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RESUMO

O crescimento das atividades industriais resulta na disseminacdo extensiva de poluentes
ambientais, sendo os microplasticos (MPs) e o metilmercdrio (MeHg) poluentes emergentes e
preocupantes nos ultimos anos. Os MPs, principalmente o poliestireno (PS), encontram-se em
ecossistemas aquaticos e terrestres, representando uma ameaca a salude humana via ingestao
de alimentos contaminados. A falta de estudos abrangentes sobre os efeitos bioldgicos,
bioquimicos e fisiologicos desses poluentes é evidente, apesar de sua deteccdo em diversos
ambientes e em amostras humanas. A polui¢cdo por MPs-PS recebe atencdo consideravel,
representando um desafio ambiental significativo. Em ambientes marinhos, esses poluentes
ndo apenas impactam diretamente a vida marinha, mas também funcionam como uma rota
adicional para a contaminagdo por outros agentes nocivos, como pesticidas, microrganismos e
por moléculas organometalicas. Para avaliar os danos causados por MPs e MeHg, quarenta e
oito ratos Wistar foram divididos em quatro grupos, incluindo o grupo controle, exposicdo
individual a MPs, exposicdo individual a MeHg e exposi¢do conjunta. O estudo focou no
dano oxidativo a biomoléculas, utilizando marcadores como TBARS para lipoperoxidagao.
Técnicas como E.L.I.S.A foram empregadas para avaliar niveis de moléculas de adesé&o,
indicando inflamacgdo. A anélise histopatoldgica permitiu a avaliacdo da cobertura do muco
intestinal. Os resultados destacam a importancia de compreender 0s impactos desses
poluentes, isoladamente e em conjunto, para abordar os desafios ambientais e de saude
associados a sua presenca disseminada.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo; Claudina; Ocludina; Microplastico; Metilmercurio;

Poluentes;
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ABSTRACT

The growth of industrial activities has led to the extensive spread of environmental pollutants,
with microplastics (MPs) and methylmercury (MeHg) being emerging and concerning
pollutants in recent years. MPs, particularly polystyrene (PS), are found in aquatic and
terrestrial ecosystems, posing a threat to human health through the ingestion of contaminated
food. Despite their detection in various environments and human samples, there is a lack of
comprehensive studies on the biological, biochemical, and physiological effects of these
pollutants. Pollution by PS-containing MPs receives considerable attention, representing a
significant environmental challenge. In marine environments, these pollutants not only
directly impact marine life but also serve as an additional route for contamination by other
harmful agents, such as pesticides, microorganisms, and organometallic molecules. To assess
the damage caused by MPs and MeHg, forty-eight Wistar rats were divided into four groups,
including the control group, individual exposure to MPs, individual exposure to MeHg, and
joint exposure. The study focused on oxidative damage to biomolecules, using markers such
as TBARS for lipid peroxidation. Techniques like E.L.I.S.A were employed to assess
adhesion molecule levels, indicating inflammation. Histopathological analysis allowed the
evaluation of intestinal mucus coverage. The results underscore the importance of
understanding the impacts of these pollutants, both individually and in combination, to
effectively address the environmental and health challenges associated with their widespread

presence.
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1. Introdugéo

O aumento das atividades humanas, como a industrializacdo, tem levado a disseminagéo
generalizada de poluentes ambientais que podem representar sérias ameacas a salde dos
ecossistemas e dos seres vivos que deles dependem. Dentre esses poluentes, o microplastico

(MP) e o metilmercudrio (MeHg) surgem como agentes preocupantes.

1.1.  Microplasticos

O termo MP foi empregado pela primeira vez em 2004 por Thompson et al., como
categorizacdo para particulas de plastico com diametro inferior a 5 milimetros onde essas
particulas séo classificas de acordo com a fonte de sua origem, matriz polimérica, e tamanho
(Thompson et al., 2004). Os MPs primarios sdo aqueles produzidos em dimensdes de até 5
mm para utilizagdo em formulacdes de cosméticos e produtos de higiene pessoal, como
sabonetes, esfoliantes e cremes dentais, podendo atingir o ambiente através do descarte
inadequado de rejeitos de processos industriais e da perda acidental durante o seu transporte.
Por sua vez, os MPs secundarios resultam da fragmentacdo de residuos plasticos maiores, até
atingir o tamanho de MP (Yong et al., 2002). Estudos mostram que 0s MPs se acumulam no
ambiente e sdo amplamente distribuidos em aguas marinhas, lagos interiores e até mesmo em
regides polares (Barnes et al., 2009; Obbard et al., 2014; Eerkes-Medrano et al., 2015). Cerca
de 5 trilhdes de MPs ja foram detectados em diversos ambientes e representam 250 mil

toneladas flutuando nos oceanos (Eriksen et al., 2014).

Dentre as diferentes matrizes poliméricas temos o poliestireno (PS), que devido as suas
propriedades fisicas como isolamento térmico e transparéncia, € frequentemente
manufaturado em itens de uso Unico e, deste modo, tem um descarte rapido e massivo
(Sorrentino, 2009). Os MPs-PS sdo confundidos com alimentos pela biota marinha e assim
sdo facilmente ingeridos e acumulados devido ao seu tamanho pequeno e sua baixa taxa de
degradacédo (lvar do Sul e Costa, 2014). No ambiente terrestre este poluente chega até nos
humanos através do consumo de peixes, bivalves, moelas de frango e até sal marinho (Van
Cauwenberghe e Janssen, 2014; Huerta et al.,2017; Rist et al.,2018), ja existem relatos da
presenca de MPs em placenta e em fezes de humanos (Ragusa et al., 2021; Schwabl et al.,
2019). Nas cidades, os MPs se acumulam no solo e na poeira das estradas. Materiais
poliméricos de baixa densidade pode ser facilmente suspensos/ressuspendidos na atmosfera

pelo vento e pelo fluxo de trafego veicular (Abbasi et al., 2018). Devido a isto 0s animais
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terrestres também estdo expostos a MPs por inalacdo, estudos mostram que os MPs-PS
inalados causam alguns efeitos citotoxicos, estresse oxidativo e respostas inflamatdrias em
células epiteliais pulmonares humanas (Prata et al., 2018). As trés vias de contaminacao por
MPs em seres humanos foram revisadas por Prata, e estas sdo a via dermal, menos frequente e
pouco explorada; a via por inalagdo, comum em cidades poluidas e em trabalhadores da
indUstria téxtil e de reciclagem; e a via por ingestdo, sendo esta Gltima a mais expressiva via

de contaminagdo humana (Prata et al., 2020).

Apesar da deteccdo deste poluente em ambientes, itens de consumo, animais e plantas
consumidos pelo ser humano, e até mesmo em amostras humanas, € de suma importancia
descobrirmos os verdadeiros niveis desta contaminacdo, ainda ha uma falta de estudos que
elucidem os efeitos bioldgicos, bioquimicos e fisiolgicos destes contaminantes. Estudos com
camundongos demonstraram que 0s MPs ingeridos foram encontrados no intestino, figado e
rim causando alteracBes patoldgicas como a reducdo na secre¢cdo do muco, disfuncdo na
barreira intestinal, inflamacdo intestinal e disbiose na microbiota intestinal (Yong et al.,
2020). A poluicdo por MPs-PS tem recebido grande atencdo e representa um problema
ambiental expressivo (da Costa, 2018), no ambiente marinho este poluente também se
apresenta como uma rota adicional de contaminacdo para outros contaminantes ambientais
prejudiciais, devido a capacidade que os MPs tém de adsorver pesticidas, microrganismos e
metais pesados como o mercurio (Hg) (Fang et al.,2019). A possivel dessor¢do destes
quimicos dos MPs ap06s sua ingestdo pode aumentar a exposicdo e bioacumulacdo de

contaminantes (Koelmans et al., 2022).

1.2.  Mercurio e Metilmercudrio

O mercdrio (Hg) é um metal pesado altamente toxico (Liu et al. 2018b) que pode ser
encontrado na atmosfera tanto por fatores naturais como vulcbes, quanto pela atividade
humana (Mason and Pirrone, 2009). A mineracao de ouro, principalmente ilegal e de pequena
escala, € uma das maiores fontes de contaminagdo por Hg (Gibb e O’Leary, 2014), e
geralmente ocorre em areas onde a populacdo local utiliza peixes e outros pescados como
fonte primaria de proteinas, aumentando a exposi¢do destas populagdes ao Hg, como é o caso
dos povos indigenas amazonicos Yanomami e Munduruku (Ramos et al., 2020; Basta et al.,
2021). No ambiente o Hg pode existir quimicamente na forma elemental (Hg®) inorganica
(estados de oxidacdo 1+ e 2+) e organometélica (Crespo-Lopez et al.,2009). Nos compostos

organometalicos, 0 Hg se encontra covalentemente ligado a um ou dois 4&tomos de carbono
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formando compostos tipo RHgX ¢ RHgR’, onde R e R’ s@o grupos organicos, ¢ X podendo
ser um grupo cloreto, brometo, nitrato ou acetato. Como exemplo, n6s temos os sais de
metilmercurio (CHzHgX), fenilmercdrio (CeHsHgX), metoxietilmercario (CHsOC2HsHgX) e
dimetilmercuario ((CHz)2HgX) (Olivero-Verbel e Johnson Restrepo, 2002). O metilmercurio
(MeHg) é a forma mais téxica dentre os compostos organometalicos de cadeias curtas (WHO,
1996), sendo formado principalmente em sistemas aquéaticos. Quando o Hg inorganico é
liberado para a atmosfera, este se armazena nos sedimentos e corpos de agua, onde pode ser
transformado por bactérias sulfato-redutoras a MeHg (UNEP, 2013). O MeHg é altamente
persistente no ambiente devido a estabilidade da ligacdo carbono-mercurio frente a ligacdo
mercurio-oxigénio quando o composto se encontra na agua (Chaney et al., 1990). Uma vez
nos sistemas aquaticos, o MeHg € bioacumulado e biomagnificado através da cadeia
alimentar, sendo as espécies carnivoras de peixe, encontradas no nivel tréfico superior,
aquelas mais consumidas por humanos e que registram as maiores concentraces deste
contaminante (Olivero-Verbel e Johnson-Restrepo, 2002). Cerca de 84% da ingestdo de Hg se
da atraves da alimentacdo de peixes contaminados (WHO, 1996). Além disso, a exposicao a
estes compostos organomercuriais leva a disfuncbes neuroldgicas, renais e cardiovasculares
em humanos (Hong et al., 2012). Estudos j& demonstram a capacidade destes dois
contaminantes (MPs-PS + MeHg) em interagirem no meio ambiente, onde possivelmente tem
sua absorcao potencializada e seus efeitos amplificados (Brennecke et al. 2016).

1.3. Interagdo Mucosa Intestinal e Microbiota Intestinal

O intestino é um 6rgdo digestivo importante (Zhang et al. 2019) que atua como barreira
bioldgica, quimica, mecénica e imunoldgica para o hospedeiro (Cowan et al. 2020). A mucosa
intestinal ¢ a linha de defesa contra a infeccdo intestinal no organismo de um animal
(Martinez et al., 2012). Neste sentido, a barreira mucosa intestinal de um animal pode
efetivamente impedir que antigenos intestinais endégenos e exdgenos sejam transferidos pelo
trato intestinal para a circulacédo sisttmica (Kong et al., 2017). As células epiteliais intestinais
sdo as principais células funcionais no trato intestinal, sendo elementos importantes das
barreiras mecanicas imunoldgicas e quimicas da mucosa intestinal (Sanz e De Palma, 2009).
Além disso, trilhGes de micrébios habitam no intestino de animais e seres humanos,
desempenhando o papel de barreira bioldgica no intestino (Liu et al., 2021) e por sua vez ¢
conhecida como microbiota intestinal, onde é composta por comunidades microbianas

comensais, simbioticas e patogénicas que sdo toleradas pelo sistema imune do hospedeiro
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(Tremaroli and Béackhed, 2012). Em sua maioria sdo bactérias, mas também incluem arqueias,
fungos, protozoérios e virus, que desempenham varias funcbes na fisiologia do hospedeiro
como producdo de metabolitos, peptideos e proteinas, absorcdo de nutrientes e 0 aumento da
protecao contra poluentes ambientais (Hooper et al., 2012); (Nicholson et al., 2012).

O entendimento das respostas de estresse celular e a sua relagdo com exposicdo a MPs
junto com outros contaminantes sdo importantes para a avaliagdo dos efeitos subletais de
longo prazo dos MPs (Gao et al., 2021). Com isso em mente, o atual trabalho tem como
objetivo avaliar os efeitos da exposicdo a estes dois contaminantes ambientais de forma
isolada e conjunta no intestino grosso e delgado de ratos Wistar, determinando e avaliando o
dano oxidativo nestes Orgdos, também foi realizado a analise histoldgica do colon destes

animais a fim de observar a arquitetura do tecido e a cobertura do muco.
2. Material e Métodos
2.1. Desenho Experimental e Tratamentos
2.1.1. Animais

Ratos Wistar machos com 30 dias de vida disponibilizados pelo Biotério do Departamento
de Bioquimica, ao completarem 30 dias de vida os ratos foram mantidos em caixas de
propileno (41x34x18cm) com maravalhas e permaneceram numa sala especial para os animais

em experimentacdo onde foram mantidos com distribuicdo de até 4 animais por caixa.

Os animais foram manipulados semanalmente para habituacdo com os pesquisadores,
momento em que foram anotadas observacoes, entre elas o peso dos animais e a quantidade
de &gua consumidos. Os animais foram mantidos num ciclo de 12h de luz com temperatura

constante de 23° £ 1°C com acesso livre a &gua e alimento.

3. Tratamentos

Com 30 dias de vida se dara inicio ao tratamento dos animais, estes serdo divididos em

quatro grupos:
1) Grupo Controle = 12 animais
2) Tratamento individual de microplastico = 12 animais

3) Tratamento individual de metilmercdrio = 12 animais
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4) Tratamento associado de microplastico e metilmercdrio = 12 animais
Total: 48 animais

Todos os tratamentos foram realizados com a mesma metodologia durante oito semanas, a
dose de 2000pg/L de MPs com 50 micrdmetros foi diluida na &gua e disponibilizada ad
libitum aos ratos. A dose para o tratamento de metilmercurio (MeHg) foi de 0,5mg/L e
também foi incluido na diluicdo do composto na agua que estes animais bebem. O tratamento
associado consistiu na mesma dose dos tratamentos individuais, porém com os dois

compostos presentes na égua.

3.1.1. Micropléstico

Foram usados MPs de poliestireno com 50 + 0,09 um adquiridos da empresa Spherotech,
numero de catalogo #SPHE-PP5010. O tratamento com MPs foi na dose de 2000 pg/L (Lu, et
al. 2018), e ocorreu através da diluicdo destes na adgua disponivel nas garrafas dos animais.
Brevemente, 2000 pg de MP foram diluidos em 1 Litro de agua e sonicados antes de serem
disponibilizados ad libitum aos ratos. A dose escolhida foi baseada na dosagem utilizada no
trabalho de L. Lu, et al. 2018 e segundo os autores ela apresenta cerca de 1.456 x 10*

particulas por litro.

3.1.2. Metilmercurio

O tratamento de metilmerctrio (MeHg) também se deu através da diluicdo na agua
disponivel nas garrafas dos animais. A dose de metilmercurio escolhida é a de 0,5 mg/L,
baseada nas concentragcdes ambientais e no consumo de peixe per capita na Colombia sendo a
dose ja utilizada em outros trabalhos do nosso grupo utilizando o metilmercirio como
contaminante (Pérez-Espitia, et al. 2018a, 2018b).

3.2. Eutanésia

Todos os animais ndo destinados a histologia foram eutanasiados ao término do
tratamento por decapitacdo com guilhotina em uma sala especifica, um de cada vez para
minimizar o estresse devido ao odor e som dos animais. A fim de evitar interferéncias nos
parametros bioquimicos do figado pelo uso de anestésico os animais ndo foram anestesiados e
todas as medidas necessarias para minimizar o estresse e desconforto dos animais antes e

durante o procedimento foram realizadas.
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Imediatamente ap0s a decapitagdo, coletou-se 0 sangue para a separagdo do soro.
Imediatamente sobre o gelo os 6rgdos destes animais foram dissecados. Todos tecidos foram
coletados e armazenados em freezer a -80°C até a realizacdo das andlises. As carcacas dos
animais foram encaminhadas ao Biotério do Departamento de Bioquimica, dentro de sacos
plasticos especificos para o descarte de material biologico e foram mantidas a -20°C até a
coleta pela empresa contratada responsavel pelo descarte apropriado.

Seis animais de cada grupo foram eutanasiados através de perfusdo para realizar as
analises histologicas. Os animais foram completamente anestesiados com mistura de
guetamina/xilazina e entdo dissecados e perfundidos com uso de NaCl 0,9% até completa
limpeza do sangue. Apds isso o0s animais foram fixados com paraformaldeido (PFA) 4% e o

cllon retirado e armazenado em PFA 4% até serem parafinizadas e as [aminas preparadas.

3.3.  Consideracdes Eticas e Descarte De Residuos Quimicos

O projeto foi submetido para avaliagdo do PPG em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica e a
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFRGS (CEUA). Cumprindo a diretriz legal
brasileira, Lei n°® 11.794/2008 (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei No
11.794, 8 de outubro de 2008), foram tomadas todas as medidas para minimizar o desconforto
e sofrimento dos animais durante todos os procedimentos experimentais. O manuseio dos
animais experimentais foi realizado estritamente de acordo com as recomendacdes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA), da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC), da International Brain Research
Organization (IBRO), do Council for International Organizations of Medical Sciences
(CIOMS) e da CEUA da UFRGS (CEUA).

3.4.  Andlise da cobertura de muco e da estrutura tecidual em intestino grosso

Através de uma andlise histopatoldgica foi possivel avaliar a cobertura do muco do
intestino grosso destes animais. Apo0s os tecidos serem extraidos estes foram fixados em
formaldeido 10%, que entdo foram desidratados com etanol, hialinizados com xileno e
embebidos em cera de parafina & 56°C. As porg¢des entdo puderam ser coradas com solugdo de
AB-PAS (Alcian blue-periodic acid Schiff) como descrito por Jin et al. (2018%). Utilizando-se
de softwares para contagem de pixels como o ImageJ, foi possivel quantificar a cobertura do

muco nas porg¢des do intestino desejadas.
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Também foi analisado a estrutura geral do tecido por meio da coloracdo de Hematoxilina
e Eosina (HE) a fim de observar se a “arquitetura” da mucosa esta alterada, se ha edema na
sub-mucosa e nos grandes vasos linfaticos, e também se existe a infiltracdo de células

inflamatdrias na mucosa e sub-mucosa.

3.5.  Andlise da Microbiota Cecal e da disbiose causada por metilmercurio e

microplastico

A fim de avaliar a disbhiose que pode estar sendo causada pelo modelo proposto é
necessario avaliar os perfis da comunidade microbiana nestes animais. Isso foi avaliado

através da extracdo e amplificacdo de DNA de amostras do ceco.

3.5.1. Extracdo de DNA

As extracOes foram feitas utilizando QIAmp DNA Stool Mini Kit da marca QIAGEN
(#51504), especifico para extracdo de DNA fecal. As amostras de material genético extraido

foram armazenadas a -20 °C para amplificacdo e posterior purificacéo.

3.5.2. Amplificagdo do DNA

Os primers utilizados para amplificacdo por PCR foram os oligos F515 e R806.

3.5.3. Sequenciamento de alto desempenho dos produtos de amplificacdo dos genes

de interesse

Para analise metagendmica das comunidades presentes nas amostras fecais, os fragmentos
dos genes 16S gerados por PCR foram submetidos ao sequenciamento de alto desempenho
utilizando-se um sequenciador lonPersonalGenomeMachine (PGM) System (Life

Technologies).

3.6.  Padronizacao das Amostras

Para a quantificagdo de marcadores de dano oxidativo as amostras foram homogeneizadas
utilizando 400 pL de tampao fosfato salina (PBS) em homogeneizador de tecidos Cole-
Parmer LabGEN 125. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4°C e 0
sobrenadante foi transferido para um novo tubo para a técnica de quantificagdo. A
concentracdo total de proteinas dos homogenatos foi feita através do método de Bradford e

utilizado para a normalizacdo dos dados. Brevemente, as amostras foram diluidas, 10 pL das
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amostras foram transferidos para um tubo com 90 pul. de NaCl e adicionado 1 mL de
Comassie blue e incubado em temperatura ambiente por 10 minutos. 200 plL da solugdo
desses tubos foram transferidos para placas de 96 pocos e a leitura foi feita a 532 nm
(Bradford, 1976).

3.7. E.LILSA

Proteinas de juncdo como a Claudina-5 e Ocludina e citocinas proinflamatérias como a
Interleucina-1p foram dosadas em tecidos de intestino grosso ao fim do tratamento através da
técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sendo possivel quantificar niveis

de imuno contetdo celular e perfil inflamatdrio destes animais.

Foram utilizadas placas ELISA especificas adquiridas da Greiner Bio-One. A solucao
de substrato TMB foi adquirida da Thermo Fisher, nimero de catalogo #002023. O Tween-20
para preparacao do tampédo de lavagem foi adquirido da Kasvi, nimero de catalogo #K9-9191.
Todos os anticorpos utilizados neste manuscrito foram adquiridos da Abcam (Cambridge,
Reino Unido) e diluidos nas concentrac@es 1:2000 e 1:4000 para uso. Os nameros de catalogo
dos anticorpos séo os seguintes: Claudina-5 (4C3C2), Ocludina: (OC-3F10), Interleucina-1
(abh9722)

As amostras foram homogeneizadas e normalizadas em tampéo fosfato 50 mM
(KH2PO4 e K2HPOg4, pH 7,4). A concentracdo final utilizada para todas as amostras foi de
20pg/ml. As amostras homogeneizadas foram colocadas em placas de ELISA e incubadas por
24 horas e depois lavadas trés vezes com tampao de lavagem (PBS 10mM, NaCl 150mM e
Tween-20 0,05%). Posteriormente, foram adicionados 200 uL de anticorpo primario (1:2000)
e a incubacdo foi realizada por 2 horas em temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés
vezes com tampdo de lavagem e incubadas com anticorpo secundario anti-lgG de coelho e
camundongo ligado a peroxidase adquiridos da Merck numa concentracdo de 1:4000 durante
2 horas. Apds lavar a placa trés vezes com tampao de lavagem, 100 pL de solucdo de
substrato (kit de deteccdo espectrofotométrica ELISA TMB, marca Life Technologies) foram
adicionados a cada pogo e incubados por 10 min. A reacédo foi finalizada com 50 pL/pogo do
reagente de parada, acido sulfdrico H2SOs 2 M e a absorbancia lida a 450 nm em
espectrofotdmetro (SpectraMax® i3). Os resultados sdo expressos em porcentagem relativa

aos grupos controle.
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3.8.  Quantificacdo de marcadores de Dano Oxidativo

O dano oxidativo a biomoléculas foi avaliado a partir da quantificagdo de marcadores
de dano oxidativo a lipidios e proteinas nos tecidos de intestino grosso e intestino delgado. A
formacéo de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi utilizada como parametro
de lipoperoxidacdo. Elas foram quantificadas por uma reacdo &cida de aquecimento com acido
tiobarbitdrico, sendo amplamente adotado como medida de dano oxidativo a lipidios (Draper
e Hadley, 1990). Resumidamente, as amostras foram misturadas com 0,6mL de &cido tricloro-
acetico 10% e centrifugadas (10,000xg 10 min). O sobrenadante foi misturado a 0,5mL de
acido tiobarbitdrico 0,67% e aquecido em banho-maria em agua fervente por 25 min. O
contetdo de TBARS foi entdo determinado por absorbancia em espectrofotémetro a 532 nm.
Para se quantificar o dano oxidativo a proteinas nesses tecidos o contetdo tiélico foi medido
pela reacdo com 5,5-ditio-bis-(2-acido benzoéico) (DTNB) 10mM. Resumidamente, 40 ug de
proteina foram adicionados a placa de espectrofotometria e combinados com &cido bérico e
DTNB, a espectrofotometria foi entdo lida no momento 0 usando 412 nm. Ap6s 1 hora de
incubacdo, a absorbancia foi lida novamente a 412 nm. A primeira leitura foi deduzida da
ultima leitura e os resultados foram entdo normalizados para serem expressos como pmol
SH/mg de proteina. Para tidis ndo proteicos, o conteido de proteina nas amostras foi
precipitado usando TCA na concentracéo final de 20% e depois centrifugado a 10.000 x g por
10 minutos, o sobrenadante foi coletado e usado para reagir com DTNB (Ellman, 1959).

3.9.  Teste de avaliacéo de genotoxicidade

O teste de microndcleo (MN) foi realizado a fim de identificar, a partir do teste
citogenético, possiveis alteracdes cromossdmicas baseando-se no aumento da frequéncia de
eritrocitos policromaticos (PCE) com MN. Resumidamente, a técnica consistiu na retirada do
fémur dos animais, com uma seringa previamente preenchida com soro bovino fetal realizou-
se lavagens dentro do fémur onde o conteudo foi previamente coletado em microtubos e
homogeneizados utilizando uma pipeta Pasteur. Posteriormente esses microtubos foram
centrifugados a 1000 rpm por 5 minutos, 500 uL de sobrenadante foram ressuspendidos com
as células, com essa mistura foi entdo realizado o esfregaco das laminas, onde as mesmas
foram secadas verticalmente e posteriormente fixadas por 7 minutos com metanol. Para a
coloragdo foram utilizados o corante Giemsa, permitindo a diferenciagdo de eritrocitos

policromaticos e normocromaticos (NCE), apos certificada a qualidade da colora¢cdo montou-
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se a lamina permanente, laminulas foram fixadas com resina. Em aumento de 200 a 400 vezes
avaliou-se a qualidade das laminas, em aumento de 1000x e imersdo foram analisados a
presenca de MNs, os critérios usados para avaliar a presenca dos MNs foram sua coloragéo e
seu tamanho, esse ultimo foi considerado quando 1:10 do tamanho de PCEs. Resultados
foram expressos pela propor¢do de PCE/NCE e também pelo nimero de MN por 1000 células
(Lovell, D., et al 2020).

3.10. Andlise Estatistica

Para o célculo estatistico dos resultados obtidos utilizou-se do Software Graphpad Prism
6, e 0 teste empregado foi ANOVA de uma via com pdés-teste de Bonferroni. Diferencas
foram consideradas significantes quando P<0.05.

4. Resultados

4.1. Consumo de agua, ganho de peso e comprimento intestinal

Foi avaliado o consumo de agua dos animais, foi realizado o controle da quantidade em
mililitros por gaiola que foram consumidos durante 5 semanas (Figura 1A). Todos 0s grupos
expostos beberam significativamente menos agua do que o grupo Controle (MP: p<0,0001;
MeHg: p<0,0001; MP+MeHg: p<0,0001) sem grandes diferencas entre eles (Figura 1B). A
relacdo de diferenca de peso entre 0s animais ndo se mostrou pronunciada (Figura 1C), ja o
tamanho em comprimento dos intestinos delgado (MP: p=0,0025; MeHg: p<0,0001;
MP+MeHg: p=0,0059) e intestino grosso (MP: p=0,0056; MeHg: p=0,0009; MP+MeHg:
p=0,0032) dos animais que foram expostos a algum dos 3 tratamentos apresentaram-se com

tamanho menor aqueles do grupo Controle, resultados expressos na Figura 1D-E.

4.2.  Coloracdo de H&E e quantificacdo de proteinas de juncéo e Interleucina-1§

Para verificar a integridade do tecido e sua estrutura geral, foram realizados cortes
histologicos do célon desses animais que por sua vez foram corados por hematoxilina-eosina
(H&E), vistos na Figura 2. Através dessa coloracao, nao foi possivel observar uma perda geral
da integridade intestinal com scoring histolégico quando comparados aos modelos de Colite
Ulcerativa. Porém, foi possivel observar que no grupo tratado com MP+MeHg a arquitetura
da mucosa se apresentou danificada havendo presenca consideravel de edema e infiltracdo de
células inflamatorias, como macréfagos, na regido da submucosa intestinal. No grupo MeHg

também foram encontradas células inflamatdrias, porém tais células s6 foram observadas na
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regido da mucosa do tecido, o que pode indicar um aumento na permeabilidade da barreira

intestinal.

Foram quantificados os niveis de duas proteinas responsaveis pela adesdo célula-célula,
Claudina-5 e Ocludina e niveis de citocinas pré-inflamatorias IL-1p no colon dos animais
expostos aos contaminantes, Figura 3. Observamos uma diminui¢do nos niveis de Claudina-5
nos grupos expostos aos poluentes isolados (MP: p=0,0077; MeHg: p=0,0131) e em conjunto
(MP+MeHg: p=0,0018) comparados ao grupo Controle (A), observamos também uma
diminuicdo dos niveis de Ocludina nos grupos isolados (MP: p=0,0003; MeHg: p=0,0009) e
em conjunto (MP+MeHg: p=0,0001) quando comparados aos do Controle (B). Niveis de
citocina pro-inflamatoria IL-1p também foram quantificados (C), aqui nossos resultados
revelaram que o0s grupos expostos aos poluentes isolados (MP: p=0,0003) e em conjunto
(MP+MeHg: p=0,001) expressaram niveis acima da média do nosso grupo Controle, porém

esse resultado ndo foi significativo para o MeHg isolado.

4.3. Andlise da cobertura de muco e da microbiota cecal

Foram também realizados cortes histologicos com o objetivo de observar e avaliar a
quantidade de mucina nesse tecido e, para isso foi adotado a metodologia de coloracéo por
Alcian Blue, o qual tem grande especificidade em corar mucinas &cidas. As imagens
representativas de cada um dos grupos expostos podem ser encontradas na figura 4,
juntamente do grafico de colunas utilizado para representar a quantificacdo dessa cobertura no
célon, onde a area da mucosa intestinal no grupo MeHg e no grupo de coexposicao
apresentaram valores estatisticamente menores do que o grupo Controle (MeHg: p=0,0032;
MP+MeHg: p=0,0037).

Foi extraido o RNA do bolo cecal dos animais expostos, e realizado um sequenciamento
das regides 16S por meio do PGM para que pudéssemos avaliar a diversidade e prevaléncia da
populacdo bacteriana na microbiota dos animais. Através do software Rstudio foi observado a
alfa diversidade por meio de Chaol, Fisher, Simpson, e Shannon (Dados nao apresentados).
Também foi montado um metacoder (Figura 5) para representar a comparacdo de todos os
grupos experimentais utilizando a diversidade de familias. Quando comparados com o
Controle, os resultados indicam que a contaminagao por microplasticos aumenta a prevaléncia
das familias Enterobacteriaceae e Veillonellaceae, bem como de alguns géneros da familia

Lachnospiraceae. O metilmercurio aumentou a abundancia da familia Aerococcaceae e alguns
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géneros das familias Lachnospiraceae e Ruminococcaceae, ambos da classe Clostridia. Além
disso, a coexposicdo aumentou a abundancia da familia Oscillospiraceae e a abundéncia da

familia Prevotellaceae, o que ndo foi observado durante a exposicao individual.

4.4. Quantificacdo de marcadores de dano oxidativo nos intestinos e de
avaliacao da genotoxicidade

A Figura 6 apresenta os resultados para a quantificacdo de grupamentos tidis (-SH) totais
e ndo proteicos, e também de TBARS no intestino delgado (A-C) e no intestino grosso (D-F),
importantes marcadores de dano oxidativo as macromoléculas. Nossos resultados mostram
que os grupos de exposicdo e coexposicao possuem diferencas significativas nos grupamentos
-SH totais no intestino delgado (A) quando comparados com o Controle (MP: p=0,0002,
MeHg: p<0,0001, MP+MeHg: p<0,0001). Além disso, ha uma diferenca significativa também
entre o grupo MP e o grupo MP+MeHg (p=0,0335). A quantificacdo de -SH ndo proteico (B)
apresentou diferencas significativas nos grupos de exposicdo e coexposicdo quando
comparados com o Controle (MP: p=0,0039; MeHg: p=0,0009; MP + MeHg: p< 0,0001),
também ha uma diferenca significativa entre os grupos de exposicdo comparados ao grupo de
coexposicdo (MP: p=0,0086; MeHg: p=0,0386). Resultados da quantificacdo de espécies
reativas a TBARS esta representada no grafico C, o qual nos mostra que o grupo MP, bem
quanto o grupo de exposicdo conjunta, quando comparados ao grupo Controle, tiveram seus
valores aumentados (MP: p=0,0034; MP+MeHg: p=0,0001), o grupo MeHg apresentou

diferenca significativa quando comparado ao grupo de coexposicao (p=0,488).

Resultados para a quantificacdo de marcadores oxidativos em intestino grosso também
indicam uma alteracdo nestes marcadores, particularmente durante a coexposi¢do. Os
resultados de grupamento -SH total (D) para esse tecido apresentaram diferencas
significativas entre o grupo MeHg e MP+MeHg quando comparados ao grupo Controle
(MeHg: p=0,0015; MP+MeHg p=0,0016), para o grupamento -SH ndo proteico (E) as
diferencas foram significativas entre 0s nossos grupos de exposi¢cdo e coexposi¢do quando
comparados ao grupo Controle (MP: p=0,0002; MeHg: p=0,359; MP+MeHg p<0,001),
diferencas significativas também foram apresentadas quando comparados o grupo MeHg ao
grupo MP+MeHg (p=0,0382), que apresentaram seus niveis reduzidos. Resultados da
quantificacdo de espécies reativas a TBARS (F) tiveram aumento estatisticamente

significativo apenas no grupo de coexposi¢do comparado ao grupo Controle (p=0,167).
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Para determinacgéo de toxicidade da medula foi avaliado a propor¢édo de PCE/NCE (Figura
7A), diferencas significativas podem ser vistas quando comparados o grupo MeHg e o grupo
MP+MeHg com o grupo Controle (MeHg: p=0,0013; MP+MeHg<0,0001), os niveis totais de
micronucleos também foram quantificados (Figura 7B), nossos resultados apontam aumento
destes niveis no grupo de coexposi¢cdo quando comparado ao grupo Controle (MP+MeHg:
p=0,0173).

5. Discussao

5.1. Exposicdo aos contaminantes leva a uma alteracdo na arquitetura tecidual,
perda de moléculas de adesdo e aumento da sinalizacédo inflamatéria no célon

A exposicdo ao MP provoca inflamacao leve ou moderada na regido do colon no intestino
grosso, caracterizada por leve infiltracdo inflamatéria da mucosa, ativagdo de vias de
sinalizacdo pro-inflamatdrias e aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatorias, como
demonstrado no trabalho de Zolotova et al (2023). Além disso, a exposi¢do oral ao MeHg
pode levar a disturbios metabolicos no intestino. Segundo estudos in vivo, 0 MeHg induz o
aumento de células inflamatdrias no sistema mucoso gastrico, além de danificar as vilosidades
e criptas do intestino delgado e grosso (Lin et al., 2021b), a exposi¢do ao MeHg em doses
elevadas também ja foi relacionada a necrose leve das células intestinais (Bottino et al., 2016;
Ruan et al., 2019) e alteracGes nas juncdes aderentes e resposta imune intestinal (Tian, X.
2023). Através da coloragdo H&E realizada em nossas amostras, foi possivel visualizar o
acumulo de células inflamatdrias nas regides da submucosa e mucosa, tanto na exposi¢do ao
contaminante MeHg quanto na exposicdo ao MP+MeHg (Fig.2). Também foi possivel
observar um encurtamento nas criptas celulares nos trés tratamentos, diferente do grupo
Controle, o qual mostrou suas criptas profundas e bem recortadas, refor¢ando resultados de
estudos em ratos in vivo, onde foi achado a presenca de um grande nimero de aglomerados
inflamatdrios e danos nas vilosidades e paredes intestinais, tanto no intestino grosso quanto no
delgado (Tian et al., 2022).

Os niveis de moléculas de adesdo como claudinas, ocludinas, e caderinas s&o
importantes para manter a plena estrutura do epitélio, essas proteinas que unem enterdcitos
adjacentes sdo cruciais para a manutencéo e integridade da barreira epitelial (Suzuki et al., al
2020), principalmente em tecidos como o intestino. A perda destas moléculas no intestino e
da arquitetura do tecido intestinal, assim como elevada sinalizacdo inflamatdria e presenca de

celulas imunes, é caracteristico de doengas inflamatorias intestinais e da perda do epitélio
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intestinal, podendo levar a sangramentos por exemplo (Roessner et al., 2008). Nossos
resultados indicam uma consideravel perda de algumas destas moléculas durante a exposicdo
aos contaminantes, onde os niveis de Ocludina-5 e Claudina (Fig.3A&B) apresentaram-se
inferiores aos do grupo Controle, mostrando uma permeabilidade aumentada nesses tecidos.
Além disso, foram quantificados os niveis da citocina pro inflamatoria IL-1p (Fig.3C), nossos

resultados indicam um aumento desta citocina nos grupos de exposi¢do aos contaminantes.

5.2. Aarquitetura alterada pode ser um indicativo da perda de produc¢do do muco
devido & uma alteracdo na microbiota dos animais

A barreira quimica do intestino € composta por muco secretado por células epiteliais
intestinais, sucos digestivos e substancias bacteriostaticas secretadas por bactérias, uma
producdo perturbada de muco pode indicar dano celular (Tian et al., 2022). A perda de muco
ou menor expressao de genes produtores de muco j& foi observado para a contaminacdo de
MP durante alguns estudos envolvendo roedores (Jin, Y. et al., 2019; Zolotova et al., 2023).
Também ja foi revisado que o MeHg pode levar a alteragdes da microbiota intestinal e
producdo anormal de metabdlitos (Tian, X. et al 2023). Aqui avaliamos a cobertura de muco
intestinal através de cortes histologicos do célon dos animais perfundidos e utilizando a
coloracdo de Alcian Blue. Através dessa técnica foi possivel observar que a exposicao
individual com MP ndo obteve diferenca significativa do grupo Controle, porém a exposi¢do
ao poluente MeHg e a exposicdo ao MP + MeHg induziram uma menor cobertura de muco

em comparagdo com nosso grupo Controle (Fig.4).

Nesse trabalho, ndo foram investigadas as expressdes de genes produtores de muco
nesses animais, e isso pode ser considerado um ponto fraco do trabalho. No entanto, aqui n6s
realizados a extracdo de RNA e sequenciamento da microbiota cecal dos animais, e outra
hipo6tese para explicar essa perda da producdo de muco observada no célon, pode ser a perda
da diversidade e de organismos que estimulam a producdo de muco e pleno funcionamento
dessa barreira imunoldgica e fisica ao meio externo. O ceco é a porcéo inicial do intestino
grosso e é considerado um importante reservatério de microbiota pois diferente do resto do
intestino, que possui em quase sua totalidade bactérias anaerdbicas, o ceco também apresenta
uma consideravel densidade de bactérias aerobicas. Diversos trabalhos ja demonstraram que
0s MPs sdo capazes de alterar a microbiota intestinal em diferentes organismos como ratos
(Jiang et al., 2023), camundongos (Lu et al., 2018; Jin et al., 2019; Teng et al., 2022); e peixes
(Jin et al., 2018; Feng et al., 2021); (Pei et al., 2022; Usman et al., 2022). Além disso, outros
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trabalhos também j& identificaram o MeHg como um agressor da microbiota em ratos (Wang
et al., 2023), camundongos (Seki et al., 2021), peixes (Zhu et al., 2020), humanos (Yang et
al., 2022).

A familia Enterobacteriaceae € uma familia muito diversa de bactérias aerdbicas gram-
negativas e dentro dela estdo incluidos diferentes simbiontes inofensivos e também algumas
bactérias patogénicas como Salmonella e E.Coli, as diferencas observadas nessa familia para
0 grupo MP devem ser mais profundamente avaliadas. Veillonellaceae e Lachnospiraceae sao
duas familias de bactérias anaerdbicas presentes na microbiota de humanos e roedores e
também se apresentaram elevadas durante a exposicdo ao MP. O género Veillonella, da
familia Veillonellaceae, é capaz de metabolizar lactato em propionato e acetato pela via da
metil-malonil-CoA. Enquanto bactérias da familia Lachnospiraceae sdo responsaveis pela
metabolizacdo de acidos graxos de cadeia curta como butirato e acetato, estudos também ja
observaram uma contribuicdo de Lachnospiraceae para o desenvolvimento da diabetes de
ratos obesos (Kameyama & Itoh, 2014). A familia Aerococcaceae, identificada no grupo
MeHg, ja foi observada em infec¢bes humanas (Stackebrandt, 2013) e a acredita-se que a
familia Ruminococcaceae possui um importante papel na digestdo de componentes da parede
celular de plantas e, consequentemente de mucinas, ja tendo sido documentado um aumento
de Ruminococcus durante doencas inflamatdrias intestinas. A obesidade ja foi associada com
maiores niveis e maior variedade de Prevotella e uma menor abundancia de Oscillospira

(Kaplan et al., 2019) observadas no grupo MP+MeHg.

Estes dados reforcam a nossa hipdtese de que esses poluentes em conjunto podem
apresentar efeito toxico e causar uma alteracdo tanto a nivel estrutural e celular quanto no que
diz respeito a comunidade microbiana. Além disso, a producdo anormal de metabdlitos e
alteracdo nos genes para producdo de mucina podem também estar sendo responsaveis por
causar uma menor producdo de muco no epitélio intestinal causando a diminuicdo desta
barreira, permitindo que tanto a por¢do microbiana quanto o conteddo do Iimen entrem cada
vez mais em contato direto com o epitélio, causando a ativacdo de sinais inflamatorios e a
perda da arquitetura tecidual correta como tentamos demonstrar pelos resultados presentes nas

Figuras 2 e 3.
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5.3. Coexposi¢cdo depleta os niveis de GSH e causa consideravel formacao de
espécies reativas ao TBA

Alguns estudos ja observaram o papel do estresse oxidativo e da inflamacdo durante
algumas doencas intestinais como a CU (Roessner et al., 2008; Wang et al., 2022). Além
disso, niveis elevados de estresse oxidativo sdo caracteristicos de inflamacdo e displasia
tecidual alterando uma grande diversidade de fungdes celulares (Senoner et al., 2019; Teleanu
et al.,, 2022). Os tidis proteicos sdo considerados 0s principais responsaveis pela acao
antioxidante nas proteinas plasmaticas, e estdo presentes nos residuos de cisteina, 0s quais sao
suscetiveis a oxidacdo, originando dissulfetos e acido sulfirico, formas que inativam a funcéo
proteica (Moran et., al 2001). Nossos resultados mostram que a quantificacdo dos
grupamentos tiois totais nos grupos de exposicao apresentaram valores reduzidos, sugerindo a
existéncia da situacdo de estresse oxidativo maior comparados ao Controle. A glutationa
reduzida € o principal excludente de radicais livres no organismo humano, a dosagem de tiois
ndo proteicos avalia o contetdo desse antioxidante no organismo (Townsend et., al 2003).
Este antioxidante foi quantificado e obtivemos em nossos resultados a diminuicdo dos niveis
de tidis ndo proteicos nos grupos de exposicdo aos contaminantes quando comparados ao

Controle, reforgando a situagéo de estresse oxidativo em ambos os tecidos.

Apesar dos estudos envolvendo a contamina¢do com MP terem recebido mais atengdo nos
ultimos anos, poucos trabalhos avaliam o dano a grupamentos tiélicos totais e ndo proteicos,
durante a exposicdo a MP. Por outro lado, a analise desses grupamentos em estudos que
envolvam o MeHg ja € estudada hd algum tempo e algumas dessas evidéncias foram
apresentadas. Em relacdo aos lipidios, quantificou-se o dano oxidativo pela formacdo de
espécies reativas ao TBA, como o0 MDA que é formado através do ataque de espécies reativas
a um acido graxo gerando um radical peroxil que é novamente oxidado a MDA ou 4-
hidroxinonenal. Lipidios sdo um importante constituinte da membrana celular e também
desempenham um papel no citosol. As diferentes formas de dano a essas moléculas, como o
ensaio de TBARS, vém sendo utilizadas mais amplamente para quantificacdo de dano
oxidativo a lipidios quando comparado com o dano oxidativo a outras moléculas. Através
dessa metodologia, foi possivel observar um aumento nos niveis de TBARS no tecido
intestinal durante a exposi¢do aos contaminantes e que foi particularmente acentuado durante

a coexposicéo (Fig.6H&K).

25



7. Conclusao

Ao longo dos ultimos anos, tem havido uma extensa pesquisa sobre os efeitos bioldgicos
de diversos poluentes, resultando em maior compreensdo dos seus efeitos. Apesar da
relevancia, a contaminacgéo por plastico s6 comecou a receber a devida atencdo recentemente.
Nesse contexto, € contundente estudar o impacto dos contaminantes plasticos de diversas
fontes, compreendendo seus efeitos combinados com outros poluentes, a fim de entender
como a presenga dos MPs no ser humano pode contribuir para o desenvolvimento de

diferentes doencas.

Nesse estudo, observamos mudancas na arquitetura do epitélio do c6lon além de presenca
de aglomerados de células inflamatorias. Também foram quantificados os niveis de proteinas
de adesdo, como Claudina-5 e Ocludina, onde os mesmos apresentaram-se reduzidos nos
grupos expostos aos poluentes. Apesar dos esfor¢cos para o entendimento dos danos causados
por MPs e MeHg mais estudos devem ser realizados, analises mais completas da estrutura e
arquitetura do tecido por meio de imunofluorescéncia, ou também através do uso de técnicas
como Western Blotting e rtPCR para quantificacdo das proteinas de adesdo aqui observadas
ou dos genes responsaveis por elas e também por outras moléculas de adesdo presentes nas

juncoes célula-célula.

Nossos resultados mostram que principalmente o0 MeHg e o0 MP+MeHg levaram a uma
area de muco reduzida e que isso possivelmente tenha uma ligagdo com alteragcBes na
microbiota destes animais. Técnicas como a PCR elucidariam para se observar a expressao de
genes como MUC1 e MUC2 e também analises mais criteriosas e a nivel de género da
composicao microbiana destes animais para que possamos melhor compreender 0s processos

em que essas bactérias estdo envolvidas.

E importante ressaltar, que 0 TBARS é um ensaio ndo especifico para quantificacdo de
grupamentos MDA e, dessa forma, avaliar também outros marcadores de dano oxidativo a
lipidios, como a formacéo de 4-hidroxinonenal e dienos conjugados, e também a oxidacao a
outras moléculas, como proteinas, € importante para avaliar o espectro redox completo da
contamina¢do por MP e/ou MeHg nos trabalhos futuros. Avaliar também o papel destes
contaminantes para o desenvolvimento ou colaboracdo de doengas inflamatdrias intestinais,
como Colite Ulcerativa e a Doenga de Chron, podem também ajudar a melhor

compreendermos o papel destes contaminantes em condi¢cBes humanas ja existentes.
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Legenda Figura 1: (A) Volume de &gua consumido mensalmente por gaiola. (B) Volume
total de agua consumido por gaiola (C) Peso dos ratos ao final do tratamento. (D) Ratos dos
grupos tratados apresentaram comprimento reduzido do intestino delgado comparados ao
grupo Controle. (E) Os grupos tratados também tiveram encurtamento do intestino grosso
quando comparados aos animais do Controle. As médias foram comparadas entre si e
analisadas por ANOVA de uma via seguido de pos teste de Bonferroni. As diferencas

estatisticas estdo representadas por * quando p < 0,05 média + desvio padréo.
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Figura 2:

Legenda Figura 2: Laminas representativas em tecido de colon coradas com H&E, onde é
possivel observar as camadas da mucosa (m) e submucosa (sm) do tecido. No grupo MeHg é
possivel observar um aglomerado de células inflamatorias (setas em azul) na regido da
mucosa intestinal, no grupo da coexposi¢do o aglomerado de células inflamatérias encontrou-
se presente na regido da submucosa intestinal.
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Figura 3:

Legenda Figura 3: Gréaficos da quantificacdo de Claudina-5 (A), Ocludina (B) e IL-1B (C)
em colon através da E.L.I.S.A., resultados estdo representados pela média em relacdo ao
Controle. Os dados foram submetidos a ANOVA de uma via utilizando um poés-teste de

Bonferroni, os * representam diferencas estatisticas quando p < 0,05 média + desvio padrao.
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Figura 4:

Legenda Figura 4: Imagem representativa da quantificacdo do corante azul de alciano em
cortes histoldgicos do colon dos animais expostos (A), gréficos de barra dos valores da
quantificacdo das laminas de azul de alciano no célon (B). O grupo MeHg assim como o
grupo de exposicdo conjunta obtiveram menor area de muco quando comparados ao Controle
indicando uma perda dessa barreira no tecido destes animais. As médias foram comparadas
entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido de pés teste de Bonferroni. As
diferencas estatisticas estdo representadas por * quando p < 0,05 média + desvio padrao.
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Figura 5:

Legenda Figura 5: Taxons metacodificados de amplificacdo da microbiota cecal, a arvore
cinza deve ser usada como chave. Um taxon colorido de marrom é mais abundante no grupo
experimental da coluna, enquanto um taxon colorido de verde é mais abundante no grupo

experimental da linha.
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Figura 6:
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Legenda Figura 6: Quantificagdo de marcadores de dano oxidativo em tecido de intestino
delgado (A-C) e intestino grosso (D-F) ap0s exposi¢do aos contaminantes. Onde o (A e D)
representam -SH total, em (G e J) -SH néo proteico, (C e F) apresentam a quantificacdo de
espécies reativas ao TBARS. As médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA
de uma via seguido de poés teste de Bonferroni. As diferencas estatisticas estdo representadas

por * quando p < 0,05 média * desvio padrao.
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Legenda Figura 7: Quantificacdo da razdo entre eritrocitos policromaticos (PCE)/eritrdcitos
normocromaticos (NCE) (A) e o total de células micronucleadas por mil células (B). As
médias foram comparadas entre si e analisadas por ANOVA de uma via seguido de poés teste
de Bonferroni. As diferencas estatisticas estdo representadas por * quando p < 0,05 média *

desvio padréo.

40



