras teste); coleta das amostras;
extingdo metabolica (interromper a acdo de enzimas por adi¢do de solventes ou congelamento

a imediato com nitrogénio liquido); armazenamento das amostras (tempo e temperatura -80°C);
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preparo adequado das amostras; plataformas analiticas a serem utilizadas (Sussulini et al.,
2017). A figura 8 ilustra a diferenca entre os fluxos de trabalho para as analises metabolémicas

Untargeted e Targeted.

Figura 8 — Fluxo de trabalho da metabolomico Untargeted (global - roxo) e Targeted (alvo -
azul)
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Fonte: Adaptado de Sussulini (2017).

2.3.2 Preparo de Amostra

Para garantir a qualidade dos dados metabolomicos, é importante escolher bem o tipo de
amostra a ser estudado. O tipo de coleta e armazenamento também influenciam, além do
preparo e extragdo dos metabolitos de interesse. Em geral, para estudar biomarcadores utiliza-
se biofluidos e, para elucidar mecanismos histopatolédgicos, avalia-se érgédo especifico (in situ).
Quando a amostra ideal ndo pode ser analisada, escolhe-se uma substituta, desde que ela ainda
seja quali e quantitativamente significativa. Por exemplo, se a bidpsia de um rim n&o pode ser

realizada, estuda-se a urina (Koek et al., 2011; Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).

As amostras podem ser metabolicamente ativas, como metaboloma intracelular
(endometaboloma), ou inativas, como metaboloma extracelular (exometaboloma). O
exometaboloma ndo precisa de extingdo do metabolismo, aceita 0 minimo preparo de amostra

e reflete a imagem cumulativa do metabolismo ao longo do tempo. Entretanto, € importante ter
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cuidado com os biofluidos, pois eles podem ser considerados metabolicamente inativos, mas,
ainda estarem metabolicamente ativos, como soro e saliva. O endometaboloma requer a
extincdo de metabdlitos, extenso preparo de amostra e técnicas mais dificeis de extracdo. Como
é uma foto instantanea do metabolismo, ndo realizar a extingdo do metabolismo pode alterar a
sua composicdo e, consequentemente, os resultados das analises. A extingdo metabdlica é
realizada com a lavagem répida do tecido com salina ou tampéo fosfato, para a retirada de
sangue superficial, e o congelamento rapido em nitrogénio liquido (Koek et al., 2011; Sussulini
etal., 2017).

O preparo da amostra esta diretamente ligado ao tipo de amostra (plasma, urina, tecido), qual
analise metabolémica (Targeted ou Untargeted) e equipamento analitico. Uma anélise
Targeted, por exemplo, requer uma extracdo de metabdlitos direcionada, com remocédo de
interferentes e pré-concentracdo (extracdo liquido-liquido ou fase sélida) para melhorar a
deteccdo do composto de interesse. A metaboldmica Untargeted requer uma preparacao
minimalista. Em geral, é realizada uma precipitacdo de proteinas, filtracdo e diluicdo das
amostras. Ha particularidades inerentes ao tipo de amostra e equipamento. Tecidos e culturas
celulares precisam de extracbes mais elaboradas, além da lise celular; analises por
cromatografia gasosa exigem derivatizacdo das amostras. Desta forma, quanto mais etapas o
preparo de amostra contém, mais propenso a erros ele esta (Koek et al., 2011; Sussulini et al.,
2017; Antonelli et al., 2019).

2.3.2 Técnicas analiticas

O desafio da metabolémica é a composicdo quimica das amostras. Uma plataforma analitica
unica ndo ira identificar e quantificar, de forma abrangente, todo o conjunto de metabdlitos de
um sistema bioldgico. Os dois métodos de detec¢do mais utilizados na metabolémica séo a EM
e a RMN. Cada uma das técnicas tem suas vantagens, sendo o RMN altamente seletivo, ndo
destrutivo, entretanto com baixa sensibilidade e alta complexidade espectral, enquanto o0 EM
dispde uma boa combinacéo de seletividade e sensibilidade (Abdelnur, 2011; Sussulini et al.,
2017).

O espectrometro de massas € um analisador que, apds a passagem de moléculas neutras ou

carregadas por uma fonte de ionizacdo, detecta a razdo entre uma massa e uma carga (m/z) de
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ions (gasosos), podendo ndo necessitar de vacuo, como a ESI (do inglés, Electrospray
lonization) e o MALDI (do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization); ou ionizando
a alto vacuo, como a El (do inglés, Electron Impact) e a Cl (do inglés, chemical ionization).
Apesar de detectarem substancias diretamente, em geral, a EM esta acoplada a cromatografos
(liquido - CL ou gasoso - CG), que otimizam a analise, minimizando a complexidade da amostra
e reduzindo os efeitos de supressdo da ionizagdo, aumentando a sensibilidade de deteccdo e a
cobertura do perfil metabdlico (Abdelnur, 2011; Sussulini et al., 2017).

A otimizacédo do preparo das amostras, que deve ser cuidadosamente estudada, depende muito
do tipo de matriz bioldgica, da classe do composto de interesse e do equipamento a ser utilizado.
No CG, que separa compostos volateis e termicamente estaveis, para uma analise metabolémica
adequada, por causa da natureza dos metabolitos nas amostras, € necessario realizar uma
derivatizacdo, para que os grupos funcionais hidrofilicos (ligagdes de hidrogénio) sejam
substituidos nas amostras para aumentar a volatilidade. A derivatizacao é o principal limitante
da andlise metabolémica por CG, condicionada ao tempo de preparo da amostra, baixo
rendimento e propensa a erros pode variabilidade e artefatos. Como a derivatizacao tem tempo
de validade (méximo 48h em ambiente refrigerado), ha um limite de amostras que podem ser
analisadas por CG (Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).

Como exemplo de derivatizacdo, ha a trimetilsililacdo, um procedimento que reduz,
drasticamente, pontos de ebulicdo das moléculas, melhorando tanto a estabilidade térmica
quanto a separacdo cromatografica dos metabdlitos. Antes da derivatizacdo, a oxiaminag¢do com
metoxiamina € realizada para que grupos funcionais cetdnicos sejam protegidos de
tautomerismo e descarboxilacdo do ceto-enol, inibindo também a formacao de anéis de aglcares
redutores. Como solvente para capturar protons e aumentar a nucleofilicidade da metoxiamina,

normalmente se usa a piridina (Palazoglu; Fiehn, 2013; Sussulini et al., 2017).

Apesar da necessidade e certa dificuldade de derivatizacdo das amostras, a especificidade
estrutural dos adutos permite a criacdo de bibliotecas espectrais muito Uteis na detec¢do dos
metabolitos (Palazoglu; Fiehn, 2013; Sussulini et al., 2017).

Para as amostras bioldgicas, controles de qualidade (QCs) séo preparados com pequeno volume
de todas as amostras (pool das amostras teste). A estabilidade instrumental é verificada com
varias injec@es iniciais do QC (ambientacdo do equipamento) e durante as analises, intercalando

a injecdo do QC depois de cinco ou seis amostras, dependendo do tempo de execucdo. A
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repetibilidade dos espectros dos QCs é inspecionada visual e estatisticamente (Sussulini et al.,
2017).

2.3.4 Processamento dos dados e Analise Estatistica

As analises realizadas em espectrobmetros de massas acoplados a cromatégrafos produzem
dados tridimensionais que normalmente sdo exibidos como um cromatograma de ions totais
(TIC, do inglés Total lon Chromatogram) bidimensional. Desta forma, muita informac&o esta
contida em um pico, sendo necessario o tratamento dos dados para extrair a informacao correta
das analises, principalmente para as analises Untargeted. Tratar os dados analiticos é um
desafio, pois quanto maior a complexidade dos dados, maior a necessidade de etapas de pré-
tratamento e controle de qualidade antes da andlise estatistica em si. N&o h& um protocolo
padrdo para analise dos dados que, com o avanco tecnoldgico, se tornam cada vez mais
complexos. Cada estudo tem que ter uma abordagem personalizada. Assim, entender cada passo
do tratamento dos dados e executar adequadamente tanto do pré-processamento quanto das
andlises estatisticas permite um resultado fidedigno, mais proximo possivel da realidade
(Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).

Tratar dados envolve ferramentas computacionais que validam a identificacdo do metabdlito.
Em geral, softwares sdo fornecidos pelo fabricante do equipamento utilizado ou podem ser de
acesso gratuito. O pré-processamento e processamento dos dados inclui varios passos:
desconvolucdo espectral, criacdo de conjunto de dados, agrupamento, alinhamento,
preenchimento de lacunas de dados, normalizacdo e transformacdo de dados. Softwares
adequados, como XCMS, Mass Profiler Professional (MPP, Agilent Technologies), MZmine,
MetAlign, MassLynx (Waters Corp.) e AMDIS, entre outros, determinam quais picos em cada
execucdo cromatografica sdo do mesmo composto e quais sdo diferentes (Palazoglu; Fiehn,
2013; Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).

O objetivo do pre-processamento é transformar os dados 3D em uma tabela de Features (sem
traducéo, é uma caracteristica do metabolito que correlaciona m/z e RT; molécula detectada e
n&o identificada), onde nas linhas podem ser encontradas as informag6es das amostras do estudo
e nas colunas estardo as informacgdes do par m/z — RT. Para isso, a desconvolucéo espectral

extrai, da “mistura” complexa dos sinais do equipamento, apenas os sinais valiosos para a
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andlise, tratando ruido, corrigindo linha de base e extraindo componentes coeluidos. Apés a
desconvolucéo, o alinhamento corrige os desvios causados pela fase mdvel ou estacionéria,
variacdes de temperatura e pressdo do sistema, envelhecimento da coluna e efeito de matriz,
imputando aumento da reprodutividade das analises. E realizado observando-se uma janela de
m/z e RT e, terminada esta etapa, 0 pico pode ser integrado (altura ou &rea) para a atribuicéo
em tabela (Sussulini et al., 2017).

Com a tabela pronta, o preenchimento de lacunas (gap fillings) deve ser realizado. A presenca
de valores faltantes (missing values), em geral, se da por ion correspondente ausente, picos mal
formados, por baixa intensidade ou baixa repetibilidade. Softwares tém algoritmos que
preenchem as lacunas ou pesquisando estruturas de picos nos dados brutos ou estimando
valores, por utilizar valores vizinhos como referéncia (k-nearest neighbor). A tabela de dados
final deve ser concluida sem valores faltantes (Sussulini et al., 2017; Gallo, 2022).

Na analise por CG, a identificacdo dos compostos antecede o processamento dos dados, sendo
muito Uteis bibliotecas de dados como a Fiehn RTL e a NIST (do inglés, National Institute of
Standards and Technology). A vantagem da utilizacdo da biblioteca Fiehn é que ela inclui tanto
tempo de retencdo quanto indice de retengdo, aumentando a confiabilidade e reduzindo falsos-
positivos, quando os experimentos sdo seguindo rigorosamente 0 mesmo método analitico.
Bibliotecas espectrais sdo a grande vantagem das analises de CG-EM sobre a CL-EM (Sussulini
etal., 2017).

O processamento dos dados, apés a confeccdo da tabela, representa os passos: Normalizacéo,
Centralizacdo e Escalonamento, e Transformacao. Normalizar é dividir cada linha da tabela por
um fator com o intuito de remover varia¢fes indesejadas entre as amostras e permitindo, assim,
comparacao entre elas. Estas variagdes podem ser, como exemplo mais comum, diferenca muito
grande entre concentracdo de diferentes metabdlitos (acucares e horménios). Como exemplos,
pode-se citar: Adicdo de padrdo interno/ externo (feature referéncia); Normalizagio da Area
Total (Total area normalization) ou Soma (Sum); Normalizacdo do Quociente Probabilistico
(Probabilistic Quotient Normalization); Normalizacdo Quantilica (Quantile normalization) ou
pela Mediana (Median) (Sussulini et al., 2017, Gallo, 2022).

Com base na dispersdo da variavel, a centralizacdo e escalonamento dos dados ajusta cada
varidvel/feature por um fator. Desta forma, qualquer tipo de variacdo biol6égica ndo sera
ofuscado, pois os metabdlitos mais abundantes deixardo de contribuir mais para 0 modelo do

gue 0s menores €, assim, 0s resultados estatisticos ndo serdo tendenciosos. Como exemplos:
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Autoescalonamento (escala de variancia unitaria); Pareto; Range scaling; Vast (estabilidade
variavel) (Sussulini et al., 2017).

Dados tanto de RMN quanto de EM tendem a ter ruidos heterocedasticos. O problema é que
ferramentas estatisticas assumem que estes ruidos sdo homocedasticos. Além disso, para
varidveis de metabolitos diferentes de zero, as distribuicdes sdo frequentemente distorcidas a
direita (curva gaussiana). Para contornar esta situacdo, os dados precisam, entdo, serem
transformados. Transformacgdes podem ser: log transformation; G log transformation; Power
transformation ou Square root transformation; Cube root transformation; Box-cox
transformation; Z-transformation (Van der Berg et al., 2006; Martinez-Arranz et al., 2015;
Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).

Apds o processamento dos dados, os resultados encontrados sdo bastante complexos e, por isso,
requerem ferramentas quimiomeétricas, que se baseiam em métodos computacionais que ajudam
a identificar padrdes e quantificar componentes, para revelar metabolitos discriminantes entre
0s grupos de amostras de controle e de teste. As andlises multivariadas, que dependem da
normalizacdo dos dados, sdo empregadas tanto para visdo geral do experimento quanto para
classificacdo da amostra. Pode ser ndo supervisionada, como andlise de componentes principais
(PCA, do inglés Principle Component Analysis), e supervisionada, como analise discriminante
de minimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglés Partial Least-Squares Discriminant
Analysis) e projecOes ortogonais para analise discriminante de estruturas latentes (OPLS-DA,
do inglés Orthogonal partial least squares-discriminant analysis). A andlise univariada
também pode ser usada, com os testes estatisticos teste t de Student, teste U de Mann-Whitney,
etc, para corroborar os resultados multivariados encontrados. Procedimentos de validagéo
cruzada e testes de permutacdo validam a anélise multivariada. Softwares especificos ajudam a
realizar a quimiometria, onde podemos citar o Metaboanalyst (gratuito) e o SIMCA+ (Agilent
Technologies) (Sussulini et al., 2017).

A ferramenta mais utilizada em quimiometria, a PCA, é um método linear de analise
multivariada baseada na correlacdo e projecdo simples para encontrar um novo conjunto de
variaveis, reduzindo, assim, a complexidade de conjuntos de dados originais, resumindo-os em
componentes principais (combinacdes lineares das varidveis originais). O método consiste em
ordenar as variaveis por importancia, onde o primeiro componente representa a maior
variabilidade possivel (matematicamente, é o que melhor se aproxima dos dados, no sentido de

minimos quadrados). Desta forma, este método ndo supervisionado € usado em analises
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exploratorias e, na metabolémica, proporciona uma visualizagdo global simples, detectando
tendéncias, grupos e outliers (deve-se ter cuidado ao remové-los, pois eles “ajudam” a criar o

modelo). A avaliacdo dos QCs é realizada utilizando a PCA (Sussulini et al., 2017).

Enquanto que a PCA reduz a dimensionalidade maximizando a variancia dos dados, o PLS-DA
maximiza a covariancia latente entre os dados originais e a variavel de resposta (que define os
grupos), encontrando a relagio entre as duas matrizes (dados X e resposta Y). E uma andlise
supervisionada, que utiliza o aprendizado de maquina, compreendendo quais variaveis de X
(metabolitos) estdo mais relacionados com Y (resposta), prevendo a classificacdo de novas

amostras (Sussulini et al., 2017).

A PCA ¢é um método que ndo precisa de validacdo, diferente da PLS-DA que necessita de
validacdo cruzada interna. A validacdo é feita dividindo-se o conjunto de dados em
subconjuntos. Um modelo € construido por vez, contendo todas as variaveis, exceto as de um
subconjunto, que é testado, e a diferenca entre os valores previsto e esperado sao salvas. Repete-
se com todos o0s subconjuntos estados e a soma dos erros residuais previstos (PRESS, do inglés
predicted residual error sum of squares) e outras analise estatisticas confirmam ou nédo a
qualidade de previsdo do modelo. S&o trés avaliagbes importantes, que juntas respodem sobre
a predicdo do modelo R2X (quanto da variacdo X relaciona-se com a diferenca entre classes?);
R2Y (qudo boa ¢ a separacao entre duas classes?); e Q2 (qudo bem podemos prever as duas
classes?). Q2 é a estatistica mais importante de qualidade do modelo, podendo variar entre (-
infinito, 1), onde Q2 negativo pode indicar que o modelo esta sobreajustado, sendo o valor ideal
de Q2 maior que 0,4 (Sussulini et al., 2017; Gallo, 2022).

Para finalizar as informacdes sobre a validacdo do modelo R2/Q2, a acuracia avalia qual € a
porcentagem de predi¢des corretas, sendo uma porcentagem entre 70-90% e uma predicdo real
(Gallo, 2022).

Outra forma de validar o método é executando o teste de Permutacdo. Ele avalia a significancia
do poder preditivo estimado (Q2). A avaliacdo da validade é feita observando se qualquer outro
modelo “aleatério” em dois grupos arbitrarios ¢é significativamente melhor do que o que esta
sendo avaliado. E necessario ver as caudas da distribuicdo, por isso 0 nimero de permutacio
deve ser grande (big data) (Sussulini et al. 2017; Gallo, 2022).

E importante entender quais s&o os features importantes (discriminantes) para 0 modelo e qual

a sua significancia estatistica. Assim a VIP (do inglés, Variable Importance on the Projection)
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é encontrada ordenando-se os vetores relevantes (p-loadings) por magnitude e os mais
importantes tém valores maiores do que 1. A auséncia de um VIP > 1 aumenta o erro de predicéo
(Sussulini et al., 2017; Gallo, 2022).

Analises univariadas podem ser Uteis, sendo usadas em conjunto com as analises multivariadas,
pois avalia a significancia de cada feature separadamente. E importante ressaltar que 65% dos
dados metaboldmicos ndo atendem pardmetros de normalidade e igualdade de variancia, sendo
considerados ndo-paramétricos. Como métodos univariados que podem ser aplicados, podem
ser citados: fold changes, t-test, ANOVA e correlagéo (Sussulini et al., 2017; Gallo, 2022).

2.3.5 Identificacdo e Interpretacdo Bioldgica

Metabdlitos precisam ser identificados quando a analise metabolémica é Untargeted. A
identificacdo do metabolito é realizada pesquisando as caracteristicas espectrais em uma
biblioteca de referéncia, mas é necessario observar o contexto e ter dominio (conhecimento).
Esta é a etapa gargalo para muitos estudos metabolémicos. Como exemplos de bancos de dados
e bibliotecas gratuitas, para dados adquiridos em equipamentos de LC de alta resolucéo, tém-
se: HMDB, KEGG, PubChem, Metlin, MassBank, LIPID MAPS, ChEBI, MMD,
BioMagResBank, MetabolD. Uma vez identificado, 0 metabdlito deve ser confirmado com a
utilizacdo de padrdes analiticos, comparando-se o padrdo de fragmentacdo entre as moléculas
(validacéo) (Sussulini et al., 2017; De Souza et al., 2020).

Listados 0os metabdlitos e confirmados sua identificacdo, o proximo passo da metaboldmica é
relacionar as vias metabolicas, utilizando bancos de dados disponiveis, como: Metabolanalyst,
KEGG, MetaCyc, SMPDB, MetaboLights e Reactome. Esta etapa é subjetiva e demorada e
abrange trés passos principais: procura dos metabolitos; leitura da literatura relevante; e sintese
da informacao para ajustar a “histéria” biologica. Esta ¢ a etapa que tenta responder a questao
bioldgica original, que originou o estudo metabolémico (Sussulini et al., 2017; De Souza et al.,
2020).

Apesar de ser pouco executada, a validacédo bioldgica final corrobora os resultados obtidos no
estudo metabolémico, quando novas amostras sédo avaliadas ou mesmo, na metabolémica
Untargeted, as mesmas amostras séo novamente analisadas, consolidando a interpretacédo

bioldgica dos resultados (Sussulini et al., 2017; De Souza et al., 2020).
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A metaboldmica consegue refletir sobre o efeito das influéncias genéticas e ambientais em um

organismo e, consequentemente, fornece uma abordagem diferenciada na avaliagdo do

mecanismo de acdo de exposi¢cGes ambientais complexas, como a exposi¢do a mistura de

agrotoxicos. Entretanto, é dificil encontrar estudos com analises metabdmicas usadas para este

fim. Os poucos estudos encontrados relatam mais as alteracGes causadas por agrotoxicos

isolados e algumas misturas. A tabela 2 traz exemplos de estudos com a exposi¢ao a agrotoxicos

e analises metaboldmicas.

Tabela 2 — Principais vias metabdlicas alteradas por exposicao a agrotdxicos (continua).

Agrotoxico Vias metabdlicas alteradas Referéncia
Bibliografica

Glifosato Vias do metabolismo da galactose, das purinas e  Glinski et al., 2021
da ureia

Glifosato Metabolismo da glutationa e via das pentoses Freitas-Silva et al., 2017
fosfato.

Glifosato Diversas vias metabdlicas: ciclo de Krebs e a Qietal., 2023
cadeia respiratoria; metabolismo do piruvato e a
glicolise/gliconeogénese; e a via das pentoses
fosfato e a sintese e metabolismo de
nucleotideos.

Glifosato Metabdlito glioxilato inibe a oxidacdo de acidos Ford et al., 2017

graxos.

Tebuconazol e
difenoconazol (fungicidas)

Metabolismo lipidico, o metabolismo do &cido
araquidénico, a biossintese de hormonios
esterdides e 0 metabolismo do triptofano.

Jiang et al., 2022

Imidacloprido

Vias da glicolise e da gliconeogénese,
metabolismo de alanina, aspartato e glutamato,
metabolismo de glutationa, metabolismo de
fenilalanina, metabolismo de tirosina, por
estresse oxidativo.

Nannan-Lv et al., 2021

Imidacloprido e
Hexaconazole (fungicida)

Vias metabdlicas da glicélise, do piruvato, do
glioxilato e dicarboxilato, da galactose e de
glicolipidos.

Deore et al., 2024-1;
Deore et al., 2024-2

Permetrina (inseticida)

Metabolismo de aminoacidos intermediarios
ciclo do écido citrico (&cidos aspartico,
glutdmico e citrico).

Jellali et al., 2021

Atrazina (herbicida)

Metabolismo do carbono e do azoto e
metabolismo de 4cidos graxos

Szewczyk et al., 2020

2,4-D (herbicida)

Metabolismo de aminoé&cidos e de &cidos graxos.

Bernat et al., 2018

Dinotefurano, Nitenpiram e
Acetamiprido (inseticidas
neonicotinoides isolados)

Metabolismo de aminoéacidos e sintese de acidos
graxos.

Yan et al., 2021

Paraquat (Herbicida)

Via das pentoses fosfato, glicdlise e o ciclo do
acido citrico.

Lei et al., 2014
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Tabela 2 — Principais vias metabdlicas alteradas por exposicao a agrotdxicos (concluséo).

Fenvalerato (inseticida Via da pentose fosfato, 0 metabolismo do amido Zhang et al., 2020
piretréide) e da sacarose, 0 metabolismo dos &cidos graxos

e 0 metabolismo do acido glutamico.
Mistura de boscalida, Metabolismo da glicose. Lukowicz et al., 2018

captana, clopirifos,
tiaclopride, tiofanato e ziram
Mistura de boscalida, Alteragbes  especificas nos metabolomas Smith et al., 2020
captana, clopirifés, urinarios e fecais, com alteragfes duradouras na
tiaclopride, tiofanato e ziram  microbiota intestinal.
Mistura de alacloro, captan,  Alteragdes especificas ligadas ao género Merhi et al, 2010
diazinon, endosulfan, (machos e fémeas) no nivel de metabdlitos
maneb, mancozeb hepaticos envolvidos no estresse oxidativo e na
regulacdo do metabolismo da glicose.

A partir dos dados citatdos na literatura, as principais vias metabdlicas alteradas pela exposi¢do
aos agrotoxicos sao explicadas a seguir.

Metabolismo energético - Ciclo do &cido tricarboxilico e fosforilagdo oxidativa

Uma rede complexa de reagdes bioquimicas forma o metabolismo celular, que tem como
objetivo principal de converter substratos nutrientes para o crescimento e a sobrevivéncia dos
organismos Vvivos. Estes processos metabdlicos necessitam de grande troca energética,
alcancada por meio de reacdes de oxidacdo-reducdo, onde elétrons séo transferidos de uma
molécula para outra. Assim, inimeras vias de sinalizacdo e redes reguladoras controlam o
equilibrio entre as vias catabdlicas (que decompdem para aproveitar a energia), e as vias
anabdlicas (que sintetizam moléculas) (Fernie et al., 2004; Arnold; Finley, 2022; Nelson; Cox,
2022).

Moléculas precursoras, que participam do anabolismo celular, sdo aminoacidos, aguUcares,
acidos graxos e bases nitrogenadas. Utilizando energia proveniente de ATP, NADH, NADPH,
FADH2, formam macromoléculas celulares (proteinas, polissacarideos, lipidios, e &cidos
nucleicos). Para regenerar os transportadores de energia (ADP, NAD*, NADP*, FAD), 0s
nutrientes energéticos sdo metabolizados (catabolismo), gerando produtos finais sem energia,
como CO2, H20 e NHsz. A Acetato/ Acetil-CoA é a molécula que esta presente tanto no
metabolismo quanto no anabolismo. A figura 9 ilustra a interligagdo entre anabolismo e
catabolismo celular (Fernie et al., 2004; Arnold; Finley, 2022; Nelson; Cox, 2022).
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Um ciclo que controla o metabolismo catabdlico e anabdlico € o ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA do inglés tricarboxylic acid; ciclo do acido citrico; ciclo de Krebs), uma série ciclica de
reacOes que aproveitam elétrons, oxidando nutrientes e gerando a bioenergia celular (Fernie et
al., 2004; Arnold; Finley, 2022; Nelson; Cox, 2022).

Figura 9 — Interacdo entre as vias metabdlicas ndo lineares.
A: convergente anabolica (exemplos: metabolismo de &cidos graxos, metabolismo do amido e
da sacarose, glicogendlise, metabolismo de aminoéacidos, glicélise); B: ciclica (ciclo do &cido
tricarboxilico); C: divergente catabdlica (exemplos: via do mevalonato, sintese de colesterol,
sintese de triglicerideos).

Corpos Cetonicos Horménios
esteroides

Fosfolipideos Isopentenil- /

—_— —_—
-pirofosfato Colegtart

\ biliares
Triacilgliceréis == Acidos graxos / \ \

Acidos

Mevalonato Vitamina K Esteres de
Amido Alanina colesteril
Fenilalanina
. - Acet
Glicogénio » Glicose Piruvato etll-C —_ Acetoacenl{oA Eicosanoides
Sacarose Serina Leucina /

Isoleucind Acidos graxos == Triacilglicer6is

/

(a) Catabolismo convergente

Cm.no Diacilglicerol-CDP == Fosfolipideos
Oxaloacetato

@)

() Via cidica

(b) Anabolismo divergente

Fonte: Adaptado de Nelson; Cox (2022, p.504).

Vaérias vias metabdlicas fornecem substratos para o ciclo TCA, como a glicélise fornece
piruvato e oxaloacetato; Acetil-CoA pode advir de carboidratos, acidos graxos e aminoacidos,
ou mesmo do acetato; Succinil-Coa pode vir da oxidagéo de acidos graxos ou metabolizacéo de
valina, isoleucina e metionina; fumarato pode ser fornecido pela metabolizacdo de aspartato,
fenilalanina e tirosina. E varios intermediarios servem de precursores de outras vias
metabolicas, como: Oxaloacetato para formacao de fosfoenolpiruvato, que alimenta as vias

glicolitica e de sintese de alguns aminoacidos; oxaloacetato também pode gerar aspartato,
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asparagina, que geram pirimidinas; succinil-Coa est4 envolvido na sintese de porfirinas e grupo
heme; alpha-cetoglutarato gera glutamato, envolvido na sintese de purinas e dos aminoacidos
glutamina, prolina e arginina; e o citrato esta envolvido na sintese de acidos graxos e esteroides
(Fernie et al., 2004; Arnold; Finley, 2022; Nelson; Cox, 2022).

O ciclo de TCA pode ser regulado por uma serie de fatores, como pelos metabdlitos que
controlam a producédo de acetil-CoA, sinalizando a suficiéncia de energia metabdlica (ATP,
NADH, &cidos graxos e a propria acetil-CoA,), ou indicando a reducdo de energia (AMP,
NAD", CoA). Enzimas também controlam o ciclo, por inibicdo alostérica como a alpha-

cetoglutarato-desidrogenase (Fernie et al., 2004; Arnold; Finley, 2022; Nelson; Cox, 2022).

Via das pentoses fosfato

A via das pentoses fosfato é uma via paralela a glicolise. E um importante processo fisiologico
que ocorre em duas fases, a oxidativa e a ndo oxidativa. A fase oxidativa, a partir da glicose-6-
fosfato produz fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH, do inglés
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) e ribose-5-fosfato. A fase ndo oxidativa tém
varias reagdes cujos intermedidrios conectam-se a Véarias outras vias, como a sintese de
nucleotideos, sintese de aminoacidos aromaticos e a glicélise. O oxaloacetato pode ser desviado
do ciclo do TCA para a formacdo de fosfoenolpiruvato (PEP) e alimentar a via das pentoses; o

contrario também pode ocorrer (Tang, 2020; Nelson; Cox, 2022).

O é&cido gliconico e formado pela oxidacdo da glicose, por meio das enzimas glicose oxigenase
e catalase. Esse acido, na via das pentoses fosfato, é convertido a ribulose-5-fosfato e,
consequentemente, a ribose-5-fosfato. Esta reacdo da glicose também produz, além do acido
gliconico, peroxido de hidrogénio. A formacdo de NADPH é crucial para a reducdo da
glutationa, prevenindo, assim, danos oxidativos. A catalase, enzima do sistema antioxidante,

também necessita de NADPH para funcionamento adequado (Mafra, 2013; Lei et al., 2014).

Vias glutaminoliticas

A glutamina é o aminodcido livre mais abundante no plasma e no tecido muscular. E sintetizada

por todos os tecidos a partir de outros aminoacidos e esta envolvida em varias vias metabdlicas
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que, agrupadas, sdo chamadas de vias glutaminoliticas. De modo geral, a glutamina esta
envolvida na proliferacdo e desenvolvimento das células, principalmente do sistema imune; no
balango acido-basico; no transporte de amonia dos tecidos; na doacao de esqueletos de carbono
para a gliconeogénese; e esta diretamente relacionada com o sistema antioxidante do organismo
(Cruzat et al., 2009; Varol et al., 2016; Nelson; Cox, 2022).

Duas sdo as enzimas principais envolvidas na catélise e sintese da glutationa: a glutamina
sintetase e a glutaminase, respectivamente. A glutamina sintetase pode ser regulada por
glicocorticoides, hormonios tireoidianos, horménios do crescimento e pela insulina, sendo
fundamental em situacdes de estresse e patogénicas. A glutaminase transforma a glutamina em
glutamato (&cido glutdmico) e amonia (metabolismo do nitrogénio e ciclo da ureia). Em todas
as células, a glutamina pode ceder atomos de nitrogénio para a sintese de purinas, pirimidinas
(metabolismo das pirimidinas e das purinas) e aminoagucares. Glutamato também é precursor
de GABA, 2-oxoglutarato, glicose, ornitina, ureia e outros aminoéacidos além da glutamina. A
glutamina desempenha um papel na regulacdo do metabolismo energético, afetando a atividade
de enzimas e transportadores envolvidos na metabolizacdo de acidos graxos (Cruzat et al.,
2009; Varol et al., 2016; Nelson; Cox, 2022).

E a insulina e os hormodnios de crescimento tipo insulina que estimulam o transporte da
glutamina para o meio extracelular. A glutamina é capaz de promover a sinalizagdo celular,
ativando a expressdo de genes de sintese e degradacdo de proteinas; proliferacdo celular e

ativacdo de cascatas de apoptose (Cruzat et al., 2009; Varol et al., 2016; Nelson; Cox, 2022).

Oxidacéo de Aminoé&cidos e o Ciclo da Ureia

Os aminoacidos sofrem degradacdo em trés momentos: normalmente, durante a sintese e
degradacéo de proteinas celulares; em dieta rica em proteinas e aminoacidos; e durante o jejum
ou DM2 né&o controlado (carboidratos ndo estdo disponiveis e proteinas sdo utilizadas como
fonte energética). Em todos os momentos, os aminoacidos formam ceto-acidos (esqueletos de
carbono), quando perdem seu grupo amino. Ceto-acidos sdo convertidos, pela gliconeogénese,
em glicose ou séo oxidados a CO> e H»0, no ciclo do TCA, ou podem seguir via paralela, de
catabolismo de acidos graxos. O grupo amino é doado para o a-cetoglutamato, formando o
glutamato. Na mitocondria ocorre a desaminacao do glutamato, com liberacdo de amonia, que

em mamiferos € dependente de aspartato-arginina-succinato e ATP, formando ureia, um
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produto de excre¢do de nitrogénio. Enquanto o glutamato € essencial para o metabolismo
intracelular do grupo amino, a glutamina é a responsavel pelo transporte da amonia pela
corrente sanguinea. Outro aminoacido importante no transporte do grupo amino do musculo
para o figado é a alanina, pela adicdo ou subtracdo do grupo amino ao piruvato (Fernie et al.,
2004; Varol et al., 2016; Nelson; Cox, 2022).

Biossintese e degradacdo de &cidos graxos insaturados

A biossintese de acidos graxos ocorre, principalmente, no citosol dos adipdcitos e hepatdcitos.
Necessita de NADPH e ATP para transformar a Acetil CoA em uma molécula de acido graxo.
A degradacdo, ou B-oxidagéo, ocorre na mitocondria e necessita de FADH2 e NADH. Para que
eles sejam metabolizados é necessario primeiro ativa-los, transformando seu grupo carboxilato
num tio-éster da coenzimaA (CoASH). Além da Acetil CoA, ela forma corpos cetdnicos, como
0 &cido 2-hidroxibutirico e o acetoacetato, que podem ser utilizados quando ha restricdo de
glicose. Quando a B-oxidacdo estd prejudicada, por causa de uma resisténcia a insulina, por
exemplo, a dmega-oxidacao € a via alternativa, que produz acidos dicarboxilicos, como o acido
adipico. O acido 2-cetoadipico € utilizado como biomarcador da DM2 (Villarreal-Pérez et al.,
2014; Nelson; Cox, 2022).

Via do Mevalonato

A via do mevalonato é uma importante via metabdlica que gera moléculas bioativas vitais,
como o colesterol e os corpos cetonicos, a partir de Acetil CoA e HMB-CoA (5-Hydroxy f-
methylglutaryl-CoA). A diferenca entre a formacdo de colesterol e corpos cetonicos esta na
localizagdo do HMB-CoA sintases. No citosol forma colesterol e sdo 19 etapas até a formacéo
do colesterol, precursor indispensavel na sintese de acidos biliares, lipoproteinas e horménios
esterdides, como progesterona, estradiol e testosterona; na mitocéndria forma corpos cetonicos,
acetona, acetoacetato e acido 2-hidroxibutirico, via regulada por acidos graxos (quando ha
lipolise intensa) (Hegardt, 1999; Zhang et al.; 2023).

Metabolismo da galactose e outras vias metabolicas relacionadas
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A galactose é um dos agUcares mais abundantes da dieta e € muito importante no metabolismo
celular. Este monossacarideo de seis carbonos é uma aldose (figura 10), sendo transformado
diretamente em glicose por acéo de varias enzimas. A galactose € proveniente do dissacarideo

lactose, juntamente com a glicose (Conte et al., 2021; Nelson; Cox, 2022).

A tagatose € um monossacarideo raro, presente em quantidades minimas em substancias
alimentares que ocorrem naturalmente, mas principalmente em produtos lacteos (figura 10),
podendo ser biotransformada a partir da galactose, pela enzima L-arabiose isomerase. Estudos
indicam que tem propriedade anti-diabética, com reducao sérica da glicose, e efeitos promotores
de crescimento em bactérias intestinais benéficas, sendo considerado um nutracéutico. Dentro
da via metabdlica da galactose, a tagatose é transformada em frutose-6-fosfato e segue para a
via das pentoses fosfato (Roy et al., 2018; Guerrero-Wyss et al., 2018; Oliveira; Gongalves,
2019).

A lisose é uma pentose rara, encontrada em glicolipidios bacterianos (figura 10). A D-lisose
isomerase, além de converter D-lisose e D-xilulose, também converte D-frutose e D-manose,
sendo uma enzima importante no catabolismo de monossacarideos microbiano para a formacéo

de intermediarios da via das pentoses fosfato (Liang et al., 2023).

A frutose é uma cetose de seis carbonos e seu metabolismo excessivo esta relacionado a DM2,
obesidade, hipertensdo e esteatose ndo alcodlica. O lactato, um dos substratos do ciclo do acido
citrico, pode representar até 25% da frutose ingerida e, quando acumulado, gera EROs,
prejudicando a absorcdo de acidos graxos pela mitocondria e reduzindo a geracdo de ATP
mitocondrial (Johnson et al., 2023; Liang et al., 2023).

Figura 10 — Estrutura quimica dos monossacarideos Tagatose (cetose 6C), Galactose (aldose
6C); Frutose (cetose 6C), Lisose (aldose 5C) e Lactose (Galactose + Glicose).
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Fonte: www.wikipedia.com
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O metabolismo da galactose envolve inlmeros compostos, como myo-inositol, glicerol, frutose
e tagatose, e esta interligado a outras vias metabdlicas, como metabolismo de aminoéacidos e
acucares nucleotideos; metabolismo do amido e da sacarose; metabolismo da frutose e manose;

e via das pentoses fosfato (Conte et al., 2021; Nelson; Cox, 2022).

Metabolismo do Glioxilato e dicarboxilato

O ciclo do glioxilato € uma via alternativa para o metabolismo de Acetil-CoA. Como substrato,
pode utilizar acidos graxos oriundos de triglicérides. A Acetil-CoA € convertida em citrato na
presenca de oxaloacetato, sendo transformado em seu isdmero isocitrato antes da reagdo que
formaré succinato, que segue para o ciclo do TCA, e glioxilato, que é convertido a acido
glicdlico e acido oxalico. Organismos vertebrados ndo conseguem converter 4cidos graxos e/ou
acetato diretamente a carboidratos. Para isso, é necessaria a conversdo de fosfoenolpiruvato a
piruvato, e piruvato a Acetil-CoA (Dolan; Welch, 2018; Nelson; Cox, 2022).

Glioxilato também pode ser formado a partir de glioxil por reacdo mediada pela glutationa. O
glioxil € um composto gerado durante o estresse oxidativo por glicacdo de proteinas. O
glioxilato € um aldeido que reage com aminodcidos nucleofilicos (cisteina, lisina, histidina e
serina) e ha estudos que indicam que tanto o glioxilato quanto o glioxil sdo moléculas
genotoxicas (Samsel; Seneff; 2015). Também é relatado na literatura que o glioxilato é um

biomarcador precoce de DM2 (Nikiforova et al., 2014).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a exposicao subcronica a mistura de agrotdxicos em baixas doses em camundongos
C57bl/6 por meio de parametros bioquimicos e histopatoldgicos; a microbiota intestinal e sua
modulacio pelo probidtico B. Longum 5'; e a identificacdo de possiveis biomarcadores de

efeito.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar parametros bioquimicos nos animais expostos e ndo expostos, tratados e néao-
tratados, por meio de dosagem de glicemia jejum, sensibilidade a insulina, colesterol
total e triglicérides;

e Auvaliar alteraces na microbiota intestinal dos animais expostos e ndo expostos, tratados
e ndo-tratados, por analise da microbiota cultivavel das fezes e da dosagem de &cidos

graxos de cadeia curta e no contetdo intestinal.

e Auvaliar biomarcadores de efeito (estresse oxidativo e ensaio de micronucleo) no figado

dos animais expostos e ndo expostos, tratados e ndo-tratados;

e Auvaliar inflamacao por meio da andlise da atividade da mieloperoxidase (MPO) no baco
e intestino e grosso, e da avaliacdo histopatoldgica de rins, bago e intestino grosso, nos

animais expostos e nao expostos;

e Analisar o perfil metabolico, utilizando a cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-EM) no soro dos animais expostos e ndo-expostos, por
meio da metabolémica Untargeted; e identificar potenciais biomarcadores de efeito e
vias metabolicas associadas a exposi¢do aos agrotoxicos e ao tratamento com o

probidtico B. longum 54;



89

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57bl/6, jovens (idade: 6 a 8 semanas),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (BC/UFMG). Os
animais tiveram livre acesso a gua filtrada e racdo sélida ad libitum. Para os experimentos, 0s
camundongos foram mantidos em gaiolas modelo (32 cm comprimento x 20 cm de largura X
21 cm altura, area de piso: 451 cm?) (Alesco Ind. e Com. Ltda, Campinas, SP, Brasil), no
biotério NB1 do Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG (bloco F2). Um
ciclo diurno/noturno de 12 horas foi mantido no biotério, assim como aeracdo e temperatura
(23°C) foram controladas. Foi respeitado um nimero méximo de 6 animais por gaiola. N&o
houve necessidade de vermifugagcdo por se tratarem de animais SPF (do inglés, Specific
Pathogen Free). Como enriquecimento ambiental, as gaiolas receberam tubos de papeldo para
gue os camundongos utilizassem como toca/ esconderijo; e lenco de papel e algodéao para que

confeccionassem ninhos.

Os procedimentos experimentais realizados nesta tese de doutorado foram executados de
acordo com os principios éticos da experimentacio animal adotados pela Comissao de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG). O presente estudo
foi aprovado pelo CEUA sob protocolo n° 123/2022.

4.2 Escolha dos Agrotoxicos

Para a escolha dos agrotdxicos do estudo, foram utilizados bancos de dados governamentais:
Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF 2008-2009)/ IBGE; Relatorios de 2013-2015 e 2018-
2019 (parcial) do Programa de Analises de Residuos de Agrotoxicos (PARA)/ ANVISA; e os
Dados abertos de Monografias de Agrotoxicos/ ANVISA. Para completar a selecdo dos
agrotoxicos, foram consultados os bancos de dados da Agrofit (Sistema de Agrotdxicos
Fitossanitarios), do MAPA, e os bancos de dados para artigos cientificos Science Direct e
Pubmed. Optou-se por ndo utilizar os dados do SISAGUA, programa de monitoramento das

aguas brasileiras, coordenado pelo Ministério da Saude, pois apenas 27 agrotdxicos sdo
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analisados, enquanto no programa PARA/ ANVISA, 270 agrotoxicos, incluindo seus
metabolitos, eram analisados (atualmente sdo 311 agrotéxicos analisados).

As andlises de todos os dados (POF, PARA e monografias) foram realizadas entre os meses de
janeiro e marcgo do ano de 2020, por isso os dados do ultimo relatério PARA 2018-2019/ 2022

(publicado em dezembro de 2023) ndo foram utilizados.

A partir da lista de 11 alimentos de origem vegetal mais consumidos pela populacao de Minas
Gerais/ Brasil (arroz, feijdo, tomate, cebola, batata, cenoura, alface, banana, laranja, maca e
mandioca/farinha), a busca no banco de dados abertos das monografias de agrotéxicos foi
realizada, com o intuito de encontrar quais 0s agrotoxicos permitidos para cada cultura e, em

seguida, quais agrotdxicos sdo coincidentes.

A tabela 3 foi criada cruzando os dados das Monografias e os dados dos relatérios do PARA.
Nela é possivel observar os principais agrotoxicos de cada grupo quimico, o numero de culturas
em que é permitido, se foi detectado nos relatérios do PARA e qual o posicionamento quanto
ao numero de deteccdes. Observa-se que o Imidacloprido, um inseticida neonicotinoide, e 0
Tebuconazol, um fungicida triazol, vém ganhando destaque nos relatérios, sendo detectados
cada vez mais entre as culturas. Observa-se também que a detec¢do de herbicidas ndo é
significativa. O glifosato e 0 2,4-D, antes dos relatorios de 2018-2019, ndo eram analisados por
dependerem de métodos de analises especificos. No relatério PARA 2018-2019 parcial, o
glifosato foi detectado apenas na cultura de arroz, apesar de ser permitido em outras 6 culturas.

A mistura de agrotoxicos deste presente estudo foi composta por: Tebuconazol (fungicida),
Imidacloprido (inseticida) e Glifosato (herbicida). Segundo o site Agrofit, ndo eram
comercializadas até a data de marco/ 2020, no Brasil, qualquer formula¢do combinada dos trés

agrotoxicos deste estudo.
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Tabela 3 — Principais representantes de cada classe de agrotoxicos detectados nos relatérios
PARA 2013-2015 e PARA 2017-2018 (parcial), nimeros de culturas permitidas (arroz, feijao,
tomate, cebola, batata, cenoura, alface, banana, laranja, maca, mandioca) e ranking geral de
deteccdo em cada relatdrio.

Principais Classe Culturas Analisado  2013-2015 2017-2018
pelo PARA
Estrobilurina Piraclostrobina Fungicida 11 Sim 8° 4°
Trifloxistrobina Fungicida 11 Sim 14° 20°
Azoxistrobina Fungicida 9 Sim 9° 10°
Benzimidazol Tiabendazol Fungicida 10 2013-2015 18° -
Tiofanato- Fungicida 9 Né&o - -
metilico
Neonicotinoide Acetamiprido Inseticida 9 Sim 11° 18°
Imidacloprido Inseticida 9 2013-2015 5° 1°
Tiametoxam Inseticida 9 Sim 13° 12°
Organofosforado Malationa Inseticida, 6 Néao - -
acaricida
Clorpirifos Inseticida, 6 Sim 7° 13°
Formicida,
acaricida
Profenofos Inseticida, 5 2018-2019 - 32°
acaricida
Piretroide Bifentrina Inseticida, 9 Sim 15° 22°
formicida,
acaricida
Beta-Ciflutrina Inseticida 8 Né&o - -
Lamba- Inseticida 8 Sim 16° 11°
cialotrina
Cipermetrina Inseticida 7 Sim 19° 9°
(alfa, beta, zeta)
Triazol Tebuconazol Fungicida 11 Sim 4° 2°
Difenoconazol Fungicida 10 Sim 6° 6°
Flutriafol Fungicida 9 Sim 26° 27°
Organofosforado Acefato Inseticida, 4 Sim 3° 7°
acaricida
Anilina Boscalida Fungicida 7 Sim 27° 16°
Benzimidazol Carbendazim Fungicida 4 Sim 1° 3°
Dicarboximida Procimidona Fungicida 7 Sim 17° 8°
Glicina Glifosato Herbicida 7 2018-2019 - >35°
Substituida
Ureia Linurom Herbicida 4 Sim > 30° 31°

FONTE: Relat6rios 2013-2015 e 2017-2018 (parcial) do Programa PARA/ ANVISA e Dados Abertos de
Monografias de Agrotoxicos.

4.3 Estudo subcronico e escolha das doses

A partir da avaliagdo dos artigos encontrados nos bancos de dados, as doses para os tratamentos
foram escolhidas, correlacionando-as com as informacdes da DLso, NOAEL e IDA (tabela 4).
O tempo de tratamento (6 semanas) foi escolhido de acordo com documento da OCDE 408,

para estudo subcronico de toxicidade oral com doses repetidas (EFSA, 2011).
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Tabela 4 — Doses de escolha para o tratamento dos camundongos a partir das doses de DL50,
NOAEL, para estudos em camundongos, e IDA preconizados pela ANVISA, para 0s
agrotoxicos Imidacloprido, Tebuconazol e Glifosato.

Imidacloprido: Tebuconazol: Glifosato:
DLso oral em 131 mg.kg*P.C. 1615 mg.kg* P.C. 10.000 mg.kg* P.C.
camundongos:
NOAEL em 5,7mg.kgtP.C.pordia 5.9 mg.kg?P.C. pordia 500 mg.kg*P.C por dia
camundongos:
IDA: 0,05 mg.kg P.C. pordia 0,03 mg.kg P.C. por dia. ANVISA 0,5 mg.kg?
P.C por dia;
FDA 1,75 mg.kg*P.C
por dia.
Dose de escolha: 5 mg.kg? P.C por dia 4 mg.kg?P.C por dia (133 x 15 mg.kg™P.C por dia
(100 x IDA) IDA) (30 x IDA/ Brasil)

FONTES: EFSA (2008); ANVISA (2019). NOAEL, Nivel Sem Efeitos Adversos Observaveis (do inglés, No
Observed Adverse Effect Level) de um farmaco ou de uma toxina ou de um agente fisico (como radiagdo ou
pressao).

4.4 Mistura de Agrotédxicos (AGT) — Preparo

A partir dos dados do acompanhamento do peso corporal, as doses dos AGT foram calculadas,
correspondentes a: Imidacloprido 5 mg/Kg* P.C./ dia (98,5%; Dr Ehrenstorfer GmbH,
#C14283700, Lote: G988243), Tebuconazol 4 mg/Kg? P.C./dia (99,3%; Pestanal® Analytical
Standard, Sigma-Aldrich, #32013, Lote: BCCC5713) e Glifosato 15 mg/Kg P.C./dia (98,1%;
Pestanal® Analytical Standard, Sigma-Aldrich, #45521, Lote: BCBZ6585). Cada AGT foi
pesado em balanca analitica (MSU125P-1CE-DU, Sartorius, min. 1 mg) em um mesmo tubo
plastico de 2 mL tipo Eppendorf ® e foram adicionados 2,0 mL de agua purificada tipo I (Direct
Q3 UV, MilliQ, Merck). Para a completa dissolucdo, o tubo contendo a mistura foi ao banho-

ultrassonico (Sonitop 404A, Soni-tech) por 10 minutos.

Cada animal do grupo AGT recebeu o tratamento, por gavagem, de 0,1 mL da mistura de AGT.
Os animais do grupo CTRL receberam apenas agua purificada. Este tratamento foi realizado no
periodo da tarde. A agulha de gavagem foi inicialmente autoclavada e depois foi mantida em
alcool 70°, para evitar contaminagfes cruzadas. A mistura foi de preparo diério para evitar

degradacéo dos agrotdxicos.

4.5 Probiético Bifidobacterium longum 5'A - Preparo e tratamento
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O meio de cultura De Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Difco, Detroit, MIl, EUA) foi preparado
pesando 55 g de MRS e 0,5 g cisteina, em um litro de agua purificada tipo | (Direct Q3 UV,
MilliQ, Merck). O caldo foi solubilizado e aliquotado (10 mL) em tubos plasticos de 15 mL

tipo falcon e autoclavados. O meio foi mantido sob refrigeracéo a 8-10°C.

Uma aliquota do probidtico (PROB) da linhagem Bifidobacterium longum 5, pertencente ao
acervo de culturas do Laboratério de Agentes Bioterapéuticos (cedido pelo professor Flaviano
dos Santos Martins, Microbiologia/ UFMG), foi descongelada (estoque mantido a -80°C). As
bifidobactérias foram cultivadas em caldo MRS a 37°C por 48 h sob condicdes anaerobicas,
sem agitacdo. O ambiente anaerdbico foi obtido usando uma cédmara (Forma Scientific
Company, Marietta, OH, EUA) com a atmosfera contendo 80% N2, 10% H2 e 10% CO..

Para manutencdo da integridade genética do probidtico, a validade dos repiques do probidtico
foi de 2 semanas. Antes do vencimento do repique, uma nova aliquota do probiotico original

(estoque a -80°C) foi descongelada e preparada conforme descrito acima.

Para o tratamento, retirou-se uma aliquota (100 pL) do probiético (mantido em estufa a 37°C
dentro da cadmara de anaerobiose) e adicionou-se em novo meio de cultura MRS caldo estéril
(10 mL). O repique foi mantido nas mesmas condicdes anteriores de anaerobiose. O probiotico
remanescente no tubo plastico, centrifugou-se a 1500 rpm por 10 minutos, descartou-se o
sobrenadante e o pellet de bactérias foi ressuspendido em 10 mL de salina 0,9% estéril.

Os camundongos (grupos PROB e AGT+PROB) foram tratados com 0,1 mL do probi6tico (em
solucdo salina), onde este volume corresponde a aprox. log10 10° UFC/mL de bactérias B.
longum 5. O tratamento foi realizado todas as manhds, respeitando o ciclo circadiano dos

animais. Os grupos CTRL e AGT receberam apenas salina 0,9% estéril.

A agulha de gavagem foi inicialmente autoclavada e depois foi mantida em alcool 70°, para

evitar contaminagdes cruzadas.
4.6 Desenho Experimental
Os camundongos da linhagem C57bl/6 (24 fémeas, 6-8 semanas), ap0s 0 periodo de

aclimatacao, foram divididos em 4 grupos, cada um deles composto de 6 animais (figura 11,

tabela 5). O experimento foi realizado entre janeiro e fevereiro de 2022, no Laboratorio de
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Microbiota e Imunomodulagédo (LMI), do departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFMG. Os tratamentos tiveram duracdo total de 6 semanas (exposi¢cdo
subcrénica, segundo a OCDE 408 - Guideline for the testing of chemicals) (EFSA, 2011). A

eutanasia ocorreu no dia 42 (6 semanas).

Figura 11 — Fluxograma dos tratamentos dos camundongos C57bl/6 fémeas.

24 camundongos
C57bl/6

Fémeas (6-8 semanas)

3

12 camundongos 12 camundongos

Gavagem a tarde Gavagem a tarde
Controle (dgua) Mistura de AGT

6 camundongos

e 6 camundongos
. Gavagem pela Manh3 ) o
Gavagem pela Manh3 Gavagem pela Manhd

Controle (salina) S1a Controle (salina)

6 camundongos

6 camundongos
Gavagem pela Manhd

51A

Fonte: do autor.

Tabela 5 — Protocolo de exposicao a mistura de agrotdxicos e tratamento com o probidtico.
24 camundongos C57bl/6 fémeas foram separados em 4 grupos, com 6 animais cada, e
receberam duas gavagens diarias com os tratamentos (probi6tico e mistura de agrotoxicos).

Grupo Tratamento

CTRL Os animais foram tratados com gavagem diaria com 0,1 mL de salina 0,9% e 0,1 mL de
agua purificada, por todo periodo de tratamento, manha e tarde, respectivamente.

AGT Os animais foram tratados com gavagem diaria com 0,1 mL de salina 0,9% pela manhd e
0,1 mL da mistura de AGT a tarde, por todo periodo de tratamento.

PROB Os animais foram tratados com gavagem diaria com 0,1 mL de probi6tico com aprox. 10°
log UFC/mL de B. longum 5' pela manha e 0,1 mL de agua purificada a tarde, por todo
periodo de tratamento.

AGT + PROB Os animais foram tratados com gavagem diaria com 0,1 mL de probiético com aprox. 10°
log UFC/mL de B. longum 5! pela manha e 0,1 mL da mistura de AGT a tarde, por todo
periodo de tratamento.

Fonte: do autor.

Agua e racdo comercial foram oferecidas aos camundongos ad libitum. A racdo foi amostrada
para analise para identificacdo de possiveis contaminantes, uma vez que contém em sua
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formulacdo componentes vegetais, como milho e soja. As andlises foram realizadas no
laboratério do Instituto Octavio Magalhdes - IOM/FUNED/MG.

Os animais foram pesados desde a semana -1 (aclimatacéo) até a semana 6 para ajuste da dose
da mistura de AGT e avaliacdo de possivel intoxicacdo. Nas semanas 3 e 6, 0 sangue foi
coletado por puncédo venosa caudal para analise da glicemia jejum (6 horas), por glicosimetro,
utilizando fitas reagentes. Quatro dias antes da eutanasia, foi realizado teste de resisténcia a
insulina, por puncéo venosa caudal. Um dia antes da eutanasia, foram coletadas amostras fecais

para anélises microbioldgicas.

4.7 Eutanésia

Ao final do periodo experimental (6 semanas), 0os animais foram eutanasiados (80 mg/kg de
cetamina e 10 mg/kg de xilazina), o sangue foi retirado por puncdo cardiaca, seguido de
deslocamento cervical. Os o6rgaos e fluidos foram coletados, pesados e depois congelados a -
80°C e/ou fixados em bouin/ formol tamponado a 4%. O sangue foi centrifugado a 12000 rpm,
por 10 minutos a 4° C para separacao do soro e armazenado a -80°C até a realizacdo das analises
metabolémicas. 5L de sangue foi coletado com ponteira preparada com EDTA para preparo

de esfregacos sanguineos.

O intestino delgado foi retirado inteiro e o contetdo intestinal foi coletado para analise de
AGCC (estocado a -80°C até o momento da analise). O intestino grosso foi retirado inteiro, o
conteudo coletado para analise de ACGG (estocado a -80°C até o momento da anélise) e
fracionado, onde os 3 cm iniciais foram para analise da histopatoldgica (fixagdo rapida em
Bouin, seguido da confecgdo de rolinhos) e restante para a analise da atividade da MPO

(congelado em freezer -80°C).

Apo6s fixacdo rapida em Bouin (&cido picrico, acido acético e formaldeido), o intestino grosso
foi transferido para formaldeido tamponado a 4%. Esta solucéo foi trocada todos os dias até
clareamento, ou seja, até que a cor amarela do acido picrico ndo se desprendesse mais do tecido.
Baco (metade) e rim (um) foram fixados diretamente em formaldeido tamponado a 10%. O

figado foi congelado a -80°C para avaliacdo de estresse oxidativo.
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4.8 Estudo dos parametros bioquimicos e histopatoldgicos

4.8.1 Acompanhamento do Peso Corporal e calculo do Peso Relativo

Os animais foram pesados individualmente em balanca desde aclimatacdo até o dia da
eutandsia, uma vez por semana. Para identificacdo, cada animal foi marcado na cauda com
caneta permanente, recebendo de 1 a 5 marcas ou ficando sem marcagédo. Os dados das pesagens
foram langcados em planilha do Excel (Microsoft ® Office 2019). O peso corporal também foi
utilizado para avaliar o estado fisioldgico dos animais. Caso 0s animais perdessem mais do que
10 % do peso corporal inicial, a eutanésia seria adiantada, pois indicaria que as doses causaram
intoxicacdo aguda e/ou os tratamentos com a gavagem geraram muito estresse (distresse),

consequentemente, desconforto aos animais e prejuizo dos resultados.

Apds a eutanasia, os 6rgdos foram coletados e pesados isoladamente. Cada peso relativo (%),

também chamado index, foi calculado pela férmula {peso 6rgao x 100/ peso corporal}.

4.8.2 Avaliacdo da Glicose Jejum e da Sensibilidade a Insulina

4.8.2.1 Glicose Jejum (6h)

Pela manh@, os animais de todos os grupos foram colocados em jejum por 6 horas (apenas a
agua foi mantida ad libitum). Apoés este periodo, com agulha estéril 0,38 x 13 (27,5G x 1/2”,
marca Luer Slip), a cauda de cada animal foi puncionada para a coleta de 1 gota de sangue,
recolhida diretamente sobre a fita reagente posicionada no glicosimetro (marca: Roche, modelo:

Accu-check Active). O resultado foi expresso em mg de glicose /dL de sangue.

4.8.2.2 Sensibilidade a Insulina

Os animais foram pesados pela manha para o calculo da insulina a ser injetada (75 U/ kg P.C.).

Preparou-se uma solugdo intermediéria de 27 U/ mL em PBS estéril, a partir da Insulina
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Humana Comercial (100 U/mL). Utilizando o valor médio do peso dos camundongos (18,3 g),
preparou-se a solucédo de uso (0,137 U/mL). O volume de inje¢éo foi calculado individualmente

para cada camundongo (peso corporal x 5,47 = uL de insulina injetado).

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado a tarde, antes do tratamento com a mistura de

AGT. Nao foi necessario deixar os animais em jejum (racdo e agua foram mantidas ad libitum).

Com agulha estéril 0,38x13 (27,5G x 1/2”, marca Luer Slip), a cauda de cada animal foi
puncionada para a coleta de 1 gota de sangue, recolhida diretamente sobre a fita reagente
posicionada no glicosimetro. Imediatamente ap6s analise (tempo 0), injetou-se (intraperitoneal)
0,75 U/kg P.C. de insulina (solucdo de uso a 0,137 U/ mL). Realizaram-se novas medi¢des nos

tempos 15, 30 e 60 min apds a injecao. O resultado foi expresso em mg de glicose /dL de sangue.

4.8.3 Avaliacdo de Colesterol Total e Triglicérides

As andlises de colesterol total e de triglicérides foram realizadas no laboratorio de Bioquimica
Clinica da Faculdade de Farmécia da UFMG, autorizadas pela professora 1éda de Fatima

Oliveira Silva.

4.8.3.1 Dosagem de Colesterol Total sérico (método de Trinder)

Procedeu-se como recomendado pelo fabricante do kit (Bioclin, kit KO83-2). Descongelou-se
a amostra (soro). Homogeneizou-se em agitador de tubos tipo vortex a 2200 rpm por 1 min. Em
tubos de vidro de 5 mL, adicionou-se 10 pL da amostra, padréo e soro controle. Em seguida,
acrescentou-se 1 mL da solugdo reagente. Homogeneizou-se com cuidado (leves batidas na
lateral do tubo) e incubou-se em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Apés este tempo,
realizou-se leitura em analisador bioguimico semi-automatico (marca BIOCLIN 2200) a 500

nm. A concentracgdo do colesterol total foi expressa em mg/ dL.
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4.8.3.2 Dosagem de Triglicérides sérico pelo método de Trinder

Procedeu-se como recomendado pelo fabricante do kit (Bioclin, kit K117-1). Descongelou-se
a amostra (soro). Homogeneizou-se em agitador de tubos tipo vortex a 2200 rpm por 1 min. Em
tubos de vidro de 5 mL, adicionou-se 10 puL da amostra, padrdo e soro controle. Em seguida,
acrescentou-se 1 mL da solucdo reagente. Homogeneizou-se com cuidado (leves batidas na
lateral do tubo) e incubou-se em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Apés este tempo,
realizou-se leitura em espectrofotébmetro a 500 nm. A concentracdo de triglicérides foi expressa
em mg/ dL.

4.8.4 Avaliacéo da atividade da Mieloperoxidase

As amostras de bago e intestino grosso ficaram congeladas a -80°C até o momento das analises.
Em tubos pléasticos de 2 mL tipo Eppendorf®, pesou-se aproximadamente 100 mg de tecido
(baco ou intestino grosso previamente descongelados), adicionou-se Buffer 1 (NaCl 0,1 mol.L"
! NasPO4 0,02 mol.L?, Na;EDTA 0,015 mol.L?, pH = 4,7) gelado (1,9 mL para cada 100mg
de tecido) e homogeneizou-se em triturador de tecidos tipo moinho de esferas a 50 hz por 10
minutos. Centrifugou-se a 4°C por 10 minutos a 10.000 rpm. Em seguida, desprezou-se o
sobrenadante e adicionou-se NaCl 0,2% gelado (500 pL para cada 100mg de tecido) ao
precipitado remanescente. Aguardou-se aproximadamente 30 segundos e em seguida,
adicionou-se NaCl 1,6% com glicose 5% gelado (1,5 mL para cada 100 mg de tecido).
Homogeneizou-se rapidamente as amostras (50 Hz e 5 minutos) e centrifugou-se novamente a
4°C por 10 minutos a 10.000 rpm. Desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se Buffer 2
(NasPO4 0,05 mol.L, HETAB - Hexadecyltrimethylammonium bromide 0,05% v/v, pH = 5,4)
gelado (1,9 mL para cada 100 mg de tecido; temperatura ambiente) ao precipitado
remanescente, homogeneizando rapidamente as amostras (50 Hz e 5 minutos) em seguida. Para
completa lise celular, congelou-se e descongelou-se as amostras 3x em nitrogénio liquido,
finalizando o procedimento com centrifugagéo a 4°C por 15 minutos a 10.000rpm. Coletou-se

0 sobrenadante para o ensaio enzimatico.

Em placa de 96 pocos, adicionou-se 25 pL do sobrenadante, em duplicata. Para bago, foi

necessario diluir as amostras (1:24 em Buffer 2). Como branco, utilizou-se o Buffer 2 (25
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pL/poco). A cada pogo, adicionou-se 25 pL do substrato TMB (3,3,5,5'-tetrametilbenzidina;
3,8 mg/mL em DMSO) e incubou-se a placa a 37°C por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se
100 pL de H20. (0,002% em Buffer 2) e incubou-se novamente a 37°C por 5 minutos. Para
parar a reagdo, adicionou-se 100 pL de H2SO4 (1 mol.L) e a placa foi lida em leitor de
microplacas (POLARIS, Celer Biotecnologia S.A) em comprimento de onda a 450nm. O

resultado foi expresso em O.D. (densidade dptica).

4.8.5 Avaliacdo Histopatoldgica

Os tecidos fixados em Bouin (intestino grosso) e formaldeido 4% (baco e rim) foram
encaminhados para o laboratorio Celulavet para a confec¢ao das laminas histologicas (5 pm de
espessura) com colocacdo Hematoxilina-Eosina (HE). A andlise histopatoldgica foi realizada
em parceria com o laboratorio de Patologia Comparada (LPC), do professor Dr. Geovanni
Dantas Cassali, em microscopia Optica de luz. Os seguintes critérios foram estabelecidos para
a andlise: aumento de 10x (100x) para avaliacdo da celularidade e qualidade da coloracéo;
aumento de 20x (200x) para as caracteristicas dos tipos celulares; e aumento de 40x (400x) para
analise morfologica individual das células (caracteristicas nucleares e citoplasmaticas) para
estabelecer um diagndstico. Pelo menos um animal por grupo teve a lamina fotografada para
registro.

4.8.6 Analises Estatisticas

Foi utilizado o software Graphpad Prism 8.0. Apds analise da normalidade (por Shapiro-Wilk)
e presenca de outliers (HOUT), para dados ndo-paramétricos foram utilizados o teste Mann
Whitney ou Wilcoxon com corre¢do de Dunn (pos-hoc). Para anélise do peso corporal, foi

utilizado o teste de ANOVA one-way para medidas repetidas.
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4.9 Avaliagéo da Microbiota Intestinal

4.9.1 Avaliacdo da microbiota fecal cultivavel

As fezes foram coletadas assepticamente em tubo de plastico de 2 mL tipo Eppendorf® estéreis
(autoclavados), pesadas e diluidas em solugdo salina 0,9% m/v estéril (1:10). Em seguida, foram
plaqueadas em placas de 96 pocos, para facilitar as diluigdes seriadas correspondentes para cada
tipo de bactéria, conforme tabela 8. Feitas as diluices, cada placa de meio de cultura recebeu
uma microgota (10uL) da suspensdo de fezes. Todo procedimento, desde coleta das fezes até

plagueamento, foi realizado em capela de fluxo laminar.

Para cultivo de populacGes da microbiota fecal, placas com de meios seletivos e diferenciais
foram usadas como segue: &gar Manitol Salgado Hipertonico (Neogen® Cuture Media) para
isolamento de Staphylococcus; agar MacConkey (Sigma-Aldrich, NutriSelect® Basic) para
isolamento de Enterobacteriaceae; agar Bile Esculina (BE; Neogen® Cuture Media) para
isolamento de Streptococcus e Enterococcus; agar Bacteroides Bile Esculina adicionado de
0,1% v/v de gentamicina (BBE; Neogen® Cuture Media, adicionado de 0,1% v/v de
gentamicina Vigor®) para isolamento de Bacteroides; agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS;
Acumedia®) em aerobiose para isolamento de bactérias acido laticas (BAL), e em anaerobiose
para isolamento de Bifidobacterium e BAL; Agar sangue (Microgen®) foi utilizado para cultivo
da microbiota total aerébia, e 4gar sangue suplementado com hemina e menadiona 1% v/v foi
utilizado para cultivo da microbiota total anaerdbia. Para cada populacdo bacteriana foi

necessario diluir as amostras de fezes de forma a favorecer a contagem das coldnias (tabela 8).

Tabela 6 — Preparo das dilui¢fes utilizadas no cultivo das fezes para analise da microbiota
cultivavel, por técnica de microgotas (10 pL), em cada meio de cultura, a partir da diluicdo
inicial de 1:10 em solucdo salina 0,9% estéril.

Placa DiluicGes

Agar Sangue 10* 10°® 10
Agar Sangue suplementado 10° 10® 107
Manitol 1072 10® 10+
MacConkey 10® 10+ 10°
Bile Esculina 10° 10® 107
Bacteroides Bile Esculina 10° 10® 107
De Man, Rosa e Sharpe (MRS) aerébio 10+ 10° 10®
De Man, Rosa e Sharpe (MRS) anaerdbio 10° 10° 107

Fonte: do autor.
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As placas foram incubadas em condi¢cdes de aerobiose e anaerobiose de acordo com a
necessidade do microrganismo de interesse, a 37°C durante 48h (figura 12). Apos o periodo de

incubac&o, unidades formadoras de coldnias (UFC) foram contadas e os resultados expressados
como Logio média + SEM de UFC/g de fezes.

Figura 12 — Esquema da analise da microbiota cultivavel.
As fezes sdo coletadas em ambiente estéril e diluidas de acordo com o tipo de bactéria a ser
identificada. Microbiota Total: 1. Agar sangue: bactérias aerdbicas; 2. Agar Sangue
Suplementado: bactérias anaerdbicas; Microbiota Relativa: 3. Agar Manitol Salgado:
Staphyococcus; 4. Agar MacConkey: Enterobacteriaceae; 5. Agar Bacteroides Bile Esculina:
Bacteroides; 6. Agar Bile Esculina: Streptococcus e Enterococcus; 7. Agar de Man, Rogosa e
Sharpe: Bactérias 4cido lacticas (BAL); 8. Agar de Man Rogosa e Sharpe (anaerobiose):
Bifidobacterium e BAL.

MICROBIOTA TOTAL

Microbiota fecal cultivavel g g

Agar sangue Agar sangue suplementado
Bactérias aerobias Bactérias anaerabias
/ MICROBIOTA RELATIVA
L % \ /
e - = 3 Y=
CTRL @ & a Aear MacConk ) .
PROB Agar manitol salgado ;\far b ac{ onkey Ag::,rl bacte:f:ldes
AGT Coleta das . staphylacoccus nterobacteriaceae Ble:scu_&:na
AGT + PROB oleta das Tezes Diluigdo e plagueamento acteroides

Agarbile esculina  Agar De Man, Rogosae  Agar De Man, Rogosa e
Streptococcus e Sharpe Sharpe — anaerobiose
Enterococcus Bactérias acido l3ticas Bifidobacterium

Fonte: Laboratério de Microbiota e Imunomodulagédo (LMI).

4.9.2 Avaliagio dos Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC) em Contetdo Intestinal/
Fezes

As dosagens de AGCC foram realizadas no Laboratério de Toxicologia (LATO/
FAFAR/UFMG), coordenado pela professora Leiliane Coelho André.
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O método de analise de AGCC por CLAE-UV foi validado segundo critérios da EURACHEM
e atendeu aos critérios de seletividade, linearidade, precisdo, tendéncia/ recuperacdo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e robustez (EURACHEM, 2014).

4.9.2.1 Preparo das solucOes padrdes e amostras de fezes e contetdo intestinal

O preparo de amostras foi adaptado do método desenvolvido por Gallotti e colaboradores
(2021).

As amostras de conteldo intestinal (total: intestino delgado e grosso) foram pesadas e
ressuspendidas em solucdo de acido orto-fosférico (85% grau HPLC, Merck) a 1% v/v na
proporgdo de 1:6 (m/v) e padrdo interno (acido 2-etil-butirico) a 0,1 mol. L, seguida de
agitacdo em vortex por 1 minuto a 2200 rpm. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
20.000G por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em filtro de seringa PVDF (acetato
de celulose) 22 um e acondicionadas em vials de 2 mL de vidro para CLAE.

A curva de calibracéo foi preparada em matriz (pool de fezes) da mesma forma que as amostras
e os padrdes analiticos adicionados (solugdes intermediarias de concentragdo 0,01 mo.L™ cada
AGCC), conforme tabela (9) a seguir:

Tabela 7 — Volumes das solugdes utilizadas para o preparo da curva de calibragdo matrizada
(por adicao de padréo) para analise de &cido graxos de cadeia curta em fezes/ conteudo
intestinal por CLAE-UV.

Conc. Pool Padréo Padréo Padré&o P.1. Sol. de
(LM) fezes Acetato Propionato Butirato extragdo
(H3PO4 1%)
Branco - 565 - - - 60 375

P1 250 565 25 25 25 60 300

P2 500 565 50 50 50 60 225

P3 750 565 75 75 75 60 150

P4 1000 565 100 100 100 60 75

P5 1250 565 125 125 125 60 -

Fonte: do autor.

4.9.2.2 CondicBes Cromatograficas do CLAE-UV
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O método de andlise foi adaptado da técnica desenvolvida Gallotti e colaboradores (2021).

Um volume de 10 pL da amostra recém extraida foi injetado no CLAE com detector ultravioleta
(UV) e amostrador automatico (Marca: Thermo, modelo: Finigan Surveyor Plus UV-VIS).
Como fase maével foi utilizada solugdo de acido ortofosforico a 0,1% v/v (preparada a cada 2
dias, filtrada e degaseificada). A coluna utilizada foi de troca idbnica SUPELCOGEL C610H,
6% crosslinked HPLC, particula 9 pm, 30 cm de largura x 7.8 mm L.D. (Sigma-Aldrich) com
coluna de guarda de troca i6bnica SUPELCOGEL C610H, 6% crosslinked HPLC, particula 9
um, 5 cm de largura x 4,6 mm 1.D. (Sigma-Aldrich). As condi¢Ges cromatogréficas (resumidas
na tabela 10) foram: 35 minutos com fluxo da fase mével a 0,5 mL.min%, seguido de um fluxo
de 0,7 mL. min*! até 60 minutos de corrida. A coluna permaneceu a 30°C e a leitura foi em

comprimento de onda a 210 nm.

Tabela 8 — Condicdes cromatograficas do CLAE-UV para analise de acidos graxos de cadeia
curta em fezes/ contetdo intestinal.

Fluxo (mL. min™?) Temperatura Tempo Tempo total
Rampa 0,5 30°C 35 35 min
0,7 30°C 25 60 min

Fonte: do autor.

Como controle de qualidade, foram preparados branco de reagentes e padrdes de checagem
(concentracdo 750 uM de cada AGCC). Para manutencdo do sistema, a cada 6 amostras foi
injetada a solugdo de extracdo (&cido orto-fosforico a 1% v/v). As amostras foram analisadas
em duplicata (erro aceitavel: 5%). Os tempos de retencéo para cada AGCC foram: acetato 19,8

minutos; butirato 29,0 minutos e padrao interno 42,0 minutos.

4.10 Avaliagédo dos biomarcadores de efeito

4.10.2 Avaliagdo do Estresse Oxidativo
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As dosagens de estresse oxidativo foram realizadas no Laboratério de Aterosclerose e
Bioquimica Nutricional (LABIN/ ICB/UFMG), coordenado pela professora Jacqueline Isaura

Alvarez-Leite.

4.10.2.1 Preparo das amostras

Os ensaios foram realizados em figado dos animais tratados. O tecido ficou congelado a -80°C
até o momento das andlises. No dia do procedimento, descongelou-se as amostras, pesou-se
100 mg de tecido e adicionou-se 1mL de tampéao fosfato (50 mM) gelado. Homogeneizou-se a
amostra em triturador de tecidos tipo moinho de esferas (50 Hz, 5 minutos). As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi aliquotado para a realizagédo

das quatro dosagens e aliquotas mantidas a -80°C até realizacdo das analises.

4.10.2.2 Dosagem de Proteinas pelo método de Lowry

Para uma normalizacdo dos resultados, os valores nas dosagens de Malondialdeido (MDA),
superoxido dismutase (SOD) e hidroperdxidos foram corrigidos pela quantidade de proteina
total do tecido analisado. O método de Lowry é confiavel e amplamente utilizado para dosar
proteinas e é baseado na reacdo do reativo de Folin (reducdo), na presenca cobre (Il), um
catalisador da oxidacdo de aminoacidos aromaticos, formando uma coloracdo azul que é

dependente do indice de tirosina e triptofano da amostra (Lowry et al., 1951).

Como padrdo de proteina utilizou-se albumina (solugdo estoque 1 mg.mL™?). Em tubo de
plastico de 2 mL tipo eppendorf®, adicionou-se 200 pL de padrdo. Em seguida, adicionou-se
250 uL de &gua purificada tipo | (tubo 5) e em mais 4 tubos, realizando uma diluigdo seriada

para preparo da curva de calibracdo (figura 13 e tabela 11).
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Figura 13 — Esquema para dilui¢do seriada para dosagem de proteina total pelo método de
Lowry.

250 pL 250uL 250ul 250ul

T T T T 03>

00000 E

P5 P4 P3 P2 P1
200uL albumina  250puL 250uL 250uL 250uL

FONTE: Laboratorio de Aterosclerose e Bioquimica Nutricional (LABIN/ ICB/UFMG)

Pipetou-se, em tubo plastico de 2 mL tipo eppendorf®, 5 pL do homogenato das amostras
(secdo 4.10.2.1) e adicionou-se 245 uL de agua purificada tipo I. A seguir, em todos os tubos,
adicionou-se 250 pL da solugdo A (CuSOs : tartarato de sodio : Na,COg, 1:1:100), inclusive na
curva padrao. Adicionou-se 25 L de reativo de Folin (1:2) em cada tubo, inclusive para a curva
padrdo, e agitou-se imediatamente em agitador de tubos tipo vortex, a 2200 rpm. As amostras
foram incubadas por 30 minutos. Plagueou-se, com 200uL em cada pogo, em placa de 96 pogos:
branco, todos os pontos da curva padrao, e de cada amostra, em duplicata. A leitura foi realizada

em espectrofotbmetro a 660nm e o resultado expresso em mg de proteina/ g de tecido.

Tabela 9 — Volumes das solugdes utilizadas para o preparo da curva de calibracdo para analise
de proteina total pelo método de Lowry, por espectrometria.

Padréo de Quantidade de Quantidade de Concentragdo da Concentracéo
Albumina PTN por tubo em PTN por tuboem  Albumina (mg/mL)  da Albumina
(1 mg/L) mg Hg (Hg/mL)
P1 0,0125 12,5 0,025 25

P2 0,025 25 0,050 50

P3 0,050 50 0,100 100

P4 0,100 100 0,200 200

P5 0,200 200 0,400 400
Branco - - 0 0

FONTE: Laboratorio de Aterosclerose e Bioquimica Nutricional (LABIN/ ICB/UFMG)

4.10.2.3 Dosagem de Malondialdeido pelo método de TBARS

Pipetou-se, em tubo de pléstico de 2 mL tipo eppendorf®, 250 pL do homogenato (se¢do
4.10.2.1). Preparou-se o branco e os padrbes para construgdo da curva padrdo, utilizando a
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solugéo padrdo de MDA (solucdo estoque 500 uM) e PBS 1x, de acordo com a tabela (12)

abaixo:

Tabela 10 — Volumes das solugdes utilizadas para o preparo da curva de calibracdo para
analise de malondialdeido pelo método de TBARS, por espectrometria.

Quantidade de MDA Quantidade de PBS 1x  Concentracéo uMol.L™*

Branco - 250 pL 0
Padréo 1 luL 249 pL 2
Padréo 2 1,5puL 248,5 L 3
Padréo 3 2,5 L 2475 uL 5
Padréo 4 5,0 uL 245 pL 10
Padréo 5 25 uL 225 pL 50

FONTE: Laboratério de Aterosclerose e Bioquimica Nutricional (LABIN/ ICB/UFMG)

Adicionou-se 0,5mL da solucdo TBARS (acido tricloroacético 15% m/v; acido tiobarbitdrico
0,375% m/v; acido cloridrico 0,25 mol.L™) em todos os tubos, inclusive nos padrdes e branco.
Cobriu-se os tubos com papel aluminio antes de leva-los a banho-maria fervente por 15
minutos. Resfriou-se o0s tubos em agua corrente fria. Adicionou-se 0,75 mL de butanol em todos
os tubos, em capela de exaustdo. Os tubos foram agitados imediatamente em um agitador de
tubos tipo no vortex, a 2200 rpm. Centrifugou-se as amostras, padrdes e branco a 6000 rpm por
10 minutos. Plagueou-se 200uL do sobrenadante (cor rosa intensa), em placa de 96 pogos, em
duplicata. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a 535nm. A dosagem de TBARS foi
expressa em UM MDA/ mg proteina.

4.10.2.4 Dosagem de Hidroperoxidos

Foram preparadas duas placas de 96 po¢os, uma sem o reagente TTP (Trifenilfosfina 0,262%
m/v) e outra com o reagente TTP. Sem o reagente, em triplicata, plaqueou-se 20 puL do
homogenato de tecido de figado (secdo 4.10.2.1) por pogo e adicionou-se 180uL do reagente
de FOX-2 (xileno Orange 100 pmol.L?; sulfato ferroso amoniacal 250 pumol.L?; &cido
sulfarico 250 pumol.L™). Como branco, plagueou-se 20puL de PBS 1x por poco e adicionou-se
180uL do reagente de FOX-2. Cobriu-se a placa com papel aluminio e incubou-se, a

temperatura ambiente, por 30 minutos. A leitura (leitor de ELISA) foi realizada em
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comprimento de onda a 560nm. Com o reagente TTP, em triplicata, plaqueou-se 15 uL do
homogenato por pogo, 5 uL do reagente TTP e 180uL do reagente de FOX-2. Como branco,
plaqueou-se 15 pulL de PBS 1x, 5 uL do reagente TTP e 180uL do reagente de FOX-2. Cobriu-
se a placa com papel aluminio e incubou-se, a temperatura ambiente, por 30 minutos. A leitura
(leitor de ELISA) foi realizada em comprimento de onda a 560nm. O resultado foi obtido apos
a subtracdo das leituras sem e com TTP> O TTP reagem apenas com o0s hidroperoxidos e a
subtracdo das leituras promove a para a exclusao do peroxido de hidrogénio, obtendo apenas o
correspondente aos demais hidroperdxidos. O resultado é expresso em pmol de hidroperoxidos

/ mg proteina, utilizando curva de calibragdo previamente preparada no LABIN.

4.10.2.5 Dosagem da atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Em placa de 96 pocos, plagueou-se as amostras (homogenato de figado - secdo 4.10.2.1),

padrdes e branco, segundo a tabela (13) a seguir, em duplicata.

Incubou-se as amostras, por 5 minutos, em estufa a 37°C. Para paralisar a reacdo, cada poco
recebeu 150 uL de DMSO (dimetilsulfoxido). A placa foi lida em leitor de ELISA em
comprimento de onda de 570nm. Uma unidade (U) de SOD é responsavel pela oxidacdo de

50% do pirogalol. O resultado foi expresso em U SOD/ mg de proteina.

Tabela 11 — Volumes das solugdes utilizadas para o preparo da curva de calibra¢do para
analise da atividade de Superdxido dismutase (SOD) pela oxidagéo do pirogalol, por
espectrometria.

Amostra (uL) Tampao Fosfato MTT (1,25 Pirogalol (100

PBS (uL) uMol.L 1) (uL) uMol.L 1) (uL)
Branco - 144 6 -
Padrdo (=1 U de SOD) - 129 6 15
Amostra 30 99 6 15

FONTE: Laboratorio de Aterosclerose e Bioquimica Nutricional (LABIN/ ICB/UFMG).

4.10.2 Ensaio de Micronucleo



108

Durante a eutanésia dos animais, o esfregaco saguineo (dois por animal) foi preparado com 5
uL de sangue coletados com ponteira preparada com EDTA. Apos secagem das laminas (24
horas a temperatura ambiente), a coloracdo de Pandtico Rapido foi realizada (Castro et al.,

2018), 30 s em cada reagente, seguindo as instru¢des do fabricante.

A contagem dos MN foi realizada seguindo os critérios descritos por Hendle; Salamone (1981)
e Titenko-Holland et al., (1997) e preconizados pelo protocolo da OECD 474, considerando
para contagem: apenas células integras apresentando forma arredondada com citoplasma
intacto, com as estruturas intracitoplasmaticas identificaveis; os micronicleos apresentando
forma arredondada, no mesmo plano do citoplasma, sem refringéncia e de tamanho entre 1/20

e 1/5 do tamanho do nucleo do leucdcito.

Foram contados 1000 eritrécitos por lamina, em duplicata por animal e o resultado expresso em
frequéncia de MN/ 1000 eritrécitos. Nao foram diferenciados eritrocitos imaturos de maduros,
porque o tratamento nos animais foi continuo, excedendo a vida Util do eritrocito no
camundongo (4 semanas) e a deplecdo esplénica de eritrdcitos micronucleados em

camundongos nao é forte o suficiente para comprometer a deteccdo dos MN (OECD 474).

4.10.3 Andlises Estatisticas

Foi utilizado o software Graphpad Prism 9.0. Ap6s anélise da normalidade (por Shapiro-Wilk)
e presenca de outliers (HOUT), para dados ndo-paramétricos foram utilizados o teste Mann
Whitney ou Wilcoxon com corre¢do de Dunn (pos-hoc); para dados paramétricos foram
utilizados teste t (considerando ou ndo a igualdade de variancia - para dois conjuntos de dados)
ou ANOVA two-way/ Tukey (pos hoc).

4.11 Analise Metaboldomica

A analise metabolémica global (Untargeted) para identificar possiveis biomarcadores de efeito
para a exposicao a mistura de agrotoxicos e do efeito do tratamento dos camundongos com o
probidtico B. longum 5 foi realizada no Laboratério de Toxicologia (LATO/
FAFAR/UFMG), coordenado pela professora Leiliane Coelho André.
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4.11.1 Preparo das amostras

O protocolo de preparo de amostras de soro foi realizado de acordo com Rey-Stolle et al., 2022.
Em banho de gelo, as amostras de soro foram descongeladas. Apds homogeneizacdo das
amostras em vortex (MS 3 digital - Ika®) por 2 minutos, 40 uL de soro foi transferido para tubo
tipo eppendorf de 1,5 mL, adicionando-se em seguida, 120 uL de acetonitrila (grau LC-MS
Sigma-Aldrich®) gelada (-20°C). Agitou-se as amostras em vortex por 2 min, seguido de
repouso por 20 minutos em banho de gelo. Decorrido o tempo, para total precipitacdo das
proteinas, as amostras foram centrifugadas (Sigma, modelo 2K15) a 15.400G por 10 minutos a
4°C.

Coletou-se 200 uL do sobrenadante em inserto de vidro com mola e secou-se o extrato a 30°C,
por 2 horas, a vacuo, em concentrador de amostras Speedvac (Eppendorf®). Apds extrato
totalmente seco, adicionou-se 10 pL de cloridrato de metoxiamina (15 mg/mL Sigma-Aldrich®,
em piridina, Sigma-Aldrich®) ao inserto. Agitou-se por 5 min em vortex, seguido de
revezamento entre banho ultrassonico (modelo Sonitop 404 A - Soni-Tech®) e vortex, 2
minutos em cada equipamento, por trés vezes. Incubou-se as amostras a temperatura ambiente,

por 16 horas, protegidas da luz.

Ap0s o tempo de reacdo, adicionou-se 10 uL de BSTFA (com 1% TMCS, Sigma-Aldrich®).
Agitou-se as amostras por 5 minutos em vortex (2000 rpm) e incubou-se a 70 °C durante 60
min em bloco digestor. Para finalizar, resfriou-se as amostras a temperatura ambiente por 15
minutos e adicionou-se 100 uL de tricosano (20 ppm, Sigma-Aldrich® em heptano, Sigma-

Aldrich® - padréo interno 2) as amostras, agitando por 2 minutos em vortex (2000 rpm).

Para o preparo dos QCs (controles de qualidade), de cada inserto (amostra) retirou-se 30 uL
para formar o pool dos extratos. Homogeneizou-se e dividiu-se em novos insertos com volumes
iguais. A quantidade de QCs foi relativa a quantidade de inje¢des (cinco injecdes iniciais para
aclimatacdo do equipamento; a cada 6 injec6es, uma nova analise de QC). Foram preparados

brancos de reagentes e da extrag&o.
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4.11.2 Condic¢des analiticas do CG-EM

As condicdes cromatograficas foram padronizadas segundo protocolo de Fiehn et al. (2016).
Em cromatografo gasoso modelo 7890A com amostrador automatico acoplado a um
espectrometro de massas com detector simples quadrupolo 5975C da Agilent Technologies, a
analise metabolémica de soro foi realizada. O método foi travado (RT lock) com a injecédo de
padrdo de C18 metil estearato (Sigma-Aldrich). Antes das analises, o sistema foi checado com
autotune, observando as massas m/z 69, 219 e 502 para ajustar os parametros dos elementos do
analisador, e vazamentos de ar e agua conferindo as massas m/z 18 (H20), 28 (N2) e 32 (O2)

(inferiores a 5%).

As amostras (1 uL) foram injetadas individualmente em liner desativado em modo split (1:10)
em injetor a 250°C, usando hélio como gas de arraste (fluxo de 1,1 mL/min). A coluna utilizada
foi a DB5-MS com 30m de comprimento, 0,25 mm i.d. e 0,25 m (part number: 122-5532;
Agilent Technologies®). A programacdo de temperatura iniciou-se a 60°C por 1 minuto,
aumentando 10°C/min até atingir 325°C e mantida por 10 minutos, antes de resfriar. Outros
parametros do espectrdmetro de massas utilizados: linha de transferéncia a 280°C, fonte de
filamento a 230°C, quadrupolo a 150°C, energia de ionizacao de elétrons de 70eV, faixa de
massas de 50-600 m/z. Os dados foram adquiridos utilizando o software da Agilent Mass
Hunter Workstation Data Acquisition (Agilent Technologies).

Todas as amostras foram analisadas randomicamente, para minimizar possiveis problemas
relacionados & ordem da injecdo (carry over) e impedir o efeito de mudancas graduais da
sensibilidade do instrumento. Brancos e padrdo de C18 metil estearato e F.A.M.E. mix (do
inglés, Fatty Acid Methyl Esters) também foram injetados para complementar o controle de

qualidade da analise.
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4.11.3 Pré-processamento dos dados

Uma etapa fundamental para selecionar dados Uteis e apropriados da analise metabolémica € o
pré-processamento dos dados. Esta etapa abrange desconvolucdo, identificacdo na biblioteca e
alinnhamento (Mastrangelo et al.,, 2015). O software Agilent ChemStation (Agilent
Technologies) foi usado para processar os dados coletados pelo software Agilent Mass Hunter
Workstation Data Acquisition. Foram verificados: 0s brancos (picos de contaminantes foram
identificados e anotados para posterior excluséo); os tempos de retencdo dos padrdes internos
(C18 metil estér e tricosano) nos QCs; similaridade nas aquisi¢es dos QCs (tempo de retencédo
e intensidade). Os tempos de retencao dos metil-ésteres do F.A.M.E. mix foram anotados para

correcao.

Utilizando o software AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution and Identification
System), os tempos de retencdo do F.A.M.E. mix foram corrigidos para calibracdo da biblioteca.
O espectro do F.A.M.E. foi aberto no software e, de acordo com a biblioteca de compostos alvo
Fiehn.mls, os RTs experimentais substituiram os dados originais. Uma biblioteca *.cls foi

criada para desconvolucédo dos dados adquiridos para as amostras.

Para a desconvolucdo, carregou-se o arquivo de calibracdo recém criado, com os RTs
corrigidos, e usou-se a biblioteca Fiehn para identificacdo dos compostos. Foi utilizado como
tipo de anélise o use retention index data, por apresentar excelente reprodutividade e aumentar
a capacidade de identificacdo (Porto, 2015). Uma lista de metabolitos identificados, com 30
minimum match factor, que é o menor fator de correspondéncia que o software aceita para
avaliacdo comparada com a biblioteca de compostos alvo (Mastrangelo et al., 2015), e néo

identificados foi gerada.

Em seguida, os dados em forma de tabela foram carregados no software Mass Profiler
Professional (MPP, Agilent Technologies), para alinhamento e filtragem (ions requeridos 5;
minimum quality score 40% - condi¢Ges menos restritivas podem gerar falsos positivos durante
a identificacdo dos metabdlitos). O filtro de frequency foi adicionado para 75% das amostras,
além do filtro de flags para 75% das amostras do mesmo grupo. Desta forma, assegura-se que

0s metabolitos séo caracteristicos do grupo (Porto, 2015).
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Nova lista de metabolitos gerada com Mass, RT e CAS number, retornou ao AMDIS para nova
desconvolucio apds conferéncia de ion majoritario e RT. lons majoritarios identificados como
73 ou 147 (provenientes do derivatizante) ou 207 (proveniente da coluna) foram substituidos
pelos fons majoritarios diretamente relacionados ao composto. fons majoritarios repetidos em
um intervalo de 0,5 s também foram substituidos por um ion qualificador. Desta forma,

garantiu-se que os compostos foram identificados corretamente, eliminando falsos-positivos.

Apos segunda desconvolugédo, novo alinhamento foi realizado no MPP e a matrix final de dados

(formato *.cvs) foi salva para processamento dos dados.

4.11.4 Processamento dos dados

O processamento dos dados explora e remove qualquer informacdo errbnea da matriz
(Mastrangelo et al., 2015). Neste estudo, avaliou os brancos (para descartar ou subtrair o0s
contaminantes ou compostos acumulados das analises); eliminou de compostos provenientes
da derivatizacdo (2-hidroxipiridina), solventes (heptano), plastificantes (ftalato), compostos
provenientes da degradacdo da coluna, etc. A filtragem de dados foi realizada para manter
apenas as variaveis presentes em um alto percentual de amostras, sendo consideradas as mais

representativas da variancia biolégica em estudo.

Apos realizacdo da filtragem, foi realizada a normalizacdo (sum, para reduzir a variabilidade
intra e interlote), o escalonamento (auto escaling, ajustar a importancia que o composto) e a
transformacéo dos dados (log, para corrigir a heterocedasticidade). Esta etapa do processamento

foi realizada no software MetaboAnalyst® versdo 6.0 (https://www.metaboanalyst.ca/), que

tem um conjunto de ferramentas online e gratuitas.

4.11.5 Analise Uni e Multivariada

No software MetaboAnalyst® versdo 6.0, a matriz foi submetida a andlise estatistica
multivariada. Foram utilizados métodos quimiométricos nao supervisionados (PCA) e

supervisionados (PLS-DA) com predicao de QCs. A partir das analises supervisionadas, foram
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identificados os metabolitos discriminantes entre os grupos, por meio da classificagdo de

Variable Importance Projection (VIP).

Foi utilizado o software Graphpad Prism 8.0 para realizacdo da estatistica descritiva. Apds
analise da normalidade (por Shapiro-Wilk) e presenca de outliers (HOUT), para dados néo-
paramétricos foram utilizados o teste Mann Whitney ou Wilcoxon com corre¢do de Dunn (pos-
hoc); para dados paramétricos foram utilizados teste t (considerando ou néo a igualdade de
variancia - para dois conjuntos de dados) ou ANOVA two-way/ Tukey (pos hoc). Uma
associacdo foi considerada estatisticamente significativa quando o valor-p foi menor do que
0,05.

4.11.6 Interpretacao bioldgica

Metabdlitos sdo resultados de processos bioquimicos e por meio deles é possivel reconhecer
vias metabolicas alteradas durante uma exposicdo ou doenca, por exemplo (Mastrangelo et al.,
2015). O software MetaboAnalyst® versao 6.0 foi utilizado para avaliar as possiveis vias
metabdlicas alteradas pela exposicdo a mistura de agrotdxicos. Ele utiliza 0 KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) ou HMDB (Human Metabolome Database) para agrupar

0s metabolitos significativos dentro de uma via biolégica comum.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da racéo

A racdo comercial Presence® Labina Peletizada Para Ratos Camundongos e Roedores foi
amostrada durante o experimento e analisada no laboratorio Instituto Octadvio Magalhées -
IOM/FUNED apresentou contaminacdes: Pirimifds Metil 0,22 mg/kg; Triciclazol 0,01mg/Kkg;
Glifosato 2,0 mg/kg de racdo. A tabela completa pode ser visualizada no anexo A.

N&o foram detectados nem imidacloprido nem tebuconazol na amostra de racdo. Os outros
agrotoxicos detectados sdo permitidos nas culturas de milho (pirimifés metil e glifosato), soja
(glifosato), arroz (pirimifos metil, glifosato e triciclazol) e trigo (pirimifés metil e glifosato),
ingredientes presentes da composicao da racdo (tabela 15). Para o Pirimifés Metil, considerando
um consumo médio de 5¢g de racdo por dia, cada camundongo consumiu 0,0011 mg diariamente
do agrotdxico, e para o triciclazol, por camundongo/dia, o consumo foi de 0,00005 mg. A
concentracdo encontrada de glifosato (2,0 mg/kg de racdo) foi maior do que os outros dois
agrotoxicos, porque para a cultura da soja, a quantidade aplicada é maior, permitindo, assim,
que o LMR seja de 10 mg/kg. Entretanto, isso exp6s os camundongos a 0,01 mg de glifosato

por dia, 30x menor do que a concentracdo de exposicao na mistura (0,3 mg/dia).

Pelas concentracBes encontradas, concluimos que estes valores ndo influenciaram 0s
experimentos. Os controles também se alimentaram da mesma racdo. Mesmo a racdo
apresentando glifosato, a literatura relata que a menor dose que apresenta efeito adverso em
exposicoes cronicas é de 2,0 mg/ kg P.C./ dia (0,04 mg consumidos por um camundongo de
20g por dia) (Alarcon et al., 2020; Ganesan et al., 2020).

Infelizmente, ndo foram encontrados estudos que avaliam as contaminag6es por agrotoxicos em
racdo para roedores. Diferente do programa de analises americano, que analisa racGes para
animais (domesticos e aves) e que encontrou como maior contaminante o glifosato nas ragoes,
0 PARA ndo realiza esta avaliacdo, que poderia nortear o delineamento de experimentos, por
exemplo, uma vez que se sabe que ragdes sdo contaminadas por agrotdxicos e que dependendo
das concentragdes encontradas, podem causar alguma alteracdo no estudo (FDA, 2023). A
presenca de glifosato pode estar diretamente ligada a presenca de organismos geneticamente
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modificados na racdo. Apesar da soja transgénica ser tolerante ao glifosato, o uso deste
agrotoxico é feito para acelerar o desenvolvimento das plantas resistentes (Carneiro, 2015).

O uso da racdo comercial foi a escolha por conter todos os nutrientes necessarios da dieta do
camundongo. Entretanto, a presenca de componentes de origem vegetal traz este risco de
exposicdo (oculto). O preparo da racdo no laboratério seria uma alternativa para este
inconveniente, porém as formulas padrdo (AN193, por exemplo) contém amido de milho e 6leo

de soja, o que poderia também incorrer neste mesmo problema.

Tabela 12 — Comparacgdo da Composicédo das racdes Comercial Presence Labina Peletizada
Para Ratos, Camundongos e Roedores e formula padrdo AIN 93.

Racéo Ingredientes
Racgdo comercial Farelo de soja*, milho integral moido, dextrina, casca de arroz, farelo de trigo, farelo
Presence Labina de arroz, éleo de soja refinado*, farinha de carne e 0ssos, farinha de peixe, calcario

Peletizada Para Ratos, calcitico, cloreto de sddio (sal comum), 6xido de magnésio, sulfato de ferro, sulfato
Camundongos e de cobre, mondxido de manganés, 6xido de zinco, iodato de calcio, sulfato de cobalto,
Roedores selenito de sodio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1,

vitamina B2, niacina, acido pantoténico, vitamina B6, acido fdlico, biotina, vitamina

B12, cloreto de colina, lisina, metionina, &cido propidnico.

Espécies doadoras do gene: *Agrobacterium tumefaciens e/ou Arabidopsis thaliana

e/ou Bacillus thuringiensis e/ou Streptomyces viridochromogenes e/ou Zea mays.

Férmula padrdo AIN  Proteina (animal, como caseina), metionina, amido de milho, sacarose (de cana de

93 (Souza, 2010) acucar), celulose, 6leo de soja, BHT, Mistura de minerais, mistura de vitaminas,

bitartarato de colina, agua.

Fonte: informacdes da embalagem da racdo comercial Presence® Labina Peletizada Para Ratos Camundongos e
Roedores; e Souza (2010).
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5.2 Avaliacao da exposi¢cdo a mistura de agrotdxicos

5.2.1 Estudo dos parametros bioquimicos e histopatolégicos dos camundongos expostos e

n&o expostos a mistura de agrotoxicos

5.2.1.1 Acompanhamento do Peso Corporal e Peso Relativo

O ganho/perda de peso corporal dos camundongos foi mensurado semanalmente com o objetivo
de preparar adequadamente a mistura de agrotoxicos (dose) e também verificar se a exposicao
causaria intoxicacdo aguda nos animais e distresse. Uma perda de peso superior a 10%
anteciparia a eutanasia dos animais. Durante este acompanhamento, ndo foram observados

episodios de diarreia nos animais.

Os resultados do acompanhamento do peso corporal séo apresentados abaixo (figura 14), em
porcentagem para normalizacdo dos dados, considerando o peso no dia 0 igual a 100%. A
analise estatistica utilizada foi a analise da variancia ANOVA one-way para medidas repetidas.
O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05. Ndo houve diferenca
estatistica entre os diferentes grupos tratados durante todo periodo de tempo do tratamento.
Observou-se variagcdes do peso no inicio do tratamento no grupo controle, provavelmente
relacionadas ao estresse das gavagens diarias. Os animais, principalmente os expostos a mistura
de agrotdxicos, mostraram-se mais agitados, dificultando a contencéo. Para amenizar o estresse,
0 enriquecimento ambiental das gaiolas foi implementado. Estes animais e 0os dos demais

grupos recuperaram o peso com o passar do tempo, ganho equivalente ao envelhecimento.

Apos a eutanasia, foram avaliados os pesos relativos de: gordura periuterina, figado e baco.
Foram realizados testes estatisticos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk), de outliers (método
de ROUT) e o teste Mann Whitney. O valor de p foi considerado significativo quando menor
do que 0,05. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos expostos para 0s dados de peso
relativo de baco, rim, gordura periuterina e figado dos camundongos. Os dados estdo

representados na tabela 15.
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Figura 14 — Avaliacdo do peso corporal dos camundongos expostos e ndo expostos a mistura
de agrotoxicos. (acompanhamento semanal do ganho/ perda de massa corporal, em
porcentagem).
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 13 — Analise do Peso Relativo (%) dos 6rgédos Figado, Baco, Rim e Gordura
periuterina dos camundongos expostos e ndo expostos a mistura de agrotdxicos.

Peso Relativo CTRL (Média +- DP) AGT (Média +- DP) p valor
Figado 4,8902 +- 0,1911 % 4,7379 +- 0,3890 % p > 0,05

Baco 0,4814 +- 0,1983 % 0,4227 +- 0,0560 % p > 0,05

Rim 1,2429 +- 0,2464 % 1,2058 +- 0,1460 % p > 0,05
Gordura Periuterina 1,7014 +- 0,5423 % 1,8485 +-0,2074 % p > 0,05

Fonte: dados da pesquisa.

Como primeiros parametros avaliados, o peso corporal e 0 peso relativo dos 6rgaos dos animais
ndo demonstraram diferenca estatistica entre 0s animais expostos e ndo-expostos a mistura.
Avaliar peso corporal e tecido adiposo é importante porque o tecido adiposo branco (TAB)
subcutaneo tem caracteristicas funcionais, como regulacdo do armazenamento e liberacdo de
triglicerideos e producdo de adipocinas, sendo considerado um 6rgdo endocrino sexualmente
dimérfico. Outros mecanismos bioldgicos relacionados ao TAB incluem altera¢fes na fungéo
dos hormdnios tireoidianos e esteroides e ativacdo de receptores ativados por proliferadores de
peroxissomos (PPR), que desempenham um papel importante na diferenciacdo de adipdcitos e
armazenamento de energia. Assim, a interferéncia no controle hormonal das fungdes do tecido
adiposo, por desreguladores endocrinos, pode, portanto, levar a depoésitos inadequados de
gordura. Por isso, a exposic¢do a DEs tem sido associada a triglicerideos e colesterol elevados,
glicemia de jejum alterada e DM2, todos fatores relacionados a obesidade (Tang-Peronard et
al., 2011; Darbre et al., 2017; Amato et al., 2021).
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Geralmente, os resultados de peso corporal e peso relativo (ou absoluto) apresentados pela
literatura para tratamentos de camundongos/ ratos com agrotoxicos individualmente s&o
controversos, porque os resultados estéo diretamente relacionados ao tipo, a dose do agrotdxico,
ao tempo de exposicao, ao tipo de animal experimental e ao género destes animais (Abdel-
Razik et al., 2021; Barbosa et al., 2020; Ganesan et al., 2020; Gorga et al., 2021; Hamdaoui et
al., 2019; Othmere et al., 2020; Kale et al., 2020; Gomes et al., 2021). Adicionado a isso, 0
efeito de uma mistura de agrotdxicos pode néo ter o efeito previsto a partir dos resultados de
cada substancia isolada. Uma mistura de Mancozeb (8.000 mg.Kg™ PC) e Imidacloprido (131
mg.Kg? PC) em camundongos Swiss (machos e fémeas), por exemplo, causou em animais
expostos a mistura, mas ndo em animais expostos aos agrotoxicos isolados, um aumento do
peso corporal a partir de 21 dias de exposicdo (Bhaskar; Mohanty, 2014). Entretanto, com uma
mistura de seis agrotéxicos (Boscalid, Captana, Clorpirifds, Tiacloprido, Tiofanato e Ziram)
em camundongos C57bl/6, por 13 ou 52 semanas com doses de IDA, observou-se que machos
tendem a ganhar peso, por acumulo de gordura corporal, enquanto que as fémeas ndo,
mostrando a importancia do dimorfismo (Lukowicz et al., 2018; Smith et al., 2020). Ja uma
mistura de outros seis agrotdxicos (alaclor, captana, diazinon, endosulfan, maneb e mancozeb),
por 6 semanas expostos a doses IDA, ndo alterou nem o peso corporal nem peso do figado em
camundongos C57bl/6 (Merhi et al., 2010).

Os resultados encontrados neste presente estudo indicam que as doses da mistura ndo foram
toxicas para 0s animais, no periodo de 6 semanas, de forma a alterar o peso corporal, acumular
gordura periuterina ou alterar o peso relativo dos 6rgdos estudados. Porém, estes parametros
ndo podem ser avaliados isoladamente, sendo dados bioquimicos de glicose, sensibilidade a

insulina, colesterol total e triglicerideos complementares.

5.2.1.2 Avaliacdo da Glicose Jejum e da Sensibilidade & Insulina

Para a glicose jejum, sangue dos animais foi coletado para avaliagdo em dois momentos, nas
semanas 3 e 6 de exposicdo, sendo aplicados, apos analise da normalidade (Shapiro-Wilk) e de
outliers (método de ROUT) dos dados obtidos, os testes estatisticos de Mann Whitney pareado

e ndo pareado. O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.
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Avaliando a glicemia jejum em trés e seis semanas de tratamentos, ndo houve diferenca
estatistica para a exposi¢do a mistura de agrotdxicos, nem em comparacao de tempo (grupo x
semanas 3 e 6), nem em comparacéo a cada animal isolado (teste pareado). Os resultados podem

ser visualizados na tabela 16.

Tabela 14 — Avaliacédo da Glicose jejum (3 semanas e 6 semanas) dos camundongos expostos
e ndo expostos & mistura de agrotoxicos.

CTRL (Média +- DP) AGT (Média +- DP) p valor
(n&o pareada)
Glicose Jejum (3 semanas) mg.dL ! 136,50 + 17,01 136,50 + 23,31 p > 0,05
Glicose Jejum (6 semanas) mg.dL ! 139,16 + 15,29 133,30 + 16,70 p > 0,05
p valor (pareado) p > 0,05 p > 0,05

Fonte: dados da pesquisa.

Na avaliacdo do teste de sensibilidade a insulina (4 dias que antecederam a eutanasia para que
a insulina exdgena ndo alterasse outros parametros que seriam analisados), 0s testes estatisticos
foram realizados nos dados normalizados pelo delta (subtracdo do valor encontrado em um
tempo pelo tempo anterior) (Figura 15) e pela area sob a curva (AUC). Foram aplicados os
testes de normalidade (Shapiro-Wilk), de outliers (método de ROUT) e teste de Mann Whitney.

O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

Avaliacdo do delta dos tempos 0-15 minutos apresentou resultados estatisticamente
significativos, com p <0,05, identificando a presenca da resisténcia a insulina. No grupo
controle (CTRL), houve uma reducdo de 51,96 + 8,40 % da glicose circulante ap6s 15 minutos
da injecdo de insulina, enquanto que o grupo exposto a mistura (AGT) apresentou uma reducgéo
“menor” na glicose sérica, correspondendo a 19,71 = 14,80%, com diferenca estatistica
significativa p = 0,0001. Os deltas 15-30 e 30-60 n&o foram significativos provavelmente
porque a reducdo da insulina exdgena e a predominéncia da insulina endégena ndo permitiram

a visualizagéo da diferenga entre 0s grupos.
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Figura 15 — Avaliacdo da sensibilidade a insulina dos camundongos expostos e ndo expostos a
mistura de agrotoxicos. Glicemia através dos tempos 0, 15, 30 e 60. AUC: area sob a curva.
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Fonte: dados da pesquisa.

Quando se trata de uma exposi¢cdo a substancias que causam desregulacdo enddcrina, nem
sempre € possivel visualizar alteracbes morfoldgicas, histoldgicas e bioquimicas nos tempos
iniciais da exposicdo, antes da doenca definitivamente se instalar. Nossos resultados de glicemia
jejum ndo apresentaram alteracdes estatisticamente significativas, porém, a resisténcia a
insulina estava presente nos animais expostos, indicando que em um tempo maior de exposicao,
0s animais poderiam se tornar diabéticos. Esta conclusdo corrobora com outros estudos que
apresentam resultados semelhantes. Com camundongos fémeas expostos a uma mistura de 6
agrotoxicos (doses diarias de IDA) demonstrou-se que a resisténcia a insulina foi detectada apds
16 semanas, enquanto que o aumento da glicose sanguinea so foi evidenciada com mais de 36
semanas apoés o inicio da exposicdo. Outro achado importante neste estudo foi que, por meio da
analise metaboldmica, demonstrou-se que o biomarcador 2-ketoadipic acid para diabetes pode
ser detectado no sangue dos animais a partir de 6 semanas (Lukowicz et al., 2018). A mesma
mistura de seis agrotéxicos, também na concentracdo de IDA, por 15 semanas em
camundongos, induziu a resisténcia a insulina em camundongos machos apenas apos 14
semanas de exposicao (Smith et al., 2020). Estudos com o0s agrotoxicos isolados demonstraram
que: glifosato ndo afeta pardmetros corporais, mas causa resisténcia a insulina em camundongos
C57bl/6 (fémeas e prole) por alterar niveis de alanina, aminoacido importante na regulacéo
metabolismo da glicose (Gomes et al.,, 2022); imidacloprido, em ratos, tem efeito
hiperglicémico, com alteracdes estruturais no tecido pancreatico, incluindo o declinio na
expressdo de insulina (Khalil et al., 2017); tebuconazol, em porcos, causa alteragdes na

glicemia, funcdo renal (altera razdo ureia/ creatinina) e enzima hepéatica gama glutamil
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transpeptidase (GGT) (Jeong et al., 2022). Assim, os dados da literatura corroboram que a
mistura de glifosato, imidacloprido e tebuconazol pode afetar a sensibilidade dos tecidos a

insulina, confirmando os resultados encontrados neste estudo.

5.2.1.3 Avaliacéo de Colesterol total e de Triglicerides

Para a avaliacdo do colesterol total e triglicérides (tabela 17) no sangue coletado no dia da
eutanasia dos animais expostos e ndo expostos, apos andlise da normalidade (Shapiro-Wilk) e
de outliers (método de ROUT) dos dados obtidos, foram aplicados os testes estatisticos de

Mann Whitney. O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

Tabela 15 — Valores de Colesterol Total e Triglicérides séricos em camundongos expostos e
ndo expostos a mistura de agrotdxicos.

CTRL (Média +- DP) AGT (Média +- DP) p valor
Colesterol Total sérico, mg.dL -1 60,094 +- 3,103* 70,391 +- 3,890* *p=0,0083
Triglicérides sérico, mg.dL -1 136,559 +- 10,644** 97,205 +- 13,720 ** **p=0,016

Fonte: dados da pesquisa.

A anélise estatistica dos dados obtidos apresenta diferencas estatisticas significativas entre os
grupos expostos e ndo-expostos tanto na determinacéo do colesterol total (aumento) quanto para
a determinacdo dos triglicérides (diminui¢do) sericos. Assim como na avaliagdo do peso
corporal e peso relativo, a literatura apresenta resultados divergentes para estes parametros,
demonstrando que também sdo dependentes de tempo (estudos subcrdnicos e crénicos) e dose
de exposi¢do ao agrotoxico ou mistura. Por exemplo, porcos expostos a tebuconazol tiveram
niveis significativamente diferentes de colesterol total apos 14 dias de exposi¢do (Jeong et al.,
2022). O mesmo agrotoxico, em ratos Wistar machos, aumenta significativamente o colesterol
total, HDL e LDL e os triglicerideos dos animais, causando subsequente dano ao tecido cardiaco
(Othmene et al., 2020). Entretanto, em um estudo com ratos expostos ao imidacloprido por 90
dias, apesar de encontrar leves lesdes nos hepatdcitos e alteracdes nas enzimas hepéticas (GPT
- transaminase glutdmico piravica e GOT - Transaminase Glutamica Oxaloacética), ndo foram
encontradas alterac6es significativas nem no colesterol total nem nos triglicérides séricos dos

animais (Bhardmaj et al., 2010). O imidacloprido, em ratos machos albinos, causa degeneragédo
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hidrdpica e areas de necrose no figado dos animais, com aumento significativo do colesterol
total nos animais expostos (Hassan et al., 2020). Ratos Wistar (machos e fémeas) expostos a
Roundup® (formulacdo comercial de Glifosato) ndo apresentam diferencas estatisticas entre 0s
grupos expostos e controle, para as dosagens de colesterol total, HDL e LDL, apesar da analise
histopatoldgica apontar necrose focal no figado (Caglar et al., 2008). Mas outro estudo
demonstrou que ratos albinos expostos a0 Roundup® ou glifosato apresentam um aumento
significativo no colesterol total e nos triglicérides dos animais expostos (El-Shenawy et al.,
2008). Para finalizar, um estudo com mistura de de 6 agrotdxicos por 52 semanas, observa-se
que, em camundongos C57bl/6 machos, mas ndo em fémeas, ha presenca de esteatose hepatica
(andlise histopatoldgica), com elevada presenca de triglicérides/ mg de tecido, sugerindo que a
presenca de triglicérides no orgao esta relacionada a lipdlise no tecido adiposo e ndo a sintese

de novo pelo figado (Lukowicz et al., 2018).

Os resultados do presente estudo demonstram que a mistura de imidacloprido, glifosato e
tebuconazol é capaz de alterar os niveis séricos de colesterol total e triglicérides nos animais

expostos comparados com o grupo controle, por a¢do aditiva ou sinérgica entre si.

5.2.1.4 Avaliacao da Mieloperoxidase

Estudos indicam uma relacao entre colesterol elevado e resisténcia a insulina promovendo uma
inflamacdo sistémica em baixo grau (Ménégaut et al., 2023). Assim, a avaliacdo da MPO no
baco e intestino grosso dos animais expostos, foi realizada com intuito de avaliar a possivel
inflamacdo causada pela mistura de agrotoxicos. Apos analise da normalidade (Shapiro-Wilk)
e de outliers (método de ROUT) dos dados obtidos, foram aplicados o teste estatistico de Mann

Whitney. O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

A atividade da MPO esta reduzida no bago dos animais expostos a mistura em comparagdo aos
animais ndo-expostos (p = 0,0095). Entretanto, ndo houve diferenga estatistica na atividade

quando analisada a atividade no intestino grosso (figura 16).
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Figura 16 — Avaliacdo da atividade da MPO no bago e intestino grosso dos camundongos
expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos. A: baco; B: intestino grosso.
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Fonte: dados da pesquisa.

Apesar de ser uma heme peroxidase muito conhecida por estar presente em neutréfilos, a
presenca da mieloperoxidase também é descrita em monadcitos e alguns macréfagos, por que
monocitos circulantes tém plasticidade para se diferenciar em macréfagos especializados,
atribuindo homeostase especifica ao tecido em que esta fixado e fungdes imunoldgicas. Em
neutréfilos e macrofagos, a MPO estd diretamente ligada a eliminacdo de patégenos,
principalmente a microrganismos, e a determinacdo de sua ativacdo corresponde a um
biomarcador de inflamacdo (Lee; Choi, 2020; Gurski; Dittel, 2022). O acetato, produzido pela
microbiota intestinal, modula uma série de respostas inflamatdrias, no intestino e fora dele, por
varias vias, sendo uma delas ligando-se ao receptor Gpr43/FFAR2. Este receptor estd muito
expresso em células inflamatorias, especialmente macrofagos e neutréfilos (Da Silva et al.,
2021).

Foram encontrados poucos estudos relacionando a acdo de agrotoxicos, inflamacédo localizada
e adiminuicao do bago ou intestino grosso/ numero de células B e T, esplendcitos e macréfagos,
mas nao sdo 0s agrotoxicos do presente estudo. Em uma exposi¢do ao endossulfan, tilapias
expostas apresentaram peso relativo do bagco menor do que o grupo controle, sem que houvesse
diferenga estatistica quando quantificados os esplendcitos, indicando uma diminuicdo em
outros tipos celulares do baco. Entretanto, as células fogociticas (macrdéfagos) apresentaram
atividade aumentada no 6rgdo em resposta ao estresse oxidativo causado pelo agrotoxico
(Tellez-Banuelos et al., 2009). Lee e Choi, em uma revisao sobre agrotoxicos e sistema imune,
reuniram informagdes como: bifentrinas sdo capazes de inibir os niveis de transcricdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a ao desencadear estresse oxidativo em
macrofagos; cipermetrina é capaz induzir a morte de macréfagos por apoptose mediada por
EROs e seus metabdlitos podem inibir a atividade fagocitica dos macréfagos; atrazina tem
efeitos prejudiciais na viabilidade e fungdo das células T, inibindo a proliferacdo de células
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TCD4+, também ativando apoptose celular destas células via caspase 3 e caspase 8; carbamatos
também induzem apoptose de células T e induzem producéo de IL-2 (citocina pré-inflamatoria);
acetamiprido diminui significativamente a proliferacdo de células B e células T durante uma
infeccdo (Lee; Choi, 2020). Em outros estudos, observa-se que autores avaliam o peso (absoluto
ou relativo) do baco de animais expostos e ndo-expostos a agrotoxicos isolados ou em misturas,
mas ndo realizam avalia¢des adicionais a esta avaliacdo (Merhi et al., 2010; Metais et al., 2013).
Em uma excecdo, observou-se que filhotes de cervos de cauda branca que morreram apds o
nascimento (exposicdo via materna) apresentaram um acumulo de imidacloprido no baco.
Quanto maior a concentracdo do agrotéxico encontrada no 6rgao, menor tamanho e peso ele
apresentava. Além da dosagem do imidacloprido no 6rgdo, nenhuma outra avaliacdo foi
realizada (Berheim et al., 2020).

Sem dados adicionais, sugere-se que a deplecéo da atividade da MPO no bago esteja relacionada
ou a uma menor fixacdo de macrdfagos no bago sem aumento da atividade fagocitica, uma vez
que, a atividade da MPO estd diminuida e, como sera relatado a seguir, ndo houve alteracédo
morfolégica no baco dos animais, 0 que poderia indicar uma diminuicdo do quantitativo das
células B e T da polpa branca. Outra hipétese é a acdo do acetato (resultados serdo discutidos a
seguir) produzido pelas bactérias intestinais agindo sobre os receptores de macrofagos e
neutréfilos do baco e inibindo estas células inflamatorias no tecido esplénico. Esta diminuicdo
da atividade da MPO pode indicar um comprometimento do sistema imune pela exposicao a

mistura de agrotoxicos.

O TGI € o primeiro a ter contato com contaminantes ambientais. Na lamina prépria da mucosa
do intestino grosso, células imunes podem ser encontradas, como macréfagos, mastdcitos e
plasmocitos. Nesta porcdo do intestino, sdo observados foliculos linfoides ocasionais.
Substancias que causam inflamacdo ativam o sistema imune, recrutando neutrofilos. Estas
células podem ser fonte de MPO no tecido, tendo a atividade da MPO trés vezes menor no
intestino do que nos outros tecidos do organismo (Nasciutti et al., 2016). Poucos estudos
avaliam a influéncia da exposicéo a estas substancias sobre o sistema digestorio. Ratos wistar
expostos ao glifosato por inalagcdo apresentaram processo inflamatorio moderado no intestino
delgado, com hiperplasia (aumento celular) linfoide. O intestino grosso também apresentou
processo inflamatorio linfocitico, porém leve, e displasia celular (alteracdes celulares anormais)
moderada (de Maria Serra et al., 2021). O estudo citado contradiz os achados do presente
estudo, que além de ndo encontrar aumento da atividade da MPO, que indica aumento da
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inflamacdo tecidual, também ndo encontrou alteracfes histopatoldgicas, como seré descrito a

sequir.

5.2.1.5 Avaliacao Histopatoldgica

A anélise microscopica de tecidos por meio da avaliacdo histopatoldgica pode indicar ndo sé
lesbes, como também natureza, extensdo e gravidade da lesdo. Nao foram observadas alteracdes
histopatologicas nos cortes de intestino grosso, como infiltrado inflamatério na mucosa ou
submucosa ou degeneracdo tecidual da mucosa; nem alteracbes nos cortes de bago, como
hiperplasia das polpas branca ou vermelha e infiltrado inflamatério, mantendo os animais
expostos a capsula integra e zona marginal bem delimitada. Nas l1aminas de rins, ndo houve
alteracdo nas zonas cortical ou medular, mas dois animais do grupo exposto a mistura de
agrotoxicos apresentaram alteraces no glomérulo, com espessamento da capsula de Bowman,
formando um crescente fibrocelular (Figura 17; ponta da seta). Como apenas dois animais

apresentaram esta condicdo, a analise foi considerada um achado ocasional.

Camundongos BALB/C expostos ao Imidacloprido demonstrou que doses maiores que 5 mg/kg
causam reducdo peso relativo do baco dos animais expostos, com alteracBes histopatoldgicas
relacionadas a uma deplecdo de linfocitos na polpa branca esplénica, sugerindo que o
imidacloprido tem efeitos imunossupressores, principalmente sobre células T (Badgujar et al.,
2013). Outros agrotoxicos (Atrazina, Mancozeb e Fipronil), diferentes da mistura deste estudo,
sdo capazes de reduzir o peso relativo do baco por morte celular programada (apoptose),
confirmada avaliacdo imuno-histoquimica da caspase 3 (Morgan et al., 2019). Uma mistura de
agrotoxicos (glifosato, clormequat, pirimifés, tebuconazol, clorpirifés e deltametrina), em ratos
por 90 dias, induz inflamacdo e alteracdo vascular no mesentério, além de degeneracédo

pancreatica (Sevim et al., 2024).

A cépsula glomerular, ou de Bowman, é uma camada celular que protege o glomérulo renal.
Com aspecto de taca, ela funciona como um recipiente coletor de 4gua e impurezas do sangue,
assim como sais, glicose e aminodcidos, que formam a urina. A formacdo do crescente
fibrocelular contém células epiteliais, linfocitos e macréfagos, e geralmente esta relacionada a
existéncia de uma doenca grave (glomerulonefrite rapidamente progressiva), que, em humanos,

duplica os niveis séricos de creatinina em 3 meses (Bonegio; Salant, 2024). Em ratos que
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consumiram glifosato (dose 10x IDA), houve aumento do peso renal, com injuria tecidual e
estresse oxidativo, indicando um risco aumentado de perda progressiva da funcéo renal (Nacano
et al., 2024). Com apenas 10 dias, o glifosato ja pode ser detectado em tecido renal
(bioacumulacdo) (Bai; Ogbourne, 2016). A exposicao de camundongos ao imidacloprido (5-1
mg/kg/dia por 15 dias) leva ao aumento do peso do rim, de creatinina e ureia séricas e perda de
proteinas pela urina (Arfat et al., 2014). Ratos wistar expostos ao tebuconazol sofrem estresse
oxidativo e danos ao DNA, que levam a apoptose de células renais (Othmere et al., 2020). Estes
achados sdo controversos ao deste presente estudo, onde ndo houve diferenca estatistica nem
nos pesos relativos dos baco e rim, nem na histopatologia dos 6rgéos. Uma possivel explicacéo
pode estar relacionada ao tempo de exposicao a mistura.
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Figura 17 — Analise histopatologica dos camundongos expostos e ndo expostos a mistura de
agrotoxicos.
A, C e E: Grupo nédo exposto apresentando histologia normal para intestino grosso (A), rim (C) e bago
(E). B: Nao foram encontradas altera¢@es no intestino grosso dos animais expostos. D: Espessamento
da capsula de Bowman (ponta de seta) em alguns animais expostos a mistura de agrotéxicos. F: Nao
foram encontradas altera¢6es no bago dos animais expostos. Coloragdo Hematoxilina-Eosina. A, B, C
e D: 160x, barra = 100um; E e F: 80x, barra = 50um.

Fonte: do tr

5.2.2 Avaliacéo da Microbiota dos camundongos expostos e ndo expostos a mistura de
agrotoxicos

5.2.2.1 Avaliacdo da Microbiota Fecal Cultivavel
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Uma disbiose intestinal causada pela presenca de agrotoxicos na dieta pode desencadear a perda
da homeostase pelo hospedeiro, que, se mantida, pode causar doengas gastrointestinais e
metabolicas. Para a avaliagdo da microbiota cultivavel, foram aplicados os testes de
normalidade (Shapiro-Wilk), de outliers (método de ROUT) e o teste estatistico de Mann

Whitney. O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

A melhor forma de avaliar a microbiota (taxondémica e filogenética) é por meio do
sequenciamento 16s rRNA (método independente de cultura), que utiliza a identificacdo das
bactérias pela subunidade ribossomal 16s por possuir sequéncias de bases de nucleotideos
altamente conservadas do genoma bacteriano. Entretanto, esta é uma andlise cara. Uma
alternativa, mas que € a convencional de identificacdo, € o cultivo da microbiota (método
dependente de cultura) em meios de cultura ndo-seletivos e seletivos. Os meios sdo preparados
de acordo com as necessidades das bactérias, e, além do meio, é importante controlar
temperatura e atmosfera (aerébica e anaerobica) e outros fatores que afetem o crescimento
bacteriano (Ribeiro, 2017; Calumby, 2021).

O cultivo de populacGes da microbiota fecal em placas com meios seletivos e diferenciais ndo
cresceram com 24 horas de estufa, por isso, as contagens foram realizadas com 48h. Mesmo
assim, ndo houve crescimento bacteriano nos meios agar Bacteroides Bile Esculina (BBE)
adicionado de 0,1% v/v de gentamicina para isolamento de Bacteroides spp., € &gar MacConkey
para isolamento de Enterobacteriaceae. Os resultados a seguir (figura 18) sdo da melhor

diluicdo da placa e expressos em log10 UFC/ mg de fezes.

A analise das bactérias aerdbicas totais apresentou diferenca estatistica entre 0s grupos expostos
e ndo expostos (ndo houve crescimento de bactérias aerébicas no grupo controle), indicando
que a exposicdo priorizou o crescimento de bactérias anaerdbicas facultativas. A avaliacdo das
bactérias anaerdbicas totais também apresentou diferenga estatistica entre os grupos. Todas as

placas apresentaram crescimento bacteriano nas trés dilui¢des.
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Figura 18 — Avaliacdo da microbiota cultivavel dos camundongos expostos e ndo expostos a
mistura de agrotoxicos.

A — Aerdbicas em Agar sangue; B — Anaerdbicas em agar sangue suplementado com hemina e
menadiona 1% v/v; C — Staphylococcus em agar Manitol Salgado, D — Bactérias acido laticas
(aerobiose) em agar De Man, Rogosa e Sharpe (aerobiose), E — Bifidobacterium e bactérias acido
laticas em 4gar De Man, Rogosa e Sharpe (anaerobiose), F — Streptococcus e Enterococcus em agar
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Fonte: dados da pesquisa.

Na avaliacdo diferencial, houve diferenca estatistica entre 0s grupos expostos e ndo expostos
apenas na cultura de Staphylococcus spp., bactérias que podem ser aerdbicas ou anaerdbicas
facultativas, indicando uma possivel alteracdo positiva no filo Bacillota. As bactérias
Enterobacteriaceae, representantes do filo Pseudomonadota, ndo cresceram no meio seletivo,
mas como sao aerobicas ou anaerdbicas facultativas, podem ter crescido no meio ndo seletivo
agar sangue, junto com as aerobicas totais. A maioria das espécies bacterianas em um intestino
humano saudavel sdo anaerobicas obrigatérias e pertencem aos filos Bacteroidota (Gram-
negativas) e Bacillota (maioria Gram-positiva), correspondendo a 90% das bactérias totais. Em
contraste, Pseudomonadota (até 5%, exemplo: familia Enterobacteriaceae, como a Escherichia
coli), Actinomycedota (de 2 a 14%, por exemplo a Bifidobacterium), Fusobacteria,
Cyanobacteria e Verrucomicrobia séo filos menos abundantes (Wang et al., 2017; Tsiaoussis
et al., 2019). As alteragBes encontradas na microbiota fecal cultivavel dos animais expostos

sugerem que houve uma disbiose intestinal causada pela mistura de agrotéxicos. Ha varios
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relatos na literatura de que agrotdxicos afetam a microbiota intestinal, principalmente de
abelhas e animais de vida aquatica (Dutra et al., 2011; Dornelles; Oliveira, 2014; Dornelles;
Oliveira, 2016; de Moura et al., 2017; Blot et al., 2018; Motta et al., 2018; Banaee et al., 2020;
Luo et al., 2021; Fu et al., 2022). E estudos em camundongos também relatam esta perturbacéo
(Yang et al., 2020; Liu et al., 2021; Smith et al., 2020).

5.2.2.2 Avaliacdo dos AGCC em conteudo intestinal

A producdo de AGCC pela microbiota intestinal auxilia a saide do hospedeiro, participando
por exemplo, do metabolismo e da producdo de mediadores inflamatdrios. Para a avaliagdo dos
AGCCs, acetato e butirato, no contetdo intestinal e no soro dos animais expostos e nao
expostos, foram aplicados os testes de normalidade (Shapiro-Wilk), de outliers (método de
ROUT) e o teste estatistico de Mann Whitney. O valor de p foi considerado significativo quando

menor do que 0,05.

N&o houve diferenca estatistica na producédo de butirato (p = 0,08) no conteldo intestinal dos
animais expostos e ndo-expostos a mistura de agrotoxicos. Entretanto, houve diferenca na
producdo de acetato, com aumento significativo deste AGCC (p = 0,038). Resultados podem

ser visualizados na figura 19.

Estes resultados indicam que, assim como a analise da microbiota cultivavel evidencia, ha
dishiose e alteracbes no metabolismo das bactérias causadas pela mistura de agrotdxicos.
Estudos com misturas, na concentracdo de IDA, dos seis agrotdxicos (Ziram, Thifanato, Captan,
Chlorpyrifos, Boscalin, Tiacloprid) mais utilizados no sul da Franga indicam que a diferenca
entre os sexos induz respostas diferentes a exposicdo de camundongos a mistura. Machos
apresentam ganho de peso corporal, aumento da concentragdo de triglicérides hepéticos,
intolerancia a glicose; enquanto que fémeas apresentam modifica¢des na microbiota intestinal,
com aumento da producéo de acetato e acido graxos de cadeia média, geralmente associados a
doencgas intestinais (Lukowicz et al., 2019). Estes resultados sdo compativeis com o0s
encontrados em nosso estudo, onde as camundongos fémeas, além de apresentar resisténcia a
insulina, aumento do colesterol total e diminuicdo de triglicérides séricos, apresentou dishiose
na microbiota intestinal evidenciada por um aumento das bactérias aerdbias totais e anaerdbias

totais, e um aumento da producéo de acetato.
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Figura 19 — Analise dos acidos graxos de cadeia curta no conteudo intestinal dos
camundongos expostos e ndo expostos a mistura de agrotdxicos.
A — Acetato, B — Butirato. Barra = DP; * p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

A degradacdo primaria de glicanos da dieta, como lignina, pectina, celulose, produz glicose,
por bactérias como Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus. Na degradacao secundaria,
por fermentagdo, sdo produzidos metabolitos chamados os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC; acetato, propionato, butirato, lactato), muito estudados por beneficiar o hospedeiro
(Zmoraetal., 2019). Esses metabdlitos controlam o pH intestinal, sdo dependentes do substrato
(fibras), da composicdo da microbiota e do trénsito intestinal. Grande parte do acetato
metabolizado por bactérias intestinais sdo fonte de energia para tecidos periféricos do
hospedeiro, e este AGCC esta envolvido na lipogénese, no tecido adiposo e no muasculo (Young
et al., 2017; Caminero et al., 2019; Zmora et al., 2019; Cruz et al., 2021; Hou et al., 2022). Os
resultados deste presente estudo apresentam acetato aumentado no contetdo intestinal, podendo
ser o responsavel por perturbar a homeostasia da glicose. Acetato aumentado pode ativar o
sistema nervoso parassimpatico a produzir insulina, aumentando também a secrecdo do
hormonio grelina e resultando em um feedback positivo, levando a hipertriglicemia, deposicéo
lipidica hepatica, resisténcia a insulina no figado e nos muasculos, por perturbar a homeostasia
da glicose (Perry et al., 2016). A producdo de acetato aumenta o pH intestinal (menor do que
5,5), 0 que pode promover uma proliferacdo de bactérias Gram-positivas Bacillota, como
podemos observar no estudo, com o aumento de Staphylococcus spp. (bactérias aerébicas ou
anaerdbicas facultativas). Assim, o acetato chega ao figado e ativa a gliconeogénese. Quando a
exposicdo a agrotoxicos interfere nas bactérias intestinais, fazendo com que elas expressem
mais enzimas esterases, por exemplo, para eliminar estes contaminantes, uma consequéncia é a
producdo maior de acetato. O acetato entra no ciclo do glioxilato, formando Acetil CoA para
producdo de energia, sintese de acidos graxos e oxalacetato para a gliconeogénese. Assim, ha
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uma tolerancia aumentada a glicose, via gliconeogénese, causada pela exposicao a agrotoxicos
(Banks et al., 2010; Roman et al., 2019).

O butirato auxilia na manutencdo da integridade da barreira intestinal, € substrato energético
para colondcitos, atua na diminuicdo da inflamacao cronica e na manutencdo da homeostase
intestinal e estudos indicam sua atuacdo na prevencdo da obesidade e sensibilidade a insulina
(Young et al., 2017; Caminero et al., 2019; Zmora et al., 2019). Em camundongos expostos ao
tebuconazol, por 13 semanas (1,35 e 3,1 mg/kg PC/ dia), o acimulo de Enterococcus durante
uma disbiose intestinal causada pelo agrotoxico leva a inflamacdo intestinal, com aumento da
permeabilidade intestinal e lesdes nas microvilosidades, e reduz a flora produtora de butirato.
Além do aumento do peso corporal, os animais desenvolveram resisténcia a insulina, com
aumento nos triglicérides e colesterol total séricos. Estas alteraces foram atribuidas a disbiose
intestinal causada pela exposicéo, principalmente ao tebuconazol, onde o aumento do filo
Bacillota (em relacdo ao Bacteroides) na microbiota intestinal é relatado como indutor de
obesidade, por transformar glicose em reserva energética (gordura) (Liu et al., 2021). Apesar
de ndo haver diferenca estatistica no crescimento das bactérias Enterococcus nem na estatistica
da producéo de butirato, os resultados sugerem que alteragdes na microbiota podem ter levado
ao aumento do colesterol total, diminuicdo dos triglicérides e resistancia a insulina. A producéo
de acetato pode estar aumentada para direcionar também o aumento da producéo do butirato. O
butirato, no colondcito, ativa receptor PPARy, que, consequentemente, ativa a f-oxidacao,
consumindo &cidos graxos e oxigénio (sanguineo). Quando xenobidticos modificam o
metabolismo das bactérias da microbiota, reduzindo a producéo de butirato, o Oz é direcionado
para 0 limen do intestino, priorizando as bactérias anaerdbicas facultativas e 0s colondcitos,
sem butirato, também alteram metabolismo, produzindo lactato pela w-oxidacdo (Byndloss et
al., 2017; Litvak et al., 2018). O favorecimento das bactérias anaerdbicas tolerantes ao
oxigénio, para tentar reestabelecer o equilibrio, busca priorizar novamente a producdo de
butirato que, ao ser metabolizado pelos colondcitos, leva a um esgotamento do oxigénio
intraluminal, permitindo a retomada do crescimento das bactérias anaerobicas obrigatorias e a
homeostase (Kriss et al., 2018; Kolodziejczyk et al.,2019). A presenca do estresse oxidativo e
a formagédo de EROs sugerem que a producdo de butirato pode ndo ser suficiente para

reestabelecer a homeostasia.

Estrogénios sdo conhecidos por promover uma protecdo as fémeas frente a doencas
metabdlicas, sendo que a estrogénio sulfotransferase, uma enzima controla a homeostase do

estrogénio por meio da conjugacdo por sulfatacdo, é alvo de varios poluentes ambientais.
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Estrogénios sulfatados ndo podem se ligar ao receptor de estrogénio (ER) e, portanto, sdo
hormonalmente inativos (Chai, 2017). A microbiota intestinal participa da circulagéo entero-
hepatica, recirculando o estrogénio/androgénio, gerando glicocorticoides, e é claro que esta
interacdo hormonios-microbiota é afetada pelo sexo e, consequentemente, sua resposta frente a
um contaminante ambiental (Lukowicz et al., 2018; Smith et al., 2020). Como n&o foram
testados animais machos, ndo hd como responder a pergunta se as consequéncias da exposicao

seriam diferentes entre os sexos (dimorfismos).

O imidacloprido é metabolizado principalmente no figado, induzindo as enzimas CYP-450 O-
desmetilase e N-desmetilase, gerando dois metabdlitos principais: acido 6-cloronicotinico (via
clivagem oxidativa) e seu conjugado de glicina (via conjugacdo) (Sun et al., 2016). Os
principais metabolitos do tebuconazol resultam da oxidacdo de um dos grupos metila da por¢éo
butila terciaria, sendo biotransformado em élcool ou &cido carboxilico, seguido de conjugacédo
com glicuronideo ou sulfato, com menor clivagem na fracdo triazolica, podendo induzir
diversos CYPs (Yang et al., 2018; O principal metabolito do glifosato ¢ o AMPA (acido
aminometilfosfénico), mas também forma glioxilato, que reage com a proteina cisteina do
figado. As bactérias intestinais também podem metabolizar o glifosato em glioxilato e
sarcosina, um marcador de cancer intestinal (Ford et al., 2017; Singh et al., 2020). Estudos
indicam que os trés agrotoxicos e seus metabolitos induzem a formacédo de radicais livres
(EROs) que causam peroxidagdo lipidica (MDA), afetando principalmente mitocondrias e
reticulo endoplasmético, reduzindo NADPH e NADH e causando privagdo de glutamato na
fotorrespiracdo (Othomeére, 2020a; Othmere, 2021; Othmere, 2022; Singh Liu et al., 2023; Os
metabolitos dos trés agrotoxicos sdo excretados na bile/fezes, entrando no ciclo entero-hepaético,
e ha estudos indicando disbiose intestinal causada pela exposicao a esses agrotoxicos (Yang et
al., 2020; Aitbali et al., 2018; Ku et al. , 2023). Estes resultados encontrados na literatura
esclarecem os resultados do presente estudo, onde camundongos expostos a mistura de
glifosato, imidacloprido e tebuconazol, por um periodo de exposi¢do de 6 semanas, tém disbiose
intestinal significativa, fato comprovado com a elevacdo das bactérias aerdbicas totais e das
bactérias anaerdbicas totais, sugerindo uma troca das bactérias anaerdbicas obrigatdrias por
facultativas. A hipdtese é que a presenga de resisténcia a insulina, o aumento do colesterol total
e reducdo dos triglicerides estejam relacionados a uma acao conjunta da alteragcdo na microbiota
(disbiose) e do estresse oxidativo causado pelos agrotdxicos/ metabolitos (peroxidacgéo lipidica)
no figado dos animais, uma das principais causas citada na literatura para estas alteragdes

metabdlicas.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/estrogen-receptor
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Geralmente, negligencia-se a alteracdo da microbiota intestinal em uma exposicdo a
agrotoxicos, sendo que a dishiose pode ser a resposta primaria para a perda da homeostasia do
organismo hospedeiro (Matsuzaki et al., 2023). Estudos utilizando a andlise da microbiota
intestinal para avaliar a exposicdo a baixas doses de agrotoxicos sdo limitados, porém ja ha
evidéncias acumuladas permitem estabelecer de forma segura que a exposi¢cdo ambientalmente
relevante a agrotoxicos pode causar alteracdes a curto e longo prazo nas comunidades
microbianas do intestino dos mamiferos e, consequentemente, a producao de seus metabdlitos
(Yuan et al., 2019; Gambarte; Wolansky, 2022). Assim, sugere-se que a analise da microbiota
intestinal possa ser empregada em programas de biomonitorizagdo a exposicdo a contaminantes

ambientais.

5.2.3 Biomarcadores de efeito nos camundongos expostos e ndo expostos a mistura de

agrotoxicos

5.2.3.1 Avaliagéo do Estresse Oxidativo

Para mensurar o dano oxidativo causado pela exposicdo a mistura de agrotéxicos ao tecido
hepatico, foi realizada a avaliacdo do estresse oxidativo no figado dos animais expostos e ndo-
expostos, por meio das dosagens de MDA, hidroperoxidos e atividade da enzima SOD. Para 0s
resultados de todas as dosagens, ap6s analise da normalidade (Shapiro-Wilk) e de outliers
(método de ROUT) dos dados obtidos, foi aplicado o teste estatistico de Mann Whitney. O valor
de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

Né&o foi evidenciada alteracéo estatisticamente significativa relacionada a peroxidacéo lipidica
na dosagem de MDA nem a atividade da enzima SOD nos animais expostos & mistura
comparados ao grupo controle. Mas a dosagem de hidroperdxidos apresentou diferenca
estatistica (p < 0,05), com aumento de aproximadamente 25% na formacéo de hidroperdxicos

entre 0s grupos nao expostos e expostos (Figura 20).
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Figura 20 — Avaliacdo do estresse oxidativo no figado dos animais expostos e ndo expostos a
mistura de agrotoxicos.
A: dosagem de MDA; B: Dosagem de hidroperdxidos; C: Atividade da SOD. MDA: Malondialdeido.
SOD: Superéxido dismutase. Barra = DP; * p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

O principal 6rgdo responsavel pela desintoxicagdo de compostos quimicos devido a sua
capacidade de biotransformar moléculas € o figado. Se uma lesdo hepatica ocorrer, por causa
de uma peroxidacéo lipidica, por exemplo, diversos distirbios na homeostasia de um organismo
também podem ocorrer (Gomes et al., 2021). A literatura traz muitas explicagdes sobre a
influéncia do estresse oxidativo nas alteracfes bioquimicas encontradas em animais expostos a
agrotoxicos e misturas. O Imidacloprido (dose 5,6 mg/kg PC/ dia) causa estresse oxidativo
isoladamente em ratos Wistar, mas ndo em mistura com lambda-cialotrina, reduzindo a
concentracdo no figado e rim de SOD, catalase e glutationa, e aumentando MDA, alteracGes
estas que sdo transmitidas a prole. O Imidacloprido é hepatotéxico, mas em mistura,
dependendo do outro agrotoxico, pode ter seu efeito antagonizado (Ndonwi et al., 2019). O
glifosato, em ratos expostos a doses orais entre 50 - 250 mg/ kg PC/ dia, agrava a geracao de
especies reativas de oxigénio (EROs), evidenciada pelo aumento de MDA. Este herbicida altera
a atividade das enzimas antioxidantes do figado, por reduzir SOD e catalase, perturbando a
homeostasia da glicose, por reduzir enzimas de glicélise e aumentar enzimas da gliconeogénese,
assim, consequentemente, alterar a acdo da insulina no figado, via sinalizacdo de NF-KB. Além
do aumento da glicose jejum e resisténcia a insulina, reducéo da testosterona sérica também foi
identificada pelo grupo de pesquisa (Prasad et al., 2022). Tebuconazol, a uma dose de 100x a
IDA, durante 4 semanas em camundongos, acumula-se no figado, mas nao no rim, causando
estresse oxidativo por alterar a homeostase redox, evidenciado pelo aumento das concentragoes
de MDA e GSH e reducdo na atividade da SOD. Estes resultados se repetem quando o
tebuconazol esta na presenca do Carbendazim, indicando que ha efeitos aditivos na mistura,

pois o Carbendazim ndo apresenta estes efeitos isoladamente (Ma et al., 2023). Nossos
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resultados demonstram que ha uma alteracdo nas concentragdes do colesterol total e dos
triglicerideos séricos, e que estas alteracdes podem estar diretamente ligadas ao estresse

oxidativo causado no figado dos animais pela exposicao a mistura.

5.2.3.2 Ensaio Micronucleo

A frequéncia de microntcleos (MN) é utilizada como biomarcador de efeito para detectar as
mutacdes causadas por perda de cromatina por dano cromossdmico estrutural ou no processo
mitotico. Apds analise da normalidade (Shapiro-Wilk) e de outliers (método de ROUT) dos
dados obtidos, foi aplicado o teste estatistico de Mann Whitney. O valor de p foi considerado
significativo quando menor do que 0,05. Os animais expostos (AGT) apresentaram aumento na
frequéncia de microndcleos, comparado com os animais controle (CTRL), com p = 0,0115
(figura 21).
Figura 21 — Avaliacédo da frequéncia de micronucleos em sangue periférico de camundongos

expostos a mistura de agrotoxicos.
Teste estatistico: t test. Barra = DP; * = 0,0115)
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Fonte: dados da pesquisa.

Avaliar uma exposicdo a substancias quimicas possibilita tomar decisdes inerentes a prevencéo
e controle dos agentes contaminantes. Mas o0 caminho até a tomada de decisdo precisa ser
monitorado (Amorim, 2003; Valente et al., 2016). Apesar dos biomarcadores de exposi¢do
serem 0s mais frequentemente usados para monitorar uma exposi¢do a poluentes ambientais,
biomarcadores de efeito, como estresse oxidativo e genotoxicidade, sdo importantes para
identificar danos causados a célula e ao material genético. A avalia¢do do estresse oxidativo,
ao se dosar as substancias formadas por peroxidacgdo lipidica (MDA e hidroperdxidos), indica
se a exposicdo induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem

sobrecarregar o sistema antioxidante natural e causar danos celular e/ ou genético, ou seja,
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genotoxicidade (Valente et al.,, 2016; Mossa et al., 2018; Chaufan et al.,, 2019). A
genotoxicidade causada por uma substancia quimica que interage com o DNA pode induzir
anormalidades nucleares como micronucleos, conduzindo a perda da informacdo génica pela
célula, inclusive provocando mutacdes que podem provocar cancer (Valente et al., 2016; Mossa
et al., 2018; Chaufan et al., 2019).

Agrotoxicos sdo capazes de causar estresse oxidativo, levando a danos no DNA. A mistura
utilizada neste estudo foi capaz de causar peroxidacdo lipidica nas células do figado,
evidenciado pelo aumento da concentracdo de hidroperdxidos. Muitos estudos indicam que 0s
trés agrotdxicos isoladamente podem causar estresse oxidativo, causando peroxidacdo lipidica
e desbalanco no sistema antioxidante natural no organismo, sendo assim dificil imputar o
resultado encontrado a apenas um dos agrotoxicos da mistura. Coelhos expostos ao
imidacloprido (30 mg/kg PC, por 2,5 meses), mesmo ndo apresentando alteracfes na dosagem
da glutationa, apresentaram um ndmero significativo de micronucleos (126% comparado com
0 grupo controle), por inibicdo da enzima aldeido oxidase (Vardavas et al., 2018). O
Tebuconazol é genotoxico por vias dependentes de EROs. Os radicais livres agem sobre
mitocondrias e reticulo endoplasmatico, ativando rotas de morte celular programada (apoptose)
dependente de caspases (Othomeére, 2020; Othmere, 2021; Othmere, 2022). A IARC
(International Agency for Research on Cancer), em 2015, classificou o glifosato, e seu principal
metabdlito AMPA (do inglés, aminomethylphosphonic acid), no grupo 2A como “provavel
carcinogénico”, baseado em estudos publicados sobre seus efeitos genotoxicos, in vitro e em
animais. Entretanto, ha evidéncias de que a frequéncia de MN aumentada em células HepG2 e
sangue periférico humano, ndo causam danos ao DNA (evidenciado pelo ensaio cometa para
mutagenicidade) e nem é gerado por estresse oxidativo (Kasuba et al., 2017; Martins-Gomez et
al., 2022). O Imidacloprido, in vitro, pode aumentar a frequéncia de MN, mutagdes na enzima
timidina quinase (importante na sintese de DNA) e danos ao DNA, sem apresentar alteraces
nas EROs intracelulares (Guo et al., 2018) e, in vivo, é depressor hematopoiético com potencial
clastogénico, aumentando a frequéncia de MN sem apresentar efeito citotoxico (Kataria et al.,
2015; Bagri et al., 2016; Stivaktakis et al., 2016). Mas, apesar destas evidéncias, os estudos
com as misturas de agrotoxicos sempre relatam resultados diferentes, quando comparados a
estudos individuais. Por exemplo, Zebrafish expostos a uma mistura de Imidacloprido,
Acetaclor e Tebuconazol, apresentaram peroxidacao lipidica muito mais acentuada quando
comparada a exposi¢ao aos mesmos agrotdxicos isoladamente, demonstrando efeitos sinérgicos

entre as substancias (Chang et al., 2020).
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Observa-se que a exposi¢do a mistura de agrotéxicos aumentou a frequéncia de micronucleos
em eritrocitos do sangue periférico dos animais. Além de amplamente estudada a presenca e
aumento de micronucleos causados por exposicao a agrotoxicos, estes estudos indicam que a
frequéncia dos MNs é dependente da dose dos agrotoxicos; quanto maior a dose, maior a
frequéncia (Iturburu et al., 2019; Stivaktakis et al., 2016; Guo et al., 2018; Castro et al., 2018).
Da mesma forma, a maioria dos estudos também correlaciona a peroxidagdo lipidica com o
aumento da frequéncia dos micronucleos durante o periodo da exposi¢cdo aos agrotdxicos
(Abdel-Halim; Osman, 2020; Bali et al., 2019; Hajer et al., 2020; Kasuba, 2017). Assim, 0s
mecanismos detalhados envolvendo a genotoxicidade da mistura permanecem obscuros, pois
ndo foram dosadas glutationa e as outras enzimas do sistema antioxidante natural (além da
SOD).

5.2.4 Andlise Metabolémica no soro dos camundongos expostos e Ndo expostos a mistura
de agrotdxicos

A anélise metabol6émica Untargeted por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas gera numerosos resultados analiticos, com caracteristicas 3D (RT, massa e abundancia)
devido a complexidade do metaboloma. Um processamento de dados adequado inclui a
desconvolucdo e o alinhamento dos picos; exclusdo de dados irrelevantes; e identificacdo
adequada dos compostos. A partir da matriz gerada no pré-processamento € importante verificar
se os dados precisam ser normalizados, transformados e/ou escalonados (Ferreira, 2015; Pilon,
et al.,, 2020; Araujo, et al., 2021). Este estudo utilizou as ferramentas dos softwares
ChemStation, AMDIS, MPP e Metaboanalyst 6.0 para o pré-processamento e processamento
dos dados metabolomicos. Os QCs apresentaram similaridade nas aquisigdes, tanto para RT
guanto em abundancia. Nao houve grande variacdo entre os RTs teoricos e aplicados do padrédo
de C18 e do F.A.M.E. mix. Os brancos ndo apresentaram contaminagOes relevantes. Foram
excluidos da tabela de dados gerados: 2-hydroxipiridine (proveniente da derivatizacdo) e

phthalate (proveniente dos tubos e ponteiras plasticos).

A primeira etapa da andlise multivariada no Metaboanalyst 6.0 foi a filtragem dos dados,
altamente recomendada para conjuntos de dados metabolémicos Untargeted. Ela é requerida

para identificar e remover variaveis que provavelmente ndo serdo Uteis na modelagem dos
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dados. Assim, as variaveis ndo informativas com baixa repetibilidade foram filtradas pela
andlise dos QCs, onde metabolitos com alto Desvio Padrdo Relativo (DPR > 30%) foram
removidos. Para os filtros de variancia (DPR ndo paramétrico) e de abundancia (valor de
intensidade mediana), foram filtrados 5% devido a quantidade de metabdlitos identificados (<
250 metabdlitos). Dois metabdlitos foram excluidos. Desta forma, a normalizacdo,

transformacéo e escalonamento foram realizados a seguir.

Para normalizacéo dos dados foi utilizado 0 método de Soma (sum), para deixar as amostras em
uma escala pré-definida e reduzir o erro sistematico (Mastrangelo et al., 2015). Os dados foram
transformados (log transformation) para reduzir os ruidos heterocedasticos e corrigir
distribuices distorcidas da curva de normalidade (Sussulini et al., 2017; Antonelli et al., 2019).
E o Auto escalonamento (Auto Scaling) foi realizado para os metabolitos contribuissem de
forma equivalente para o modelo (Sussulini et al., 2017). A figura 22 ilustra a normalizagéo,
transformacéo e escalonamento realizado nos dados animais expostos e ndo expostos a mistura

de agrotoxicos.

O primeiro método multivariado aplicado aos dados foi a analise dos componentes principais,
o PCA. Este método ndo-supervisionado para reconhecimento de padrdes permite reduzir a
complexidade do conjunto de dados originais, resumindo-0s a componentes principais
(Sussulini et al., 2017). O PCA foi utilizado para a analise exploratéria do soro para uma
visualizacao global simples dos dados. Assim, encontrou similaridades e diferencas entre as
amostras, demonstrou que QCs se agrupam fortemente no gréafico de pontuacdes, indicando que
houve estabilidade analitica, qualidade e confiabilidade dos dados obtidos. Nao foi removida
nenhuma amostra andmala (outlier). A figura 23 representa 0s componentes principais do PCA

e a separacdo ndo supervisionada dos animais expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos.



Figura 22 — Normalizacdo pela Soma, transformagcao logaritmica e auto escalonamento
realizado nos dados dos animais expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos.
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.
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Figura 23 — Modelo de anélise de componentes principais (PCA) dos animais expostos e ndo
expostos a mistura de agrotoxicos e as amostras do controle de qualidade (QCs).
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Fonte: dados da pesquisa, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Apos avaliagdo da PCA, a anélise multivariada supervisionada PLS-DA foi realizada. Enquanto
a PCA reduz a dimensionalidade maximizando a variancia dos dados, a PLS-DA maximiza a
covariancia latente entre os dados originais e a variavel de resposta (que define 0s grupos),
encontrando a relacdo entre as duas matrizes (dados X/ metabdlitos e resposta Y/ resposta)
(Sussulini et al., 2017). Para a analise, os dados foram novamente normalizados (da mesma
forma citada anteriormente), sem a presenca dos QCs. A figura 24 ilustra a separacdo
supervisionada dos dados dos animais expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos.

Para testar a validade dos resultados obtidos na PLS-DA, o teste de validagdo cruzada (5-fold)
foi realizado, gerando valores para os parametros de R2 (adequacdo do modelo) e Q2
(previsibilidade do modelo). Valores usuais para experimentos bioldgicos sdo Q2 > 0,4 e R2 >
0,7. A acurdcia deve estar entre 70-90%, indicando a porcentagem de predigdes reais (Godzien,
etal., 2013; Pilon, et al., 2020; Araujo, et al., 2021; Gallo, 2022). A validacdo do modelo, para
cinco componentes principais, apresentou R2 = 0,654 e Q2 = 0,393, com acuracia de 80%.
Apesar dos valores estarem limitrofes, o ajuste dos dados foi considerado adequado. O teste de
permutacdo nédo foi realizado porque ele é indicado apenas para grandes conjuntos de dados. A
figura 25 apresenta os dados de R2, Q2 e acuracia da analise de PLS-DA entre 0S grupos

expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos.
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Figura 24 — Modelo de Anélise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)
indicando efetiva discriminacdo entre 0s grupos expostos e nao expostos a mistura de
agrotoxicos.
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Fonte: dados da pesquisa, gerado pelo metaboanalyst 6.0.
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Figura 25 — Classificacdo do modelo de Analise Discriminante de Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) pela validagéo cruzada.
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Fonte: dados da pesquisa, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

A analise multivariada supervisionada e ndo supervisionada traz informacdes importantes a um

estudo, uma vez que sdo as alteracbes metabdlicas que dividem os grupos, criando padrdes

especificos, a chamada assinatura metabélica. E por meio da assinatura metabdlica que

podemos refletir sobre a exposi¢do a substancias quimicas, como a mistura de agrotdxicos

(Nolasco et al., 2023). Estudos que utilizaram as analises metabolémicas como ferramentas de

avaliacdo demonstraram que exposicdes a diferentes misturas de agrotdxicos tém assinaturas

préprias, com modificacdes metabdlicas significativas nos organismos expostos, levando a
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alteracOes fisioldgicas, como resisténcia a insulina e obesidade (Bonvallot et al., 2014;
Lukowicz et al., 2018; Smith et al., 2020; Nolasco et al., 2023).

Os metabdlitos mais importantes para 0 modelo sdo denominados VIP (do inglés, Variable
Importance on the Projection) (Gallo, 2022). Os onze metabdlitos da figura 26 com VIP > 1
foram os mais influentes e, desta forma, discriminaram os perfis dos animais expostos e néo
expostos a mistura de agrotdxicos. As caixas a direita indicam as concentracdes relativas

(vermelha/ azul) do metabdlito correspondente em cada grupo em estudo.

Figura 26 — Valores da pontuacao de Variaveis Importantes da Projecédo (VIP) de onze
metabdlitos identificados no modelo da Analise Discriminante de Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) dos animais expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos.
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Fonte: dados da pesquisa, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Utilizando o software Metaboanalyst 6.0, tabela 24 representa a correlacéo entre o valor VIP, o
test t (ndo-paramétrico - valor p) e o fold change dos metabdlitos discriminantes identificados
na analise metaboldmica do soro dos animais expostos e ndo expostos a mistura de agrotdxicos.
Por meio da Pathway Analysis, ferramenta do Metaboanalyst, as vias metabolicas
possivelmente alteradas pela exposi¢do também estéo identificadas na tabela 18.
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Tabela 16 — Metabolitos discriminadores na analise metaboldmica pela técnica CG-EM, no
soro de camundongos expostos a mistura de agrotoxicos.
Down significa que esté reduzido no grupo exposto.

Metabolito
Tagatose

Palmitic acid
(hexadecanoic
acid)

Oleic acid
((92)-
octadecenoic
acid)

Linoleic acid
(9-12-
octadecadienoi
c)

D-lyxose

Oxalic acid

D-fructose

VIP

1,553

1,490

1,451

1,418

1,412

1,404

1,385

p.value
0,0134

0,0201

0,0254

0,0303

0,0313

0,0326

0,0360

Fold
change
1,5881

1,3615

1,3617

1,4702

1,6603

1,7836

1,7278

Regula¢do

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Down

Classe
Monossacarideo
Acido graxo

saturado

Acido graxo
insaturado

Acido graxo
insaturado

Monossacarideo

Acido Organico

Monossacarideo

Via Metabdlica

Metabolismo da
Galactose
Biossintese de acidos
graxos insaturados;
degradacéo de &cidos
graxos.

Biossintese de acidos
graxos insaturados

Biossintese de acidos
graxos insaturados;
Metabolismo do acido
linoléico

Metabolismo de
aminodcidos e aglcares
nucleotideos.
Metabolismo de
glioxilato e
dicarboxilato.
Metabolismo do amido e
da sacarose;
Metabolismo da frutose
€ manose;

Metabolismo da
galactose.

5.2.4.1 Andlise das vias metabdlicas alteradas pela exposi¢do a mistura de agrotdxicos

Fonte: dados da pesquisa.

Biossintese e degradacdo de acidos graxos insaturados

Observa-se que, nos animais que receberam a mistura de agrotéxicos, ha uma diminuicdo dos

acidos graxos palmitico, oleico e linoleico (tabela 18). A ferramenta do Metaboanalyst de

analise da via metabdlicas (pathway analysis) indica que a biossintese de &cidos graxos

insaturados foi prejudicada pelos agrotdxicos. Esta avaliacdo pode ser corroborada pela

diminuicdo dos TGs séricos (glicerol + trés acidos graxos).
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O tebuconazol e seus metabdlitos induzem a formacédo de radicais livres (EROs) que causam
peroxidagdo lipidica (MDA) prejudicando, principalmente, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico (Othomere, 2020a; Othmeére, 2021; Othmeére, 2022). Em plantas, o glifosato
pode causar estresse oxidativo com reducdo de NADPH e NADH e causar privacdo de
glutamato na fotorrespiracdo (Singh et al., 2020). O glifosato e o imidacloprido também podem
causar peroxidacgdo lipidica, por meio de estresse oxidativo (Vardavas et al., 2018; Chang et
al., 2020; Rieg et al., 2022; Liu et al., 2023; Dong et al., 2024).

Uma hip6tese para a reducdo dos acidos graxos palmitico, oleico e linoleico é que o estresse
oxidativo causado pela mistura de agrotoxicos pode ter prejudicado a biossintese de acidos
graxos ao agir nestas moléculas, uma vez que sugerimos que ndo ha escassez de Acetil CoA,
advindo do acetato. A sintese também pode estar prejudicada pela utilizacdo do NADPH,
formada na via das pentoses, para regeneracdo da glutationa, possivelmente utilizada para

controlar o estresse oxidativo causado pela mistura de agrotoxicos.

Os acidos graxos também podem estar reduzidos por sua utilizacdo para obtencéo de energia,
uma vez que ha uma resisténcia a insulina causada pela mistura de agrotoxicos, pois a insulina
é a principal sinalizadora para as células tanto de que ha glicose disponivel, quanto para inibir
a degradacdo de &cidos graxos. Sem este estimulo, ha degradacdo para obtencdo de energia e
um aumento na producéo de corpos cetdnicos, pela via do mevalonato (Laffel, 1999; Veneti et
al., 2023).

Uma ultima hipétese para a diminuigcdo dos acidos palmitico, oleico e linoleico é a acdo das
EROs sobre os acidos graxos livres, ndo apenas de membranas, causando a peroxidacao lipidica

e formando intermediarios reativos, como os hidroperdxidos, que estdo aumentados no figado.

Metabolismo da galactose e outras vias metabolicas relacionadas

Nos animais que receberam a mistura de agrotoxicos, hd uma diminui¢do dos monossacarideos
tagatose, frutose e lisose (tabela 18). A ferramenta do Metaboanalyst de analise da via
metabolicas (pathway analysis) indica que o metabolismo da galactose, amido e sacarose; e

frutose e manose foram prejudicados pelos agrotoxicos da mistura.

A hipGtese € que a mistura de agrotdxicos causou dishiose, fazendo com que as bactérias

consumissem mais galactose e frutose, com consequente aumento da producgéo de &cido latico
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(figura 27) e acetato. Uma vez estes monossacarideos sendo consumidos pelas bactérias ou a
galactose sendo menos biotransformada em tagatose, ha uma menor disponibilidade para o
hospedeiro (camundongo), prejudicando, assim, a via metabdlica da galactose, identificada pela
diminuicdo da tagatose na andlise metabolémica, e, consequentemente, as vias da frutose e
manose, e amido e sacarose, pela reducéo da frutose. A alteragdo do metabolismo do amido e
sacarose culmina na via do metabolismo de aminoacidos e agucares nucleotideos, vias também
alteradas pela reducéo da frutose e da lisose (tabela 18). Uma menor disponibilidade de tagatose

também pode ter deixado “livre” as dissacaridases intestinais, facilitando a absor¢do da glicose.

A frutose, tagatose e lisose como podem formar intermediarios na via das pentoses. Outra
hipbtese é que, com o estresse oxidativo causado pela exposicao aos agrotoxicos e a necessidade
de NADPH, estes monossacarideos foram consumidos para formar substrato para a via e

regenerar a glutationa.

Figura 27 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) do acido latico, ureia, glicose e acido 2-
cetoisocaproico dos animais expostos e ndo-expostos a mistura de agrotoxicos.
Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padrdo. * p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

Um estudo realizado em ras recém transformadas, a exposi¢do ao glifosato perturbou 66% de

seu metabolismo, com reducdo de &cido oleico, frutose, galactose, e aumento de glicose, acido



147

latico e ureia. Estes achados indicam que o glifosato interfere nas vias do metabolismo da
galactose, das purinas e da ureia (Glinski et al., 2021). Qualquer aminoacido pode fornecer seu
grupamento amino para a formacéo de glutamato, em uma reacdo denominada transaminacéo.
Esta metabolizacdo de aminoacidos forma alpha-cetoacidos, sendo alpha- ketoisocaproic acid
formado a partir da leucina. Na mitocéndria, onde ocorre a desamina¢do do glutamato, ha
liberagdo de amonia, que em mamiferos e via dependente de aspartato e ATP, forma-se a ureia.
Estes resultados sdo compativeis com o presente estudo, indicando outra hipdtese para a
diminuicdo dos niveis de frutose e tagatose e aumento da ureia, acido lactico e glicose sendo a
exposicdo ao glifosato da mistura. Observa-se que, 0s animais expostos & mistura de
agrotdxicos, alguns aminoécidos tendem a estarem reduzidos no soro dos animais (tabela 20),

com aumento da ureia e do acido 2-cetoisocaproico (figura 27).

Metabolismo do Glioxilato e dicarboxilato

Os animais que receberam a mistura de agrotdxicos apresentam uma alteracéo no &cido oxalico,
um acido organico dicarboxilico (tabela 18). A ferramenta do Metaboanalyst de andlise da via
metabolicas (pathway analysis) indica que o metabolismo do glioxilato e dicarboxilato foi

modificado pela mistura de agrotdxicos.

Observa-se que ha uma alteracdo no ciclo do glioxilato causada pela mistura de agrotoxicos,
com tendéncia a um aumento na formagao de &cido glicérico e acido glicolico (figura 28) e uma
diminuicdo do &cido oxalico (tabela 18 e figura 28).

Figura 28 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) dos metabolitos do ciclo do glioxilato: acido
glicolico, acido glicérico e acido oxalico nos animais expostos e ndo-expostos a mistura de
agrotoxicos.

Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padréo.
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Um estudo com glifosato, em camundongos, usando a protedmica, identificou que o glifosato
é metabolizado ndo apenas em AMPA, mas também em glioxilato, onde o Gltimo metabdlito
reage com a cisteina das proteinas do figado. O glioxilato formado pela metabolizacdo do
herbicida inibe a oxidacdo de acidos graxos, causando lipidose no figado dos animais (Ford et
al., 2017). Bactérias intestinais também podem metabolizar glifosato em glioxilato e sarcosina
(Singh et al., 2020). Como evidenciado neste presente estudo, a mistura de agrotoxicos é
genotoxica, aumentando a frequéncia de microndcleos em eritrocitos do sangue periférico. Uma
hipdtese é que o glifosato metabolizado a glioxilato pelas bactérias intestinais e no figado dos
animais, levando a estresse oxidativo e, consequentemente, causando a peroxidacgdo lipidica
observada, priorizando a formacéo de &cido glicolico e ndo de acido oxalico. A peroxidacao
lipidica pode se agravar, com a formacdo de glioxil, que forma mais glioxilato por meio da

glutationa, criando um reforgo negativo na via do glioxilato.

Metabolismo de Aminoacidos

A ferramenta do Metaboanalyst de analise da via metabdlicas (pathway analysis) indica que a
diminuicdo de lisose (tabela 18) nos animais que receberam a mistura de agrotdxicos € resultado
da alteracdo no metabolismo dos aminoacidos e acucares nucleotideos. A tabela 19 resume os

amino&cidos, precursores e sua identificagdo via analise metabolémica.

Em uma visdo geral, nos animais expostos a mistura de agrotoxicos, temos 0s aminoacidos que
alimentam a formagdo de piruvato (alanina, valina, leucina e isoleucina) diminuidos; os que
formam o glicerol-3-fosfato (serina e glicina) aumentados; os que formam fosfoenolpiruvato e
eritrose-4- fosfato (triptofano e tirosina) aumentados; e os que formam oxaloacetato (metionina,
treonina, lisina) diminuidos, indicando uma alteracdo no metabolismo destes aminoacidos.
Somado ao aumento da producdo de ureia (figura 27), temos a metabolizagéo e ndo sintese dos

aminoéacidos sendo afetada pela mistura.
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Tabela 17 — Aminodcidos, seus precursores e abundancia (tendéncia) no soro de
camundongos expostos a mistura de agrotdxicos via analise metabolémica. ND: ndo
detectado; 1 aumento; | diminuigao.

Precursor Aminoéacido Anéalise Metabol6mica

a-Cetoglutarato Glutamato 1
Glutamina 1
Prolina l

Arginina ND
Piruvato Alanina l
Valina !
Leucina 1
Isoleucina !
Glicerol-3-fosfato Serina 1
Glicina 1

Cisteina ND
Fosfoenolpiruvato e eritrose-4- fosfato Triptofano 1
Fenilalanina 1
Tirosina 1

Oxaloacetato Aspartato ND

Asparagina ND
Metionina 1
Treonina !
Lisina 1

Ribose-5-fosfato Histidina ND

Fonte: dados da pesquisa.

A andlise metabolémica de Aphis gossypii (pulgbes) expostos a doses subletais de
imidacloprido identificou 16 metabdlitos alterados (aminodcidos, acidos nucléicos e
carboidratos), importantes para as vias da glicolise e da gliconeogénese, metabolismo de
alanina, aspartato e glutamato, metabolismo de glutationa, metabolismo de fenilalanina,
metabolismo de tirosina. O mecanismo identificado, que levou a estas alteragoes, foi o estresse
oxidativo (Nannan-Lv et al., 2021). Ratos expostos a permetrina em baixas doses identificou,
por meio da analise metabolomica, varios metabdlitos alterados, incluindo os aminoacidos
(glutamina, valina, leucina, isoleucina, asparagina, serina, arginina, lisina, cisteina, metionina,
prolina, histidina) e intermediarios ciclo do acido citrico (&cidos aspartico, glutamico e citrico)
(Jellali et al., 2021). Outro estudo metaboldmico da exposi¢do da atrazina no fungo Metarhizum
robertsii, identificou que o herbicida induziu estresse oxidativo com perturbacdes no
metabolismo do carbono e do azoto (acido L-aspartico, L-asparagina, L-tirosina, L-treonina, L-
isoleucina, L-fenilalanina, 1-metil-L-histidina, L-triptofano, L-valina, L-alanina, O-fosfo-L-

serina, L-sarcosina e L -lisina). A presencga de metabdlitos derivados de &cidos graxos, como o
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acido linoleico, confirmou a presenca da peroxidacdo lipidica (Szewczyk et al., 2020). Outro
estudo utilizando cepa flngica e 0 2,4-D demonstrou que o herbicida tem a capacidade de alterar
as concentracdes gerais de aminoacidos (a maioria diminuiu, exceto leucina, glicina, serina,
asparagina e hidroxiprolina) e os perfis de acidos graxos e lipidios, por estresse oxidativo
evidenciado pelo aumento da peroxidacéo lipidica (Bernat et al., 2018). Yan e colaboradores
(2021) avaliaram a exposigdo de trés inseticidas neonicotinoides isolados (dinotefurano,
nitenpiram e acetamiprid) em camundongos e verificaram, a partir do perfil metabolémico, que
a exposicdo causa disturbios no metabolismo de aminoacidos (principalmente leucina,
isoleucina, valina, fenilalanina, tirosina e triptofano), acimulo de lipidios e estresse oxidativo.
Estudos indicam que os aminoacidos de cadeia ramificada tendem a amenizar a resisténcia a
insulina (Tremblay et al., 2005; Xiao et al., 2011). Estes achados confirmam os resultados do
presente estudo, indicando que o estresse oxidativo, alteracdes em lipidios e aminoacidos
parecem ser um mecanismo comum a exposicdo a agrotoxicos. Outra hipdtese é que o0s
aminoacidos alanina, valina, leucina e isoleucina estdo diminuidos por causa da glicélise
anaerdbica nos musculos, que gera acido latico; a diminuicdo dos aminoacidos metionina,
treonina, lisina formadores de oxalacetato, que também alimenta o ciclo da ureia; que, com o
tempo, pode levar a alteragbes em outras vias de metabolismo de arginina e prolina;
metabolismo de alanina, aspartato e glutamina; metabolismo do glioxilato e carboxilatos; e

metabolismo do nitrogénio.

Estudos mostram que o triptofano é um aminoacido que estd aumentado em individuos
diabéticos (Yang et al., 2019). Observa-se que ha, nos camundongos expostos a mistura de
agrotoxicos, uma maior abundancia do aminoacido triptofano e do neurotransmissor serotonina
(figura 29). A exposicgdo ao glifosato afeta microrganismos da microbiota intestinal que tem a
via chiquimato, com inibicdo da producdo de aminoacidos como o triptofano, importante para
manutencdo do humor, cognicdo e comportamento do hospedeiro. Esta exposi¢do desencadeia
depressdo, ansiedade, alteragdo na locomog&o, perda de memodria e aprendizado (Martinez et
al., 2018). O triptofano e a tirosina sdo aminoacidos essenciais sintetizados apenas por plantas
e microrganismos, a partir da eritrose 4-fosfato, um intermediario da via das pentoses fosfato,
ou do fosfoenolpiruvato, um intermediario glicolitico (Klaessens et al., 2022). Como houve
uma disbiose intestinal causada pela mistura de agrotdxicos, a producéo de triptofano e tirosina
pode ter sido beneficiada pela formacdo de fosfoenolpiruvato e eritrose-4-fosfato, levando a
uma absorcdo maior destes aminoacidos e, consequentemente, a uma producdo maior de

serotonina. Foi observado nos camundongos do estudo um estado de agitagdo além do estresse
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da gavagem, indicando uma possivel sindrome serotoninérgica. Mais uma vez, observa-se que
a exposicdo a misturas ndo apresenta resultados esperados quando comparada com uma

exposicdo apenas a um agrotdxico isolado.

Figura 29 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) dos metabdlitos do ciclo do glioxilato: acido
glicdlico, acido glicérico e acido oxalico nos animais expostos e ndo-expostos a mistura de
agrotoxicos.

Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padrdo. * p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

De um modo geral, os resultados da avaliacdo de vias metabolicas da exposicdo a mistura de
glifosato, imidacloprido e tebuconazol sugere que a exposicdo aos agrotoxicos produz
toxicidade por meio de multiplos mecanismos, principalmente por estresse oxidativo via
disfuncdo mitocondrial, que afeta 0 metabolismo energético. A disbiose causada pela exposi¢do
levou a um aumento da producdo de acetato pelas bactérias intestinais. Acetato pode inibir o
ciclo do &cido citrico, o metabolismo de purinas e a via das pentoses fosfato; e estimular o
metabolismo de glicerol, gliconeogénese e metabolismo de &cidos graxos (Banks et al., 2010).
No figado, acetato é substrato para a formacdo de Acetil-CoA, que reagindo trés moléculas
entre si forma o HMB-CoA (B-Hydroxy p-methylglutaryl-CoA), na via do mevalonato,
substrato tanto para a producdo de colesterol no citosol quanto de corpos ceténicos na
mitocondria (Zhang et al., 2022). Desta forma, é possivel explicar o aumento do colesterol e a

resisténcia a insulina causados pela mistura de agrotoxicos.
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5.3 Avaliagao da modulagéo da microbiota intestinal

5.3.1 Estudo dos parametros bioquimicos e histopatolégicos dos camundongos expostos e
n&o expostos a mistura de agrotoxicos, tratados e ndo-tratados com o probidtico B. longum

51A

5.3.1.1 Acompanhamento do Peso Corporal

O peso corporal foi utilizado para avaliar o estado fisioldgico dos animais, sendo considerado
intoxicacdo ou distresse a perda de mais do que 10 % do peso corporal inicial. Nao houve
diferenca estatistica entre os animais controle, expostos a mistura de agrotoxicos e/ou tratados
com probidtico (figura 30). O ganho de peso corporal foi considerado normal pelo

envelhecimento.

Figura 30 — Avaliacéo do peso corporal dos animais por acompanhamento semanal do ganho/
perda de massa corporal, em porcentagem, de todos os grupos que foram expostos e tratados.
Teste estatistico: ANOVA two-way de medidas repetidas. As barras representam o DP
(desvio padrdo), o n = 6 animais por grupo; o dia 0 corresponde a 100% (peso inicial) para
todos os animais.
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Fonte: dados da pesquisa.

5.3.1.2 Avaliacao da Glicose jejum e Sensibilidade & Insulina
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Para a glicemia jejum, ap0s andlise da normalidade (Shapiro-Wilk) e de outliers (método de
ROUT) dos dados obtidos, foi aplicado o teste Mann Whitney pareado, comparando-se 0s
animais do mesmo grupo, em tempos diferentes (3 e 6 semanas). Para significancia estatistica,
considerou-se p < 0,05.

Em uma analise pareada apenas com 0s animais que receberam o probiotico, observa-se que o
probiotico é capaz de alterar a glicemia jejum dos animais, com reducdo da glicose sérica de
169,00 £ 8,89 mg/dL (DP) para 134,33 + 5,05 mg/dL, com p = 0,0008 (figura 31). Infelizmente,
a avaliacdo da glicemia jejum ndo pode ser realizada por completo porque o0s animais do grupo
AGT+PROB néo ficaram em jejum.

Figura 31 — Avaliacéo pareada da Glicose Jejum (6h), comparagéo entre 3 e 6 semanas de
tratamento para o grupo tratado com o Probidtico.
Teste estatistico: Mann Whitney pareado, n = 6 animais por grupo. * p = 0,0008.
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Fonte: dados da pesquisa.

A literatura cita que o tratamento de camundongos C57bl/6 com diabetes induzida por
estreptozotocina com Bifidobacterium spp., consegue reduzir significativamente os niveis de
glicose no sangue dos camundongos, aumentando a expressdo proteica do receptor de insulina
beta, concluindo que esta bactéria pode ser promissora para o tratamento da diabetes (Li et al.,
2015). QOutro estudo investigou o uso de Bifidobacterium spp. em camundongos Swiss obesos
e concluiu que o probidtico melhora a resisténcia a insulina e a tolerancia a glicose por reduzir
a inflamacdo, ao reduzir a producdo da interleucina pro-inflamatoria IL-6 (Le et al., 2014).
Othman e colaboradores utilizaram Bifidobacterium longum inativadas, por 5 semanas, em
camundongos obesos e diabéticos e observaram que camundongos tratados apresentaram uma
diminuicdo significativa no ganho de peso corporal, na massa de tecido adiposo e niveis de
glicose no sangue, assim como uma reducdo significativa na glicose (durante um teste oral de

sensibilidade a glicose), no colesterol e nos triglicerideos do sangue (Othman et al., 2020). Estes
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resultados sdo compativeis com o efeito benéfico da B. longum 5 sobre a glicemia jejum dos

animais.

Na avaliacdo do teste de sensibilidade a insulina (4 dias que antecederam a eutanésia para que
a insulina exdgena nao alterasse outros parametros que seriam analisados), 0s testes estatisticos
foram realizados nos dados normalizados pelo delta (subtracdo do valor encontrado em um
tempo pelo tempo anterior) e pela area sob a curva (AUC). Foram aplicados os testes de
normalidade (Shapiro-Wilk), de outliers (método de ROUT) e teste de Mann Whitney. O valor
de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

N&o houve diferenca estatistica entre as areas sob a curva entre os grupos AGT e AGT + PROB,
qgue apresentaram uma reducdo menor na glicose sérica apds a injecdo de insulina,
correspondendo a 19,71 + 14,80 % e 20,50 £ 8,87 %, respectivamente, indicando que o
tratamento com probidtico ndo alterou a condicdo de resisténcia a insulina causado pela mistura
de agrotdxicos (figura 32). Este resultado contradiz a literatura, que apresenta varios estudos
que indicam probidticos, como Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp., sdo capazes de
reverter estados alterados de glicemia e resisténcia a insulina, indicando que € possivel que a
mistura de agrotdxicos deste estudo pode afetar a microbiota de forma a impedir que ela auxilie
no controle da glicemia pelo hospedeiro (Do et al., 2018; Falcinelli et al., 2018; Heianza et al.,
2018; Kijmanawat et al., 2019; Koutnikova et al., 2018).

Figura 32 — Avaliacdo da sensibilidade a insulina dos camundongos expostos a mistura de
agrotoxicos e tratados com probidtico.
Glicemia através dos tempos 0, 15, 30 e 60. AUC: area sob a curva.
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Fonte: dados da pesquisa.
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5.3.1.3 Avaliacdo do Colesterol Total e Triglicérides séricos

Para a avaliacdo do colesterol total e triglicérides no sangue coletado no dia da eutanasia dos
animais expostos e ndo expostos, apos analise da normalidade (Shapiro-Wilk) e de outliers
(método de ROUT) dos dados obtidos, foram aplicados os testes estatisticos de Mann Whitney.

O valor de p foi considerado significativo quando menor do que 0,05.

Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos exposto (AGT) e exposto e tratado
(AGT+PROB) na avaliacdo do colesterol total e triglicérides séricos (tabela 20). Estes
resultados contrapdem a literatura. A disbiose intestinal estd associada a doencas
cardiovasculares e, alteracdes nos niveis séricos de colesterol e triglicérides sdo biomarcadores
destas doencas (Jia et al., 2022). Estudos com probidticos indicam que bactérias dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium sao redutores eficientes dos niveis de colesterol, ao regular seu
metabolismo por meio da producdo de &cidos graxos de cadeia curta e acidos biliares
secundarios (diminuicdo da absorcdo e no aumentando a excrecao) (Palaniyandi et al., 2020;
Jia et al, 2022). Linhagens especificas de bactérias lacticas conseguem reduzir,
significativamente, o colesterol total sérico, triglicerideos séricos e triglicerideos hepaticos,
com mecanismo de acdo relacionado a reducdo da absorcdo de acidos biliares (reciclagem
entero-hepatica) e aumento do catabolismo do colesterol em &acidos biliares sem suprimir a
sintese (Lim et al., 2020).

Tabela 18 — Valores de Colesterol Total e Triglicérides séricos nos camundongos expostos a
mistura de agrotoxicos e tratados com probidtico.

AGT (Média +- DP) AGT+PROB (Média +- DP) p valor

Colesterol Total sérico, mg.dL -1 70,391 +- 3,890 67,230+-9,038 p > 0,05

Triglicérides sérico, mg.dL -1 97,205 +- 13,720 89,606+-9,70 p > 0,05
Fonte: dados da pesquisa.

5.3.2 Avaliacao da Microbiota dos camundongos expostos e ndo expostos a mistura de

agrotoxicos, tratados e ndo-tratados com o probiético B.longum 5

5.3.2.1 Avaliacdo da Microbiota Fecal Cultivavel
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Os cultivos das populagbes da microbiota fecal em placas com meios seletivos e diferenciais
ndo cresceram com 24 horas de estufa, por isso, as contagens foram realizadas com 48h de
incubacdo. Mesmo assim, ndo houve crescimento bacteriano nos meios agar Bacteroides Bile
Esculina (BBE) adicionado de 0,1% v/v de gentamicina para isolamento de Bacteroides, e agar
MacConkey para isolamento de Enterobacteriaceae. Os resultados a seguir (figura 33) séo da
melhor diluigdo da placa e expressos em log10 UFC/ mg de fezes.

Quando se observa a contagem das bactérias Bifidobacterium e Bactérias &cido laticas (BAL),
em anaerobiose, ha uma tendéncia (p = 0,0693) a reducdo da contagem dessas bactérias em
presenca da mistura de agrotoxicos (as bactérias anaerobicas totais apresentaram diferenca
estatistica, com p = 0,0065 comparando-se os grupos AGT e AGT+PROB). A bifidobacteria €
uma bactéria de carater anaerdbico obrigatério. Em modelo murino (C57bl/6, exposicao de 3
semanas), observa-se que a linhagem probiética Lactobacillus fermentum U-21, uma bactéria
BAL, é resistente ao herbicida paraquat. Sem o tratamento com o probiotico, hd uma alta taxa
de mortalidade, com intensa deterioracdo dos 0Orgaos internos e prejuizo de neurbnios
dopaminérgicos. O tratamento com a cepa probi6tica aumentou a taxa de sobrevivéncia dos
animais, com coordenacdo do movimento e manutencdo dos neurénios dopaminérgicos no
cérebro preservados. Os autores sugerem, inclusive, que a cepa pode tratar estagios iniciais da
doenca de Parkinson (Marsova et al., 2020). Desta forma, como nao houve diferenca estatistica
entre 0s grupos expostos e tratados na analise da BAL (aerobiose), sugere-se que a exposicao a
mistura de agrotéxicos pode afetar diretamente as bifidobacterias (anaerobiose), sem afetar a

populacdo de BAL.

N&o houve diferenca estatistica quando se avaliou as outras culturas de bactérias
(Staphylococcus, Enterococcus e Streptococcus) entre 0S grupos expostos a mistura de

agrotoxicos e os tratados com probiotico.
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Figura 33 — Avalia¢do da microbiota cultivavel nos camundongos expostos a mistura de

agrotoxicos e tratados com probiotico.

A — Aerdbicas em Agar sangue; B — Anaerdbicas em &gar sangue suplementado com hemina e
menadiona 1% v/v; C — Staphylococcus em agar Manitol Salgado, D — Bactérias acido lacticas (BAL)
(aerobiose) em agar De Man, Rogosa e Sharpe, E — Bifidobacterium e BAL (anaerobiose) em agar De

Man, Rogosa e Sharpe, F — Streptococcus e Enterococcus em agar Bile Esculina. p<0,05 para:

Bactérias Aerobicas: * p =0,0487; ** p = 0,0495.
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Fonte: dados da pesquisa.

5.3.2.2 Avaliacdo dos AGCC em conteudo intestinal

Além da microbiota cultivavel, outra forma de avaliar se houve modula¢do da microbiota
intestinal, tanto pelo probiotico quanto pela mistura de agrotoxicos, é dosando-se AGCC,
metabdlitos produzidos pelas bactérias por meio da fermentacdo de fibras da dieta. Para a
avaliacdo dos AGCCs, acetato e butirato, foram aplicados os testes de normalidade (Shapiro-

Wilk), de outliers (método de ROUT) e analise da variancia ANOVA two-way.

Como esperado, 0 acetato foi produzido em maior quantidade pela B. longum 5, mas, junto
com o butirato, sofreu interferéncia na producdo quando em presenca da mistura de agrotoxicos
(figura 34). B. longum 5 é uma linhagem produtora de acetato (Da Silva et al., 2021) e a
exposicao a mistura de agrotdxicos indica uma disbiose porque a producdo, tanto deste AGCC
quanto de butirato, esta reduzida no conteddo fecal dos animais. Liu e colaboradores

observaram, que em camundongos expostos ao tebuconazol, por 13 semanas (1,35 e 3,1 mg/kg



158

PC/ dia), o acimulo de Enterococcus durante uma disbiose intestinal causada pelo agrotdxico
leva a inflamagc&o intestinal, reduzindo a flora produtora de butirato e, consequentemente, este
ACGG no intestino. Além disso, eles observaram um aumento da permeabilidade intestinal e
lesGes nas microvilosidades. Eles também observaram um aumento significativo das bactérias
Enterobacteriaceae, o que poderia promover um acimulo de endotoxinas no limen intestinal
(Liu et al., 2021). Infelizmente, ndo houve crescimento destas bactérias no agar MacConkey,

que poderia corroborar ou nao esta evidéncia.

Figura 34 — Analise dos AGCCs do contetdo intestinal nos camundongos expostos a mistura
de agrotoxicos e tratados com probidtico.

A — Acetato, B — Butirato. Teste estatistico: ANOVA two-way. As barras representam o DP
(desvio padrao). p < 0,05: * diferenca entre CTRL e PROB (acetato p = 0,0065); # diferenca
entre PROB e AGT+PROB (acetato p = 0,0001; butirato p = 0,0115); *** diferenca entre
AGT e AGT+PROB (acetato p = 0,0044, butirato p = 0,0084).
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Fonte: dados da pesquisa.

E possivel visualizar, pela analise dos AGCC, que houve modulagio da microbiota causada
pela exposicdo a mistura de agrotoxicos com alteracdo, pelo menos, no metabolismo das
bactérias intestinais. No estudo de Liu, citado anteriormente, os pesquisadores observaram 43
metabolitos diferentes em amostras de soro, fezes e figado, quando compararam 0S grupos
expostos e ndo-expostos ao tebuconazol, utilizando a técnica de analise metabolémica
untargeted e targeted. Eles observaram também que estes metabdlitos alterados estdo
diretamente envolvidos com doencas metabolicas como DM2 e obesidade, e conseguiram
identificar quais eram provenientes da microbiota intestinal e quais eram do hospedeiro (Liu et
al., 2021).
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5.3.3 Biomarcadores de efeito nos camundongos expostos e ndo expostos a mistura de
agrotoxicos, tratados e ndo-tratados com o probiético B. longum 5'A

5.3.3.1 Avaliagdo do Estresse Oxidativo

Para avaliar a acdo de radicais livres (EROs) sobre as membranas celulares, avalia-se a
peroxidacdo lipidica por meio das Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitrico (TBARS),
como o Malondialdeido (MDA). Hidroperoxidos sdo produtos intermediarios da reacdo de
peroxidacdo. A dosagem da SOD é relativa a observacdo do balanco/ desbalanco do sistema
antioxidante natural. A escolha do tecido hepético se deve ao fato de que, apds absorvidos pelo
TG, os agrotdxicos sofrem metabolismo de primeira passagem no figado. Os testes estatisticos
aplicados foram de normalidade (Shapiro-Wilk), de outliers (método de ROUT) e andlise da

variancia ANOVA two-way.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica entre os grupos CTRL e AGT na dosagem de
MDA no figado, observa-se a peroxidacdo lipidica no figado dos animais expostos pelo
aumento de hidroperoxidos causado pela exposicdo a mistura de agrotdxicos (p = 0,0335)
(figura 35). Observa-se também que os tratamentos com probidtico (PROB e AGT+PROB)
foram capazes de reduzir tanto MDA quanto hidroperéxidos, comparando-se com 0s animais
que receberam apenas a mistura de AGT. Nao houve diferenca estatistica nas dosagens de SOD

entre 0s grupos expostos e tratados.

Figura 35 — Avaliacdo do Estresse oxidativo nos camundongos expostos a mistura de
agrotoxicos e tratados com probiotico.

A —TBARS (MDA); B — Hidroperoxidos; C — SOD. Teste estatistico: ANOVA two-way. As barras
representam o DP (desvio padrédo). p< 0,05: * diferenca entre CTRL e AGT; ** diferenca entre AGT e
PROB; *** diferenca entre AGT e AGT+PROB. (MDA: ** p = 0,0192; ***p = 0,0462;
Hidroperéxidos: *p = 0,0335; **p = 0,0392).
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Muitos estudos relatam o efeito de agrotdxicos sobre a indugdo do estresse oxidativo, tanto in
vitro quanto in vivo. Abdel-Halim e Osman testaram, in vitro células humanas normais
(linhagem celular WPM-Y .1 epitelial da prostata), concentracdes subletais de imidacloprido e
glifosato e observaram um aumento no nivel de malondialdeido (MDA) em comparagdo com
as células ndo tratadas. Houve também uma rapida diminuicdo do conteudo de glutationa (GSH)
e da atividade da glutationa-S-transferase (GST) e aumento nas atividades da catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Os pesquisadores concluiram que 0s
dois agrotoxicos sdo capazes de causar estresse oxidativo e eventos apoptoéticos (Abdel-Halim;
Osman, 2020). Bali e colaboradores observaram que camundongos que receberam diariamente
com glifosato, em duas diferentes doses (250 ou 500 mg/kg PC), em exposi¢des subcronicas (6
semanas) e crénicas (12 semanas), apresentaram reducdo nas atividades da SOD e peroxidase,
no cérebro dos animais. Os pesquisadores também observaram que 0s animais apresentaram
deficiéncia na memdria de reconhecimento (Bali et al., 2019). Ratos Wistar tratados com
tebuconazol (100 mg/kg PC) demonstraram um aumento na concentracdo de MDA no tecido
testicular, indicativo de superproducdo de EROs. Quando produzidas em excesso, as EROs
causam lesdo tecidual, incluindo oxidacéo de proteinas e danos ao DNA. As atividades de GPx

e SOD também foram reduzidas pela exposicao ao tebuconazol (Hajer et al., 2020).

Os probidticos sdo conhecidos por muitos efeitos benéficos a saude e algumas linhagens
especificas podem apresentar atividade antioxidante e reduzir os danos causados pela oxidagdo
promovida por processos inflamatérios. Bactérias tém seus proprios sistemas antioxidantes,
como a Mn-SOD e a catalase, além de produzir metabolitos antioxidantes, como a glutationa e
0 butirato, e estimular o sistema antioxidante do hospedeiro. Os probidticos, ao regular a
composigdo da microbiota intestinal, inibem a proliferacdo excessiva de bactérias nocivas, 0

que também pode contribuir para a diminuicdo do estresse oxidativo (Wang et al., 2017).

Os resultados obtidos neste presente estudo indicam que a mistura foi capaz de causar um
estresse oxidativo por peroxidacéo lipidica, sendo este estresse amenizado pelo tratamento com
o0 probidtico, mesmo a mistura de agrotoxicos desfavorecendo o crescimento e metabolismo das
bifidobactérias. Entretanto, ndo é possivel afirmar que a exposi¢cdo ndo causou desbalango

enzimatico antioxidante apenas com a dosagem da SOD.

5.3.3.2 Ensaio de Micronucleo
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A frequéncia de microndcleos (MN) é utilizada como biomarcador de efeito para detectar as
mutacgdes causadas por perda de cromatina por dano cromossdmico estrutural ou no processo
mitotico. Os testes estatisticos aplicados foram de normalidade (Shapiro-Wilk), de outliers

(método de ROUT) e analise da variancia ANOVA two-way.

Os animais expostos (AGT) apresentaram aumento na frequéncia de micronucleos, comparado
com os animais controle (CTRL), com p = 0,0115. O tratamento com o probi6tico foi capaz de
prevenir a formagdo dos MN (figura 36), sendo que o grupo AGT+PROB apresentou uma
frequéncia de 1,66 +- 1,08 MN/ 1000 eritrocitos, enquanto que o grupo AGT apresentou
frequéncia de (6,83 +- 2,62), com p = 0,0005.

Nas laminas coradas com Pandtico (figura 37), € possivel ver os MN (setas) nas figuras A, B e
E, em aumento de 400x, corados em azul escuro, de formatos arredondados, nao refringentes,
dentro de eritrdcitos com citoplasma integro. Na figura F (AGT), para exemplificar o aumento
da frequéncia nos animais expostos a mistura, estdo presentes 3 MN que ndo foram contados

por ndo apresentarem o0s requisitos necessarios de avaliagéo.

Figura 36 — Avaliacdo da frequéncia de micronicleos em sangue periférico de camundongos
expostos a mistura de agrotoxicos e tratados com probiético.
Teste estatistico: ANOVA two-way. As barras representam o DP (desvio padrdo). p < 0,05: *
diferenca entre CTRL e AGT (p = 0,0115); ** diferenca entre AGT e PROB (p=0,0006); ***
diferenca entre AGT e AGT+PROB (p=0,0005).

1 CTRL
mm AGT

Micronticleo/ 1000 eritrocitos

Salina B. longum 5™

Fonte: dados da pesquisa.

A avaliacédo do estresse oxidativo, ao se dosar as substancias formadas por peroxidacgéo lipidica
(MDA e hidroperdxidos), indica se a exposicdo induz a formacdo de EROs, que podem
sobrecarregar o sistema antioxidante natural e causar genotoxicidade, visualizada pela
formacdo de micronucleos (Valente et al., 2016; Mossa et al., 2018; Chaufan et al., 2019).

Agrotdxicos sdo capazes de causar estresse oxidativo, levando a danos no DNA. A mistura
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utilizada neste estudo foi capaz de causar peroxidacdo lipidica nas células do figado,
evidenciado pelo aumento da concentracdo de hidroperoxidos.

Recentemente, a eliminacdo de xenobi6ticos por microrganismos, como probioticos, tem sido
extensivamente estudada, mas esta atividade protetora é dependente de varios fatores como:
tipo de linhagem do probidtico, pH médio intestinal, estrutura e concentracdo do xenobidtico
(Djekkoun et al., 2020; Yousefi et al., 2020). Comparada a outras linhagens de bifidobactérias,
a linhagem 5™ de B. longum possui 26 genes unicos, seis possivelmente relacionados ao
metabolismo de carboidratos e producdo de acetato, oferecendo mais beneficios a saude do
hospedeiro, como a reducdo da inflamacéo e atenuacdo de danos intestinais causados pela
resposta inflamatéria (Da Silva et al., 2021). Pela primeira vez, a linhagem B. longum 5** foi
usada com intuito de metabolizar agrotoxicos e o presente estudo demonstrou, inicialmente,
gue a mistura de agrotoxicos afeta o crescimento e a producdo de AGCC pela bifidobacteria.
Entretanto, apesar da diminui¢do da produc¢do dos metabdlitos, o probiético foi capaz de reduzir
a peroxidacdo lipidica no figado e a frequéncia de MN no sangue periférico dos animais,
indicando outra via protetiva sobre a exposi¢do a mistura. Os chamados acidos graxos de cadeia
curta (acetato, propionato, butirato, lactato), formados por fermentacdo na degradacdo
secundaria dependente de substrato (fibras), sdo muito estudados por beneficiar o hospedeiro,
onde o acetato € fonte de energia para tecidos periféricos do hospedeiro, participando da
lipogénese, no tecido adiposo e no musculo; e o butirato mantém a integridade da barreira
intestinal e atua na diminuicdo da inflamacgdo crénica, sendo o principal substrato energético
para colondcitos (Young et al., 2017; Caminero et al., 2019; Zmora et al., 2019; Cruz et al.,
2021; Hou et al., 2022). A B. longum 54, como probidtico, auxiliou o organismo dos animais
a manter a integridade celular, em via independente da producdo de AGCC. O figado e a
microbiota tém papéis importantes na regulacdo do metabolismo energético do hospedeiro e do
metabolismo dos xenobidticos, sendo que a microbiota também é capaz de regular enzimas
metabdlicas do hospedeiro, como o citocromo P450 (Jiang, et al., 2021). Algumas linhagens
especificas de probioticos apresentam atividade antioxidante e reduzem os danos causados pela
oxidacdo promovida por processos inflamatérios, por exemplo. A acédo protetiva de B. longum
51 pode ter sido conferida por seus proprios sistemas antioxidantes, como a Mn-SOD, catalase

e glutationa, que auxiliaram o sistema antioxidante do hospedeiro.
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Figura 37 — Ensaio de Micronucleos em sangue periférico de camundongos expostos a
mistura de agrotoxicos e tratados com probiético.
A: Grupo nédo exposto (CTRL). B: Grupo ndo exposto e tratado com probiético (PROB). C e D: Grupo
exposto a mistura de AGT e tratado com probiético (AGT+PROB). E e F: Grupo exposto a mistura de
AGT. Coloracdo Pandtico rapido. Aumento: 400x, Seta sinaliza microntcleo.

e

Fonte: do autor.

5.3.4 Anadlise Metabolémica no soro dos camundongos expostos e Ndo expostos a mistura

de agrotdxicos, tratados e nédo-tratados com o probiético B. longum 5'A

5.3.4.1 Analise Metabolémica no soro dos camundongos (todos 0s grupos)
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A anélise metaboldmica Untargeted para os quatro grupos (CTR, AGT, PROB e AGT+PROB)
foi realizada com 0 mesmo pré-processamento e processamento de dados citado anteriormente
foi realizado também utilizando as ferramentas dos softwares ChemStation, AMDIS, MPP e

Metaboanalyst 6.0.

Os QCs apresentaram similaridade nas aquisicOes, tanto para RT quanto em abundancia. Nao
houve grande variacdo entre os RTs tedricos e aplicados do padréo de C18 e do F.A.M.E. mix.
Os brancos ndo apresentaram contaminac@es relevantes. Foram excluidos da tabela de dados
gerados: 2-hydroxipiridine (proveniente da derivatiza¢do) e phthalate (proveniente dos tubos e

ponteiras plasticos).

No Metaboanalyst 6.0, a filtragem dos dados foi de 5% tanto para o filtro de variancia (DPR
ndo paramétrico) quanto para o filtro de abundancia (valor de intensidade mediana). Trés
metabdlitos foram excluidos. Para normalizacdo dos dados foi utilizado o0 método da Mediana
(Median); os dados foram transformados por log transformation e auto escalonados (Auto
Scaling). O PCA demonstrou que os QCs se agrupam fortemente no grafico de pontuacdes,
indicando que houve estabilidade analitica, qualidade e confiabilidade dos dados obtidos. Nao

foi removida nenhuma amostra anémala (outlier).

A PLS-DA foi realizada com os dados novamente normalizados (da mesma forma citada
anteriormente), sem a presenca dos QCs. A figura 38 ilustra a separacdo supervisionada dos

dados de todos os grupos do estudo.

A validagdo do modelo, para cinco componentes principais, apresentou R2 = 0,5859 e Q2 =
0,2141, com acuracia de 45%. O teste de permutacdo nao foi realizado porque ele € indicado
apenas para grandes conjuntos de dados. A figura 39 apresenta os dados de R2, Q2 e acuracia
da analise de PLS-DA entre todos os grupos (CTR, AGT, PROB e AGT+PROB). Observa-se
que ndo houve uma separacao clara entre todos 0s grupos e o parametro de previsibilidade do
modelo foi insatisfatorio (Q2=0,21). Por isso, a avalia¢do do tratamento com o probioético foi

realizada apenas comparando-se dois grupos.
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Figura 38 — Modelo de Anélise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)
indicando a discriminacdo dos quatro grupos (CTR, AGT, PROB e AGT+PROB).
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.
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Figura 39 — Classificacdo do modelo de Andlise Discriminante de Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA) pela validacdo cruzada dos quatro grupos (CTR, AGT, PROB e
AGT+PROB).
R2=0,5859 (adequacdo do modelo); Q2= 0,21415 (previsibilidade do modelo); acurécia
(accuracy) = 0,45 (45%).
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Quando realizada a analise ANOVA one-way (Tukey pos-hoc), apenas a Tagatose (figura 41)

apresentou significancia entre todos os grupos (p < 0,05), indicando que este metabdlito pode

ser proveniente da microbiota intestinal e que a disbiose causada pela mistura de agrotdxicos

alterou o metabolismo bacteriano.
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Figura 40 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) tagatose nos quatro grupos (CTR, AGT,
PROB e AGT+PROB).
Valores expressos em abundancia.
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

5.3.4.2 Anélise Metabolémica no soro dos camundongos tratados e ndo-tratados com o

probidtico B. longum 54

Antes de avaliar a modulagio da microbiota intestinal pela B. longum 5 e sua capacidade de
auxiliar na eliminacdo dos agrotdxicos da mistura que os animais do estudo foram expostos, a
analise metabolémica Untargeted para o probiético foi avaliada. O intuito foi confirmar
informagdes da literatura sobre os beneficios da B. longum 54,

O mesmo pré-processamento e processamento de dados citados anteriormente foram realizados,
também utilizando as ferramentas dos softwares ChemStation, AMDIS, MPP e Metaboanalyst
6.0.

Os QCs apresentaram similaridade nas aquisi¢des, tanto para RT quanto em abundancia. Nao
houve grande variacdo entre os RTs tedricos e aplicados do padréo de C18 e do F.A.M.E. mix.
Os brancos nédo apresentaram contaminacdes relevantes. Foram excluidos da tabela de dados
gerados: 2-hydroxipiridine (proveniente da derivatizacao) e phthalate (proveniente dos tubos e

ponteiras plasticos).

No Metaboanalyst 6.0, a filtragem dos dados foi de 5% tanto para o filtro de variancia (DPR

ndo paramétrico) quanto para o filtro de abundancia (valor de intensidade mediana). Trés
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metabdlitos foram excluidos. Para normaliza¢do dos dados foi utilizado o0 método de Soma
(sum); os dados foram transformados por log transformation e auto escalonados (Auto Scaling).
O PCA demonstrou que os QCs se agrupam fortemente no grafico de pontuacdes, indicando
que houve estabilidade analitica, qualidade e confiabilidade dos dados obtidos. N&o foi

removida nenhuma amostra anémala (outlier).

A PLS-DA foi realizada com os dados novamente normalizados (da mesma forma citada
anteriormente), sem a presenca dos QCs. Afigura 41 ilustra a separacdo supervisionada dos
dados dos animais tratados e ndo tratados com B. longum 54,

A validacdo do modelo, para cinco componentes principais, apresentou R2 = 0,9660 e Q2 =
0,8016, com acuracia de 100%. O teste de permutacdo ndo foi realizado porque ele é indicado
apenas para grandes conjuntos de dados. A figura 42 apresenta os dados de R2, Q2 e acuracia
da anélise de PLS-DA entre o0s grupos tratados e ndo tratados com B. longum 54,

Figura 41 — Modelo de Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)
indicando efetiva discriminacéo entre os grupos tratados e ndo tratados com B. longum 5,
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Os vinte e dois metabdlitos apontados na figura 43 tem VIP > 1, sendo os mais influentes para
0 modelo e, desta forma, discriminaram os perfis dos animais tratados e néo tratados com B.
longum 5. As caixas a direita indicam as concentrages relativas (vermelha/ azul) do

metabolito correspondente em cada grupo em estudo.



Figura 42 — Classificacdo do modelo de Andlise Discriminante de Minimos Quadrados
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Parciais (PLS-DA) pela validacéo cruzada entre os grupos tratados e ndo tratados com B.

longum 54,

R2=0,9660 (adequacdo do modelo); Q2= 0,8016 (previsibilidade do modelo); acuracia
(accuracy) = 1,0 (100%).
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Figura 43 — Valores da pontuacdo VIP de 22 metabdlitos identificados no modelo de PLS-DA
entre os grupos tratados e ndo tratados com B. longum 54,
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.
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Utilizando o software Metaboanalyst 6.0, tabela 21 representa a correlagéo entre o valor VIP, o

test t (ndo-paramétrico) e o fold change dos metabolitos discriminantes identificados na analise

metabolémica do soro dos animais tratados e ndo tratados com o probidtico. Por meio da

Pathway Analysis, as vias metabdlicas possivelmente alteradas pela exposicdo também estéo

identificadas na tabela 21.
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Tabela 19 — Metabolitos discriminadores na analise metaboldmica pela técnica CG-EM, no
soro do grupo tratados com B. longum 5** comparados com os animais ndo tratados.

Metabolito VIP p.value Fold Regula Classe Via metabdlica
Change -¢céo
D-lyxose 1,503 0,000055 2,7733 Down Monossacarideo  Metabolismo de aminoécidos
5 e acUcares nucleotideos.
DL-isoleucine 1,484 0,000111 2,8149 Down Aminoécidos, Biossintese de valina, leucina
4 peptidios e e isoleucina
analogos
L-proline 1,438 0,000405 3,2343 Down Aminoécidos, Metabolismo de arginina e
8 peptidios e prolina; Metabolismo de
analogos glioxilato e dicarboxilato
L-valine 1,418 0,000634 2,94 Down Aminoécidos, Biossintese de valina, leucina
9 peptidios e e isoleucina
analogos
Palmitoleic 1,400 0,000914 2,0255 Down Hidroxi-acido Degradacéo de &cidos graxos
acid 8
Myo-inositol 1,400 0,000914 2,875 Down Monossacarideo Metabolismo da galactose;
8 Metabolismo do fosfato de
inositol
L-threonine 1,384 0,001237 3,6803 Down Aminoécidos, Metabolismo de glicina,
4 peptidios e serina e treonina; Biossintese
anélogos de valina, leucina e
isoleucina
L-tyrosine 1,377 0,001387 2,6862 Down Aminodcidos, Biossintese de fenilalanina,
8 peptidios e tirosina e triptofano
analogos
Glycolicacid 1,374 0,001472 2,4539 Down Acido Organico Metabolismo de glioxilato e
3 dicarboxilato
L-tryptophan 1,371 0,001544 3,1025 Down Aminoacidos, Metabolismo do triptofano
5 peptidios e
analogos
Sarcosine 1,366 0,001666 3,0019 Down Aminoacidos, Metabolismo de glicina,
9 peptidios e serina e treonina
anélogos
Glycine 1,356 0,001965 3,4242 Down Aminoécidos, Metabolismo de glicina,
5 peptidios e serina e treonina;
anélogos Metabolismo da Glutationa;
Metabolismo de glioxilato e
dicarboxilato; Biossintese
primaria de &cidos biliares
L-methionine 1,348 0,002237 3,8276 Down Aminoécidos, Metabolismo da cisteina e
peptidios e metionina
analogos
Creatinine 1,334 0,002735 3,7002 Down Amina Metabolismo de glicina,
3 serina e treonina
Oleic acid 1,333 0,002775 166900  Down Acido graxo Biossintese de &cidos graxos
((92)- 3 0000 monoinsaturado insaturados
octadecenoic
acid)
Glycerol 1,328 0,002963 12,049 Down Alcool Metabolismo glicerolipidico;
6 Metabolismo da galactose
L-(+) lactic 1,301 0,004229 5,5526 Down Acido Organico Metabolismo do piruvato
acid 7
Heptadecanoi 1,243 0,008245 2,0312 Down Acido graxo Degradacéo de acidos
¢ acid 1 saturado graxos; Biossintese de

cidos graxos.

Fonte: dados da pesquisa.
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Pela analise do metaboloma dos animais tratados, uso da B.longum 5% altera: biossintese de
valine, leucina e isoleucina, fenilalanina, tirosina e triptofano; metabolismo da arginina e
prolina, glicina, serina e treonina; cisteina e metionina; degradacdo da lisina; metabolismo do
glioxilato e dicarboxilato; metabolismo da galactose; metabolismo do Inositol fosfato;
metabolismo da glutationa; metabolismo de glicolipideos; degradacdo de &acidos graxos;
biossintese de &cidos graxos insaturados; metabolismo do piruvato; e metabolismo do amido e
sacarose. Todos os metabdlitos discriminados, exceto a glicose, estdo diminuidos (down
regulation) nos animais tratados com o probidtico. A microbiota intestinal é capaz de
metabolizar inimeras substancias, incluindo contaminantes ambientais. O uso de probioticos
para modular a microbiota intestinal é citado por varios autores como benéfico para a salde do
hospedeiro. biotransformacGes catalisadas pelo microbioma intestinal podem proteger o
hospedeiro de varios contaminantes ambientais (Haiser; Turnbaugh, 2013; Zimmermann et al.,
2019). A microbiota intestinal, assim como o TGI do hospedeiro, sdo 0s primeiros que entram
em contato com os contaminantes ambientais, quando presentes na alimentacdo. Sabe-se que
substancias quimicas desreguladoras enddcrinas, além de causar dishiose, também podem
aumentar o risco de DM2 devido aos efeitos no metabolismo da glicose e disfuncédo
mitocondrial, levando também a obesidade. Recentemente, a eliminacdo de xenobidticos por
microrganismos, como bactérias l4cticas e probioticos, tem sido extensivamente estudada e a
degradacdo de agrotdxicos, por exemplo, por enzimas hidroliticas, tem-se destacado. Mas esta
atividade protetora é dependente de varios outros fatores como: tipo de cepa do probiético, pH
médio intestinal, fase de crescimento do hospedeiro, estrutura e concentracdo do xenobidtico
(Djekkoun et al., 2020; Yousefi et al., 2020).

Poucos sdo os artigos que fazem analise metaboldmica de animais tratados com probioticos.
Em uma anélise gendmica da cepa probiotica produtora de acido latico (Lactobacillus reuteri
S5) indica que ela tem uma via metabdlica primaria completa, codificando as principais enzimas
funcionais da via da glicolise e da via das pentoses fosfato, além de genes codificadores de
antioxidantes, indicando que ela tem excelentes caracteristicas probiéticas (Shi et al., 2022).
Um estudo que correlacionou genoma e metaboloma da cepa probiotica identificou que no
probiético Limosilactobacillus fermentum LAB-1 (bactéria acido latica) estavam presentes as
vias completas do metabolismo central de carboidratos, incluindo glicolise, oxidacdo do
piruvato, via das pentoses fosfato e gliconeogénese, indicando seu potencial probiotico em

aplicacdes alimentares funcionais, biotecnologicas e relacionadas com a saude (Hossain, 2022).
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Da Silva e colaboradores (2021), em estudo genémico, identificaram 26 genes unicos na B.
longum 5, onde 6 genes relacionam-se diretamente a vias metabélicas de carboidratos
(transportador de acucar; carboidrato quinase; D-lisose cetol isomerase; regulador
transcricional DeoR/GIpR; ribulose-fosfato 3-epimerase; D-arabinose 5-fosfato isomerase
GutQ). Os pesquisadores sugerem que estes seis genes estdo envolvidos no metabolismo da
arabinose e da lisose, pois formam produtos com funcBes semelhantes as enzimas que
modificam esses monossacarideos em xilulose 5-fosfato, que é convertida em acetil fosfato,

sem utilizacdo de ATP, pela enzima frutose 6-fosfato fosfocetolase.

Desta forma, a partir dos metabdlitos identificados na analise metabolémica e identificacdo das
vias metabdlicas é possivel confirmar que o probidtico B. longum 5 modula de forma positiva
a microbiota intestinal, beneficiando o hospedeiro, sendo passivel de utilizagdo para eliminar
contaminantes ambientais e restabelecer a homeostasia alterada por estas substancias.

5.3.4.3 Andlise Metabolémica do soro dos camundongos expostos a mistura de

agrotoxicos e tratados com o probidtico B. longum 54

Com o intuito de avaliar a modulagdo da microbiota intestinal pela B. longum 5 e sua
capacidade de auxiliar na eliminacdo dos agrotdxicos da mistura que os animais do estudo
foram expostos, a analise metabolémica Untargeted também foi avaliada. O mesmo pré-
processamento e processamento de dados citado anteriormente foram realizados, também

utilizando as ferramentas dos softwares ChemStation, AMDIS, MPP e Metaboanalyst 6.0.

Os QCs apresentaram similaridade nas aquisicOes, tanto para RT quanto em abundancia. Nao
houve grande variacdo entre os RTs tedricos e aplicados do padréo de C18 e do F.A.M.E. mix.
Os brancos ndo apresentaram contaminag@es relevantes. Foram excluidos da tabela de dados
gerados: 2-hydroxipiridine (proveniente da derivatizagdo) e phthalate (proveniente dos tubos e

ponteiras plasticos).

No Metaboanalyst 6.0, a filtragem dos dados foi de 5% tanto para o filtro de variancia (DPR
ndo paramétrico) quanto para o filtro de abundancia (valor de intensidade mediana). Trés
metabdlitos foram excluidos. Para normalizacdo dos dados foi utilizado o método de Soma
(sum); os dados foram transformados por log transformation e auto escalonados (Auto Scaling).

O PCA demonstrou que os QCs se agrupam fortemente no grafico de pontuacdes, indicando
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que houve estabilidade analitica, qualidade e confiabilidade dos dados obtidos. N&o foi

removida nenhuma amostra anémala (outlier).

A PLS-DA foi realizada com os dados novamente normalizados (da mesma forma citada
anteriormente), sem a presenca dos QCs. A figura 44 ilustra a separacdo supervisionada dos

dados dos animais expostos e ndo expostos a mistura de agrotoxicos.

Figura 44 — Modelo de Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA)
indicando efetiva discriminacdo entre 0s grupos expostos a mistura de agrotoxicos e tratados
com o probiético B. longum 54,
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

A validade dos resultados obtidos na PLS-DA foi testada com o teste de validagéo cruzada (5-
fold). A validacdo do modelo, para cinco componentes principais, apresentou R2 = 0,999 e Q2
= 0,521, com acurécia de 100%. O teste de permutacao ndo foi realizado porque ele € indicado
apenas para grandes conjuntos de dados. A figura 46 apresenta os dados de R2, Q2 e acuracia
da analise de PLS-DA entre 0s grupos expostos a mistura de agrotoxicos e tratados com o
probidtico B. longum 54, Os vinte metabolitos mais importantes (VIP > 1) para 0 modelo estdo
identificados na figura 45. As caixas a direita indicam as concentragdes relativas (vermelha/

azul) do metabdlito correspondente em cada grupo em estudo.
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Parciais (PLS-DA) pela validacéo cruzada dos grupos expostos a mistura de agrotdxicos e
tratados com o probidtico B. longum 54,
R2= 0,999 (adequacdo do modelo); 0,521 (previsibilidade do modelo); acuracia (accuracy) =

Performance
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PLS-DA cross validation details:
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Figura 46 — Valores da pontuacdo VIP de 20 metabdlitos identificados no modelo de PLS-DA
dos grupos expostos & mistura de agrotoxicos e tratados com o probi6tico B. longum 54,
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Utilizando o software Metaboanalyst 6.0, a tabela 22 representa a correlacdo entre o valor VIP,

o test t (ndo-paramétrico - valor p) e o fold change dos metabdlitos discriminantes identificados

na analise metabolémica do soro dos animais expostos a mistura de agrotdxicos e tratados com

o probidtico B. longum 5. Por meio da Pathway Analysis, as vias metabdlicas possivelmente

alteradas pela exposi¢éo e pelo tratamento também estdo identificadas na tabela. Apesar de 20

metabolitos terem VIP > 1, apenas quatro apresentaram p < 0,05.
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Tabela 20 — Metabolitos discriminadores na analise metaboldmica pela técnica CG-EM, no
soro de camundongos expostos a mistura de agrotoxicos) comparado com os tratados com o
probidtico B. longum 54,

Metabdlito  VIP Fold p valor Regulag Classe Via metabolica
Change ao
Gluconic 2,552  1,8349  0,00793 Up Acido Via das pentoses fosfato
acid Carboxilico
L-glutamine 1,444  3,4929  0,00793 Up Aminoécidos, Biossintese de arginina;
peptidios e Metabolismo do nitrogénio;
analogos Metabolismo de alanina,

aspartato e glutamato;
Metabolismo de glioxilato e
dicarboxilato; Metabolismo
pirimidina; Metabolismo das
purinas; Metabolismo da
glutationa; Metabolismo de
arginina e prolina.

2-hydroxy 2,092  1,7198  0,03174 Up Acido Metabolismo de &cidos graxos
butyric acid Hidroxi-
carboxilico
D-malic acid 2,229 2,8694 0,0317 Up Acido Metabolismo energético,
1 Dicarboxilico Biossintese de acidos graxos.

Fonte: dados da pesquisa.

5.3.4.4 Andlise das vias metabdlicas alteradas pela exposi¢cdo a mistura de agrotdxicos e

tratamento com o probiético B. longum 5'A

O tratamento com o probiotico nos animais expostos a mistura de agrotéxicos identificou, além
da via do metabolismo de glioxilato e dicarboxilato, outras vias metabdlicas alteradas pela
exposicdo a mistura de agrotoxicos, como a via das pentoses fosfato, biossintese de arginina;
metabolismo do nitrogénio; metabolismo de alanina, aspartato e glutamato; metabolismo
pirimidina; metabolismo das purinas; metabolismo da glutationa; metabolismo de arginina e
prolina; metabolismo propanoato; metabolismo de &cidos graxos. As alteracdes podem ser

visualizadas nona figura 47 pela visao geral da analise das vias gerada pelo Metabolanayst 6.0.

Né&o foram encontrados estudos metaboldmicos com exposi¢ao a agrotoxicos e tratamento com
probidtico simultaneos. Em um estudo de exposi¢do ao ion metalico do cobre, in vitro, onde as
cinco estirpes de probidticos testadas (bactérias do acido latico), baixas doses do ion alteraram
a via das pentoses fosfato e o metabolismo da pirimidina. Com o aumento das doses, 0s

principais metabolismos de aminoacidos e lipidios comecaram a se alterar também, causando
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inibicdo do crescimento das bactérias e prejudicando a producdo de metabdlitos primarios dos
microrganismos (Li et al., 2023b). Considerando este estudo, € possivel que, com a mistura
afetando o crescimento e metabolismo do probidtico, os beneficios visualizados anteriormente
para o tratamento com a B. longum 5 podem ndo serem todos atingidos, se houver exposicao
em doses maiores do que a do presente estudo. Isso explicaria apenas quatro metabolitos

discriminantes apresentando p<0,05.

Figura 47 — Visdo geral da anélise das vias metabdlicas alteradas pela exposi¢do a mistura de
agrotoxicos e tratamento com o probidtico B. longum 54,
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Fonte: do autor, gerado pelo metaboanalyst 6.0.

Acido glicénico

A alteracdo de &cido glicbnico nos animais expostos a mistura de agrotdxicos indica, segundo

a analise das vias pelo Metaboanalyst 6.0, que a via das pentoses fosfato foi alterada.

No cérebro, como a glicose € o substrato energético obrigatorio, os neurdnios a metabolizam
principalmente por meio da via das pentoses fosfato, para manter as defesas antioxidantes

(NADPH) adequadas. O herbicida paraquat, por exemplo, altera a via das pentoses fosfato



176

(positivamente) e os niveis de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), a enzima que regula
negativamente a glicolise e o ciclo do &cido citrico. Esta alteracdo no metaboloma indica que a
exposicdo ao paraquat aumenta o risco de desenvolvimento da doenca de Parkinson por causar
do estresse oxidativo e, consequentemente, disfuncdo mitocondrial (Lei et al., 2014). Estudo
com a planta Arabidopsis thaliana indica que o herbicida Glifosato causa aumento geral de
glutationa e na atividade de enzimas antioxidantes (como a catalase e todos os componentes
enzimaticos do ciclo ascorbato-glutationa), assim como das duas enzimas da fase oxidativa da
via das pentoses fosfato, G6PD e 6-fosfogluconato desidrogenase, envolvidas na geracdo de
NADPH (Freitas-Silvaetal., 2017). O piretroide fenvalerato, em camundongos machos, causou
alteragcBes nos hormonios tireoidianos, e a anélise metabolémica indicou modifica¢des na via
da pentose fosfato, 0 metabolismo do amido e da sacarose, no metabolismo dos &cidos graxos
e no metabolismo do &cido glutdmico (Zhang et al., 2020). Um estudo com glifosato
demonstrou que a exposicdo causou disfun¢do mitocondrial em espermatogonias, levando a um
aumento de malformagdes nos espermatozoides. Quando avaliada a metabolomica, o0s
metabolitos indicaram alteracBes em diversas vias metabdlicas, como o ciclo de Krebs e a
cadeia respiratdria, bloqueando o metabolismo do piruvato e a glicdlise/gliconeogénese e
influenciando a via das pentoses fosfato e a sintese e metabolismo de nucleotideos (Qi et al.,
2023).

Desta forma, sugerimos que a mistura de agrotdxicos (imidacloprido, glifosato e tebuconazol)
leva a uma utilizacdo maior da glutationa, para amenizar o estresse oxidativo, com isso
necessitando de mais formacdo de NADPH para sua regeneracdo, alterando, assim, a via das
pentoses fosfato. A formacéo de acido gliconico, para alimentar a via (figura 48), formando o
ribose-5-fosfato, agrava mais o estresse oxidativo, com a formacdo conjunta de peroxido de
hidrogénio. Esta ERO pode causar peroxidagao lipidica. Uma vez que a B. longum5** tem genes
gue se relacionam diretamente com as vias metabolicas de carboidratos, sugere-se que 0
probidtico foi capaz de normalizar a abundancia do marcador acido gliconico, um produto da
oxidacgéo da glicose, indicando que a glicolise pode ter sido privilegiada com o tratamento dos
animais expostos, aliviando a via das pentoses fosfato. Desta forma, a peroxidagéo lipidica foi
amenizada com o tratamento, diminuindo a necessidade da glutationa de ser reduzida e,

consequentemente, normalizando a producao de NADPH.
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Figura 48 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) do acido glicbnico em camundongos néo-
expostos e expostos a mistura de agrotdxicos, ndo-tratados e tratados com o probidtico B.
longum 5,

Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padrdo. **, *** ### p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

Glutamina e &cido mélico (malato)

A alteracdo da glutamina nos animais expostos a mistura de agrotoxicos indica, segundo a
analise das vias pelo Metaboanalyst 6.0, que varias vias metabolicas podem ter sido alteradas
(biossintese de arginina; metabolismo do nitrogénio; metabolismo de alanina, aspartato e
glutamato; metabolismo de glioxilato e dicarboxilato; metabolismo pirimidina; metabolismo
das purinas; metabolismo da glutationa; metabolismo de arginina e prolina). O &cido malico

(malato) indica alteracdo no metabolismo energético e biossintese de acidos graxos.

Diferente da exposicdo a mistura de agrotoxicos, que a abundancia dos aminoacidos aumentou
ou diminuiu, dependendo do precursor, nos animais tratados com probidtico, todos o0s
aminoacidos estdo reduzidos (figura 49). Isto pode indicar que houve uma normalizacdo na
sintese/ metabolizacdo. Entretanto, quando observamos os animais que receberam a mistura e
foram tratados, exceto para a glutamina e triptofano, o perfil estd muito mais préximo da
exposicdo a mistura do que para o tratamento. Apesar disso, é possivel notar que estes animais
tiveram uma melhora no estresse oxidativo, visualizado pela reducdo peroxidacédo lipidica,
indicando que a glutamina aumentada nos animais expostos estava provavelmente direcionada

a producdo de glutationa (pela incorporagéo de cistina e glicina) e sua regeneragao.
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Figura 49 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) dos aminoacidos em camundongos néo-
expostos e expostos a mistura de agrotdxicos, ndo-tratados e tratados com o probidtico B.
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O glifosato, o imidacloprido e o tebuconazol, assim como Varios outros agrotoxicos, isolados
ou em misturas, alteram muito o metabolismo, sendo 0 mecanismo de acdo comum o estresse
oxidativo. As vias alteradas podem ser: o ciclo de TCA; via das pentoses; glicolise e da
gliconeogénese; metabolismo de alanina, aspartato e glutamato; metabolismo de glutationa;
metabolismo de fenilalanina, metabolismo de tirosina; biossintese e metabolismo de &cidos
graxos (Freitas-Silva et al., 2017; Ford et al., 2017; Lukowicz et al., 2018; Smith et al., 2020;
Szewczyk et al., 2020; Glinski et al., 2021; Jellali et al., 2021; Nannan-Lv et al., 2021; Jiang et
al., 2022; Qi et al., 2023; Deore et al., 2024-1; Deore et al., 2024-2).

Com a reducdo da glutamina nos expostos e tratados, assim como a reducdo de &cido latico e
piruvato, do metabolismo de carboidratos; e reducéo de citrato, succinato, fumarato e malato,
do ciclo do TCA (figura 50), podemos sugerir que o metabolismo energético estava se
normalizando e que a resisténcia a insulina, evidenciada na avaliacdo da AUC, se o tratamento

persistisse, deixaria de existir.

Figura 50 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) do acido citrico, acido piravico, &cido latico,
acido fumarico, acido succinico e acido malico em camundongos nao-expostos e expostos a
mistura de agrotoxicos, ndo-tratados e tratados com o probidtico B. longum 5,
Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padrdo. * p < 0,05.
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A reducdo do &acido malico (malato) sugere que houve uma regulacéo do ciclo do TCA pelo
probidtico B. longum 5. A hipdtese é que o probi6tico, por ser uma cepa que altera o
metabolismo de carboidratos, consegue equilibrar as reacGes anabdlicas e catabdlicas,
otimizando a producdo energética, controlando substratos, com a producdo minima de
metabolitos. Desta forma, também consegue minimizar o estresse oxidativo natural do

organismo.
Acido 2-hidroxibutirico

A alteracdo de éacido 2-hidroxibutirico (figura 51) nos animais expostos a mistura de
agrotoxicos indica, segundo a anélise das vias pelo Metaboanalyst 6.0, que o metabolismo dos

acidos graxos foi alterado.

No estresse oxidativo, hd& um aumento na demanda de glutationa, hd uma producdo maior de
acido 2-hidroxibutirico, um biomarcador de estresse oxidativo. O &cido 2-hidroxibutirico & um
corpo cetbnico, produzido pela via do mevalonato, e também é usado como biomarcador de
sensibilidade a insulina. Estudos relatam o efeito do glifosato, imidacloprido e tebuconazol
sobre a inducdo do estresse oxidativo, tanto in vitro quanto in vivo (Bali et al., 2019; Abdel-
Halim; Osman, 2020; Hajer et al., 2020), assim como ha estudos que relatam que cepas
probidticas especificas podem apresentar atividade antioxidante, contribuindo para a
diminuicdo do estresse oxidativo (Wang et al., 2017). Com a reducéo deste biomarcador nos
animais expostos a mistura e tratados com probiético, mais uma vez podemos sugerir que o0
metabolismo energético estava se normalizando, com a reducao do estresse oxidativo e que a

resisténcia a insulina poderia deixar de existir, se o tratamento persistisse.

Figura 51 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) do acido 2-hidroxibutirico em camundongos
ndo-expostos e expostos a mistura de agrotdxicos, ndo-tratados e tratados com o probiotico B.
longum 54,

Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padréo. p < 0,05.
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Outros metabdlitos

Podemos observar que a abundancia dos acidos graxos palmitico, oleico, linoleico e estearico
(Figura 52) estdo diminuidos nos animais tratados com probi6tico. Agrupando os dados obtidos
anteriormente sobre triglicérides, peso corporal e gordura periuterina, podemos observar que,
mesmo ndo havendo diferenca estatistica para estes parametros entre 0S grupos expostos a
mistura e tratados e ndo tratados com probidtico, a diminuicao sérica evidenciada pela anélise
metaboldmica indica que a biossintese e, principalmente, a B-oxidacdo podem estar se
normalizando. Este fato pode estar relacionado a reducdo do estresse oxidativo, com menor
necessidade de regeneracdo de glutationa e NADPH. Houve também reducéo no glicerol sérico

(Figura 53) nos animais tratados, corroborando esta hipotese.

Figura 52 — Analise estatistica (ndo-paramétrica) dos acidos graxos palmitico, oleico,
linoleico e estearico e do glicerol em camundongos nao-expostos e expostos a mistura de
agrotoxicos, ndo-tratados e tratados com o probidtico B.longum 54,

Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padrdo. * p < 0,05.
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Fonte: dados da pesquisa.

Como visto anteriormente, a via do glioxilato € uma via alternativa para o metabolismo de
Acetil-CoA, que forma, os acidos glicérico, glicolico e oxalico. O glioxilato também pode ser
formado a partir do glioxil, produto do estresse oxidativo por glicacédo de proteinas, alem de ser
um metabolito do glifosato. Os animais expostos a mistura de agrotoxicos e tratados com

probiédtico tém tanto acido glicérico quanto acido glicénico diminuidos (figura 53), comparado
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ao grupo somente exposto a mistura, indicando que o tratamento pode ter reduzido da formacao
de glioxil, por inibir o estresse oxidativo, explicando porque o probidtico reduziu a frequéncia

de micronucleos.

Figura 53 — Analise estatistica (ndo-parametrica) dos acidos glicérico, glicélico e oxalico em
camundongos ndo-expostos e expostos a mistura de agrotdxicos, ndo-tratados e tratados com
0 probidtico B. longum 5,

Valores expressos em abundancia. Barra indica desvio padrdo. * p < 0,05.
Abundancia dos acidos graxos glicérico, glicélico e oxalico em camundongos nao-expostos e
expostos a mistura de agrotoxicos, ndo-tratados e tratados com o probidtico B. Longum.
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6 CONCLUSOES

Com a ampla utilizagdo de agrotoxicos nas culturas é inevitavel a presenca de seus residuos nos
alimentos. Vérios estudos cientificos vém sendo desenvolvidos no intuito de avaliar o
verdadeiro impacto dos agrotoxicos sobre organismos ndo-alvo e ja é possivel encontrar
evidéncias de que eles podem causar doengas metabdlicas por desregulacdo enddcrina e cancer.
Porém, a maioria dos estudos sdo desenvolvidos sem escolher adequadamente a dose do
agrotoxico, utilizando concentraces muito superiores as que sdo encontradas no meio
ambiente. Outro fator que chama atencao nos estudos € que poucos pesquisadores consideram
0 possivel sinergismo, potencia¢do ou inibicdo que pode surgir da exposicdo a uma mistura
destes compostos, uma vez que classes diferentes de agrotoxicos podem ser aplicadas nas

culturas, como inseticida, fungicida e herbicida (Lukowicz et al., 2018; Sevim et al., 2024).

A partir dos resultados deste estudo com a exposicdo de animais C57bl/6 a uma mistura de trés
agrotoxicos utilizados mundialmente (glifosato, imidacloprido e tebuconazol) em baixas doses
por um periodo subcrénico (42 dias), sugere-se que:

e A mistura causou estresse oxidativo, com presenca de peroxidacao lipidica e frequéncia
aumentada de microndcleos (biomarcadores de efeito), sendo genotoxica e, assim,
aumentando o risco de desenvolvimento de cancer nos animais expostos;

e A mistura causou disbiose intestinal, com alteracdo da composi¢do da microbiota e
desbalanco na producdo de AGCC,;

e Os animais expostos apresentaram alteracdes sub-clinicas nos animais expostos:
aumento do colesterol total, diminuicdo dos triglicérides séricos e presenca de
resisténcia a insulina, sem alterar o peso corporal e glicemia jejum nos animais;

e A mistura é desreguladora enddcrina por aumentar o colesterol sérico, precursor de
horménios esteroidais; e por causar resisténcia a insulina, modicando a resposta celular
ao hormonio;

e A mistura causou um comprometimento imunoldgico por reduzir a atividade da
mieloperoxidase no bago dos animais expostos;

e A exposicdo a mistura de agrotoxicos tem assinatura metabdlica especifica, com
modificacfes nas vias metabdlicas da biossintese e degradacdo de &cidos graxos;
metabolismo da galactose e outras vias metabdlicas de carboidratos relacionadas;

metabolismo do glioxilato e dicarboxilato; metabolismo de aminoéacidos.
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Os resultados da modulagdo da microbiota intestinal pela linhagem probidtica B. longum 54

em camundongos expostos a mistura de agrotoxicos sugere que:

e O probidtico utilizou o préprio sistema oxidante para reduzir o extresse oxidativo
causado pela exposicdo aos agrotoxicos, auxiliando na producdo de NADPH e
regeneracdo da glutationa para eliminacao das EROs, reduzindo a peroxidacéo lipidica
e formacdo de micronulceos e, consequentemente, prevenindo danos celulares, em via
independente & producdo de AGCC.

e O probidtico também foi capaz de alterar a assinatura metabolica da exposicéo,
reduzindo a concentracdo do biomarcador de sensibilidade a insulina e estresse

oxidativo acido 2-hidroxibutirico (2-HB).

Os principais resultados estdo destacados na figura 54.

Figura 54 — Resumo gréafico das conclusdes do estudo da exposicao subcronica de

camundongos C57bl/6 a mistura de agrotoxicos glifosato, imidacloprido e tebuconazol
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Para finalizar, nenhum dos agrotoxicos deste estudo ultrapassou a NOAEL, a dose que,
teoricamente, ndo deveria causar efeito adverso. Os resultados encontrados reforcam a
importancia da reavaliacdo das doses de IDA, dose probabilistica derivada da NOAEL que

indica seguranca alimentar a uma exposicdo crbnica, uma vez que em misturas, agrotoxicos se
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comportam de forma diferente, podendo os decisores politicos e as agéncias relativas estarem
subestimando o potencial sinergismo, potenciacdo ou antagonismo que pode surgir da
exposicdo a uma mistura de produtos quimicos, mesmo em doses muito baixas, incluindo o

potencial efeito da dishiose causada por estes contaminantes a satde dos consumidores.
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Anexo A: Analise Ragdo comercial Presence® Labina Peletizada Para Ratos, Camundongos e

Roedores

Tabela 01: agrotdxicos detectados na amostra

Ingrediente Ativo Resultado (mg/kg) LD (mg/kg) | LQ (mg/kg)
Clorpirifos Etil <LQ 0,005 0,010
HCH Gama (Lindano) <LQ 0,010 0,020
Pirimifés Metil 0,22 0,005 0,010
Tebuconazole <LQ 0,005 0,010
Triciclazole 0,01 0,005 0,010
Imidacloprid <LQ 0,005 0,010
Glifosato 2,00 0,5 1,0

Observagdo 1: para os demais agrotdxicos pesquisados, o resultado encontrado foi menor que o limite de deteccéo

(<LD)

Tabela 02: agrotoxicos pesquisados ha amostra com seus respectivos Limite de Deteccdo (LD) e Limite de

Quantificacdo (LQ)

LD = 0,005 mg/kg e LQ = 0,010 mg/kg — Acefato, Acetamiprido, Aldicarbe, Aldicarbe sulfona, Aldicarbe Sulféxido,
Aletrina/Bioaletrina, Ametrina, Ametoctradim, Ametrina, Aminocarbe, Atrazina, Azaconazole, Azinfés-metilico, Azoxistrobina,
Benalaxil, Benfuracarb, Bentazona, Bifentrina, Bitertanol, Boscalida, Bromacila, Bromofés Metil, Bupirimato, Buprofezina,
Cadusafos, Carbaril, Carbendazim, Carbofurano, Carbofurano-3-hidréxido, Carboxim, Cianazina, Cianofenfés, Ciantraniliprole,
Ciazofamida, Cimoxanil, Ciprodinil, Ciromazina, Cletodim, Clofentezina, Clomazona, Clorantraniliprole, Clorfenvinfés,
Clorfluazurom, Clormequate, Clorimuron Etil, Clorprofam, Clorotalonil, Clorpirifés etilico, Clorpirifds-oxon, Clortal-dimetil,
Clotianidina, Coumafé6s, Cresoxim metilico, DDD2,4, DDD4,4, DDE2,4, DDE4,4, DDT2,4, Deltametrina, Diazinona,
Diclorofluanid, Dicrotofés, Dietofencarb, Difenoconazol, Diflubenzurom, Dimetoato, Dimetomorfe, Diniconazol, Dinotefuram,
Diurom, DMST, Dodemorf, Dodine, Emamectina (Benzoato), Epoxiconazol, Espinosade, Espinoteram, Espirodiclofem,
Espiromesifem, Espiroxamine, Etiofencarb, Etiofencarb Sulfona, Etiofencarb Sulféxido, Etiona, Etofemproxi, Etoprofos,
Etoxissulfurom, Etrinfés, Famoxadona, Fembuconazol, Fempiroximato, Fempropidim, Fempropimorf, Fenamidona, Fenamifos,
Fenamifés Sulfona, Fenamifés Sulfoxido, Fenazaquim, Fenhexamid, Fenotrina, Fenoxicarb, Fentiona, Fention Oxido, Fention
Sulfona, Fention Sulféxido, Fentoato, Fipronil, Flazassulfuron, Flonicamid, Florpirauxifen-Benzil, Fluasifope-butil, Fluazinam,
Flubendiamida, Fludioxonil, Flufenoxurom, Fluquinconazol, Fluroxipir-meptilico, Flusilazol, Flutolanil, Flutriafol, Fluxapiroxad,
Fomesafem, Forato Sulfona, Forato Sulféxido, Foransulfurom, Formetanato, Fosfamidona, Fosmete, Fostiazate, Furatiocarbe,
Halassulfoton Metil, Haloxifop-metil, Heptenofds, Hexaclorabenzeno, Hexaconazol, Hexazinona, Hexitiazoxi, Imazalil,
Imibenconazol, Imidacloprido, Indoxacarbe, Iprovalicarbe, Isofenfés Metil, Isoxaflutole, Lactofem, Linuron, Lufenuron,
Malaoxona, Malationa, Mandipropamide, Metalaxil, Metamidof6s, Metconazol, Metidationa, Metiocarbe, Metolacloro, Metomil,
Metoxifenozida, Metribuzim, Metsulfuron-Metil, Mevinfés, Miclobutanil, Mirex, Molinato, Monocrotofés, Naled, Nitepiram,
Nuarimol, Ometoato, Oxadixil, Oxamil, Oxasulfurom, Oxifluorfem, Paclobutrazol, Paraoxon etil, Paraoxon metil, Pencicurom,
Penconazol, Picoxistrobina, Piperonil Butdxido, Piraclostrobina, Pirazofés, Piridabem, Piridafentiona, Piridato, Pirifenoxi,
Pirimetanil, Pirimicarbe, Pirimifés etilico, Pirimifés metilico, Piriproxifem, Procloraz, Profoxidim, Prometrina, Propamocarbe,
Propanil, Propargito, Propiconazol, Propoxur, Quinalfos, Quintozene, Quizalofop-P-etilico, Rotentona, Simazina, Sulfometurom
Metil, Sulfotep, Sulfoxaflor, Tebuconazol, Tebufenozida, Tebufemprirade, Tebutiurom, Teflubenzurom, Terbutrina,
Tetraclorvinfés, Tetraconazole, Tiabendazole, Tiacloprido, Tiametoxam, Tiobencarbe, Tiodicarbe, Tiofanato metilico,
Tolifluanida, Tralkoxidim, Triadimefom, Triadimenol, Triazofés, Triciclazole, Triclorfom, Trifloxistrobina, Triflumizole,
Triforina, Vamidationa e Zoxamida.

LD =0,010 mg/kg e LQ = 0,020 mg/kg — Abamectina, Acrinatrina, Alacloro, Aldrin, Bromopropilato, Bromuconazol, Ciflutrina,
Ciflutrina Beta, Cipermetrina, Cipermetrina Alfa, Cipermetrina Beta, Ciproconazol, Clordano Alfa, Clordano Gama, Clorfenapir,
Clorfenson, Clorpirifés Metil, Clortiofés, DDT4,4, Dialate, Dicloran, Diclorvés, Dicofol, Dieldrin, Dinoseb, Dissulfotom,
Endossulfam Alfa, Endossulfam Beta, Endossulfam Sulfato, Endrin, Esfenfarelato, Fempropatrina, Fenarimol, Fenitrotiona,
Fenvarelato, Flumetrlina, Fosalone, Glufosinato, HCH-Alfa, HCH-Beta, HCH Delta, HCH-Gama (Lindano), Heptacloro,
Heptaclor Endo Epoxi, Heptaclor Exo Epoxi, Iprodione, Lambda-Cialotrina, Metamitron, Metoxiclor, Paration Metil,
Pendimetalina, Permetrina, Procimidona, Profenofé6s, Protiofés, Sulfentrazona, Sulfluramid, Temef6s, Terbufés, Trifluralina e
Vinclozolina

LD =0,020 mg/kg e LQ = 0,040 mg/kg — Azadiractina, Carbofenotiona, Forato, Parationa etilica e Tetradifom.

LD =0,5mg/kg e LQ = 1,0 mg/kg — AMPA, Etilenotiureia (ETU), Etefom, Glifosato




