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“E preciso estudar muito para saber um pouco.”
Montesquieu



AGRADECIMENTOS

Com o coracao repleto de gratiddao agradego a Deus por todo o seu cuidado em minha
vida. Desde o inicio da graduacao Ele colocou esse sonho em meu coragdo para que hoje eu
pudesse realiza-lo. Nao foi facil, mas Deus esteve comigo em todos esses momentos. A Nossa

Senhora das Gragas que sempre me conduziu com amor e carinho de mae.

A minha orientadora Mariana Machado Neves, por sua acolhida, por sua
disponibilidade em me auxiliar no desenvolvimento desta pesquisa € para que superassemos
todas as dificuldades ao longo do mestrado. Obrigada pela paciéncia e por todos os conselhos

e trocas que tivemos.

Agradeco a toda a minha familia, em especial, aos meus pais Jormiro e Silvani, e ao
meu irmao Murilo. Vocés sdo a minha base. Obrigada por todo apoio e por ndo medirem
esfor¢cos para eu chegasse até aqui. De modo muitissimo especial agradeco a minha mae, a

bidloga que eu tenho mais orgulho. Essa vitoria € nossa!

Ao meu marido Rodrigo, que me apoiou em todas as circunstancias. Obrigada por ser
meu apoio, por me dar for¢as e sempre acreditar em mim. Vocé foi insubstituivel nessa
jornada e ainda colocou a mao na massa nas mais diversas situa¢des. Obrigada por tudo! Eu te

amo e sempre serei grata por sua bondade e apoio nessa fase das nossas vidas.

A Carol e o Mateus, que mesmo de longe, se fizeram presente. Obrigada por sempre

torcerem por mim.

Aos amigos de Vicosa, Mirian, Luiz, Renner, Isabela, Thaina, Camila, Elizabeth,
Willian e Pedro, obrigada por deixarem essa jornada mais leve. Obrigada por cada risada,

desabafos, rolé aleatorio e por me ajudarem sempre.

Aos amigos do LARAT. Obrigada por toda ajuda e pelos ensinamentos ao longo do
mestrado. Vocés sdo incriveis e eu sou muito grata por tudo que aprendi com vocés. Obrigada

por todos os cafezinhos, conversas e risadas.

Gostaria de enfatizar a minha gratidao ao Luiz e a Mirian. Luiz, obrigada por ter me
guiado e me ajudado com o seu jeitinho desde o primeiro dia em que cheguei no LARAT.

Obrigada por compartilhar seus conhecimentos. Mirian, obrigada por sempre me ajudar a



pensar em uma solu¢do para cada problema e por dividir comigo essa jornada de

aprendizados. Agradeco a vocés por todo o companheirismo que tivemos.

Aos professores pelos ensinamentos e por sempre estarem disponiveis em me ajudar.
Em especial gostaria de agradecer a Sirlene, por compartilhar seus conhecimentos (que ndo
sdo poucos) que me fizeram gostar tanto do sistema digestorio. Nossa troca foi fundamental
para esse estudo e agradeco pela sua contribui¢do nesse trabalho. Aos professores Clovis e
Sérgio da Matta, obrigada por cada duvida que vocés me esclareceram e por todo o

aprendizado.

Agradeco a Universidade Federal de Vigosa, a mais linda do Brasil, e ao
Departamento de Biologia Geral. Sou grata por ter tido essa oportunidade e pelas vivéncias

que me fizeram amadurecer.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

concessdo da bolsa de estudos.

A todos que, direta ou indiretamente, ajudaram para que o presente estudo se tornasse

realidade. Essa vitoria é nossa!



RESUMO

OLIVEIRA, Mariana Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2023. Efeitos
da coexposicio subcronica ao arsénio e niquel sobre parametros histologicos e oxidativos
no intestino delgado de ratos Wistar adultos. Orientadora: Mariana Machado Neves.

Nas ultimas décadas, a exploracdo exponencial dos recursos hidricos e terrestres tem
preocupado populacdes em todo o mundo devido a liberagdo de poluentes no ambiente. Seres
humanos s3o expostos diariamente a misturas de metais toéxicos como arsénio e niquel,
conhecidos pelos prejuizos a satide humana e animal. Sendo que uma das vias no organismo €
o intestino delgado no que diz respeito a contaminacdo de alimentos e dgua. Sabe-se que
metais pesados podem causar danos ao intestino delgado e interferir na sua microbiota
intestinal. Poucos estudos, porém, reportam danos ao intestino quando da exposi¢do a mistura
de metais. Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da coexposicao de niquel e
arsénio no trato intestinal de ratos Wistar. Ratos adultos foram distribuidos em cinco grupos
experimentais (n = 10/ grupo): controle (sem ingestio de metais), I mg L! arsénio (As), 7 mg
L niquel (Ni), coexposi¢io com 1 mg L' As + 7 mg L Ni (AsNi [+]) e coexposi¢io com
0,01 mg L' As + 0,07 mg L' Ni (AsNi [-]). Os animais tiveram acesso as solug¢des (arsenito
de sodio e cloreto de niquel) por meio da agua de beber ad libitum por 70 dias, sendo
eutanasiados 24 h ap6s a ultimo dia de exposi¢do. O intestino foi dissecado e dividido em
duodeno, jejuno e ileo para realizacdo de andlises histologicas e oxidativas. Os dados foram
submetidos aos testes ANOVA e Tukey (p = 0,05). Os resultados mostraram que ratos dos
grupos AsNi [-] e AsNi [+] apresentaram maior diametro de vilosidades e ldmina propria em
todas as regides intestinais. As alteracdes histologicas observadas incluiram infiltrado
inflamatorio, congestao, fusdo de vilosidades e descamacdo celular. Ratos desses dois grupos
apresentaram aumento na area das mucinas acidas em todas as regides. A atividade de
catalase foi maior em ratos que ingeriram a maior concentragdo de niquel e arsénio. Ja a
atividade de glutationa s transferase foi menor em todos os animais expostos aos dois metais,
juntos ou isolados. Nao foram observadas alteragdes na biometria corporal. Pode-se concluir
que, a coexposicao em um periodo subcrdnico causou alteragdes histologicas e oxidativas nas

regides intestinais estudadas, mas sem aparente comprometimento na sua funcionalidade.

Palavras-chave: Trato digestivo. Metais pesados. Toxicidade. Estresse oxidativo.

Histopatologias.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Mariana Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2023. Effects
of subchronic co-exposure to arsenic and nickel on histological and oxidative parameters
in the small intestine of adult Wistar rats. Adviser: Mariana Machado Neves.

In recent decades, the exponential exploitation of water and land resources has worried
populations around the world due to the release of pollutants into the environment. Human
beings are exposed daily to mixtures of toxic metals such as arsenic and nickel, known to be
harmful to human and animal health. One of the pathways in the body is the small intestine
when it comes to contamination of food and water. It is known that heavy metals can cause
damage to the small intestine and interfere with your intestinal microbiota. Few studies,
however, report damage to the intestine when exposed to a mixture of metals. Therefore, the
objective of this study was to evaluate the effects of co-exposure of nickel and arsenic in the
intestinal tract of Wistar rats. Adult rats were distributed into five experimental groups (n =
10/group): control (no metal intake), 1 mg L-1 arsenic (As), 7 mg L-1 nickel (Ni), co-
exposure with 1 mg L- 1 As + 7 mg L-1 Ni (AsNi [+]) and co-exposure with 0.01 mg L-1 As
+ 0.07 mg L-1 Ni (AsNi [-]). The animals had access to the solutions (sodium arsenite and
nickel chloride) through drinking water ad libitum for 70 days, being euthanized 24 h after the
last day of exposure. The intestine was dissected and divided into duodenum, jejunum and
ileum to perform histological and oxidative analyses. The data were subjected to ANOVA and
Tukey tests (p = 0.05). The results showed that rats from the AsNi [-] and AsNi [+] groups
had larger villi and lamina propria diameters in all intestinal regions. Histological changes
observed included inflammatory infiltrate, congestion, villus fusion and cellular
desquamation. Rats from these two groups showed an increase in the area of acidic mucins in
all regions. Catalase activity was greater in rats that ingested the highest concentration of
nickel and arsenic. Glutathione transferase activity was lower in all animals exposed to both
metals, together or alone. No changes were observed in body biometrics. It can be concluded
that co-exposure in a subchronic period caused histological and oxidative changes in the

intestinal regions studied, but without apparent impairment in their functionality.

Keywords: Digestive tract. Heavy metals. Toxicity. Oxidative stress. Histopathologies.
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1. Introducio geral

Elementos quimicos ocorrem naturalmente na crosta terrestre. Eles sdo liberados
lentamente no ambiente devido a processos naturais, como erosdo, lixiviagdo, processos
vulcanicos e fontes termais (Sall et al., 2020). No entanto, atividades antrépicas, como
agricultura, mineragdo, industrializacio e producdo de residuos quimicos, aceleram a
biodisponibilidade de minerais no ambiente. O problema acontece quando alguns desses
elementos biodisponiveis sdo toxicos e se tornam uma ameaga a satide, por ndo exercerem um
papel fisioldgico no organismo (Machado-Neves, 2022). Por exemplo, animais e vegetais
podem absorver esses elementos que, nos tecidos, causam o aumento das reacdes de
oxidacao-reducdo produzindo radicais livres (Fu & Xi, 2020). Esses radicais livres reagem
com componentes estruturais das células, como lipideos, proteinas e 4cidos nucleicos. A
exposicdo a elementos metalicos e metaloides pode ocorrer através da dgua, ar e alimentos
(Ibrahim et al., 2006; Orloff et al., 2009; Wu et al., 2013; Couto-Santos et al., 2020). Dentre
esses metais podemos destacar os metais pesados (Ibrahim et al., 2006; Orloff et al., 2009;
Wu et al., 2013). No contexto toxicologico, os metais pesados formam um grupo variado de
elementos, como cddmio, mercurio, chumbo, cromo, arsénio e niquel, que apresentam grande
potencial de bioacumular no corpo e causar danos teciduais mesmo em baixas concentragdes
(Alamdar et al., 2016).

Apesar de serem classificados como metais pesados, o arsénio (As) ¢ um metaloide,
enquanto o niquel (Ni) ¢ um elemento de transi¢do. O As ¢ quimicamente classificado como
metaloide por apresentar, a0 mesmo tempo, caracteristicas de metais e ndo metais (Bhardwaj
et al., 2021). Pode ser encontrado na 4dgua de beber em suas formas inorgéanicas altamente
soliiveis, arsenito (As*") e arsenato (As>") (Orloff et al., 2009). J4 o Ni é um elemento de

transi¢do por possuir o subnivel de energia d incompleto (Yruela, 2013). Os sais de Ni de
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acidos organicos possuem alta solubilidade em agua, e sais de Ni de acidos inorganicos
geralmente sdo insoluveis (Genchi et al., 2020).

A toxicidade do As e do Ni depende de suas caracteristicas fisico-quimicas, além do
tempo de contato, da concentragdo absorvida e vias de exposi¢do (Genchi et al., 2020).
Estudos mostram que a exposi¢ao cronica ao Ni pode causar varios efeitos adversos a saude
dos seres humanos, como cancer no aparelho respiratdrio, doengas cardiovasculares e renais,
fibrose pulmonar e doencgas gastrointestinais (McGregor et al., 2000; Denkhaus & Salnikow,
2002; Seilkop & Oller, 2003; Genchi et al., 2020). J4 para o As, uma vez ingerido, tanto o
arsenato quanto o arsenito sdo absorvidos e transportados pelo sangue até os tecidos (Subhani
et al., 2015; Alamdar et al., 2016) Além disso, eles podem ser biotransformados e retidos nos
tecidos (Goldhaber, 2003; Kobayashi et al., 2005). Metabdlitos intermediarios do As, além de
eliminados na urina, podem se acumular em varios 6rgdos, como rim, pulmio, figado,
testiculos, intestino e cérebro (Chen et al., 1992; Vahter, 2002; Souza et al., 2016).

Os metais pesados podem ser encontrados juntos na natureza (Khan et al., 2019; Li et
al., 2019; Vormittag et al., 2021) e, portanto, estarem disponiveis como um coquetel de metais
para os seres humanos e animais (Wu et al., 2016). Os seres humanos e animais quando
expostos a esses coquetéis de metais por meio da via oral, tem como porta de entrada para os
metais no organismo o intestino delgado. A partir dele, os metais absorvidos na mucosa
intestinal sdo distribuidos para outros orgdos. Apesar de ja se estudar os efeitos de metais
pesados no intestino delgado (Arnich et al., 2000; Radike et al., 2002; Ratnaike, 2003; Wu et
al., 2013), pesquisas recentes tém estudado a relagdo deles com a microbiota intestinal (Ya et
al.,, 2019; Brabec et al., 2020; Bist & Choudhary, 2022). Mesmo assim, poucos estudos
reportam os danos causados no parénquima intestinal (Zhang et al., 2020), principalmente
considerando a mistura de metais no intestino. Por causa da importante fungdo absortiva

realizada por este 6rgdo, bem como o potencial efeito deletério dos metais no trato digestivo e
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consequentemente na homeostase do organismo, formulou-se a hipdtese de que a coexposi¢ao
ao niquel e ao arsénio afeta o intestino delgado de ratos Wistar adultos. Para testar essa
hipodtese, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos da coexposi¢ao oral ao arsénio e
niquel, em diferentes concentracdes, sobre parametros histologicos e oxidativos do intestino

delgado.

2. Revisao de literatura

2.1 Metais pesados

Os metais pesados sdo um grupo variado de elementos naturais que possuem um alto
peso e densidade atdmica (> 5 g/cm®) (Festa & Thiele, 2011). Os metais pesados podem ser
classificados em dois contextos diferentes. Do ponto de vista fisioldgico, alguns possuem
funcdes relevantes para os seres vivos, como ferro e o zinco (Souza et al., 2016). Do ponto de
vista toxicologico, outros elementos que ndo metais podem ser incluidos neste grupo, por
serem prejudiciais a saude humana e animal se acumulados no corpo ao longo do tempo.
Neste contexto, os metais pesados sdo altamente toxicos mesmo em baixas concentragoes,
como mercurio, As, chumbo, cadmio e cromo (Festa & Thiele, 2011).

Animais e seres humanos podem entrar em contato com os metais por varias vias,
como ingestao de alimentos contaminados e/ou agua potavel, contato dérmico e absor¢ao por
via inalatéria. A principal fonte de exposicdo humana a metais pesados € a agua potavel
contaminada (Fu & Xi, 2020). A contamina¢do das aguas naturais estd muito relacionada com
a expansdo das cidades e ao desenvolvimento das industrias e da agricultura intensiva. Isso
resulta em uma série de despejos mais ou menos toxicos e prejudiciais (Sall et al., 2020). Um
estudo realizado por Fu e Xi (2020) mostrou que os metais pesados na agua potavel

excederam os limites recomendados (OMS, 2011), merecendo especial atengcdo a exposi¢ao
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ao arsénio, chumbo, niquel, caddmio e merclrio e suas consequéncias para o metabolismo
humano e equilibrio antioxidante (Rehman et al., 2018; Fu & Xi, 2020).

Uma vez dentro do organismo, esses metais causam o aumento nas reagdes de
oxidacdo-reducdo produzindo radicais livres (Fu & Xi, 2020). Os radicais livres podem
interagir com componentes de membranas celulares, modificando estruturas proteicas
importantes e resultando em problemas com o transporte de substancias (Souza et al., 2016).
Além disso, os radicais livres também podem interagir com outros componentes estruturais
das células, como os lipideos e DNA. Essa intera¢cdo com os componentes celulares pode
formar espécies reativas de oxigénio. Como consequéncia, o surgimento de espécies reativas
de oxigénio inativa sistemas enzimaticos, mostrando vulnerabilidade do metabolismo

enzimatico a esses metais (Ibrahim et al., 2006).

2.1.1 Niquel

O Ni ¢ um elemento que estd presente em 3% da crosta terrestre, sendo o 24° elemento
mais abundante na Terra. Esse elemento ¢ maleavel e resistente a corrosdo e oxidagdo, por
conta dessas propriedades fisicas e quimicas o Ni possui muitas aplicagdes industriais e
comerciais, tornando seus trabalhadores expostos a esse metal (Zambelli et al., 2016). Dessa
forma, o niquel pode ser encontrado em muitos objetos de uso geral, como telefone, moedas,
brincos, relogios, implantes dentarios e ortopédicos (Schmidt & Goebeler, 2011). Com o
consumo acelerado de produtos contendo Ni, seus compostos sdo liberados no meio ambiente
em todos os estagios de produgdo e utilizagdo (Denkhaus & Salnikow, 2002). A lixiviagdo ou
corrosao sao os principais motivos pelos quais o Ni esta presente em tubulagdes e recipientes,
se dissolvendo na 4gua potavel. Esses processos podem levar a ingestio oral didria de Img L’!
(Rehman et al., 2018), embora a concentracio méaxima permitida seja de 0,07 mg L' (OMS,

2011).
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Quantidades significativas de Ni em diferentes formas podem ser depositadas no corpo
humano, resultando em sintomas de toxicidade (Denkhaus & Salnikow, 2002). No intestino
delgado o Ni ¢ transportado para dentro da célula por canais de célcio, e apds ser absorvido, ¢
transportado pelo sangue, mediado pela albumina (Asato et al., 1975). Estando presente na
circulagdo sanguinea, o Ni pode entrar em contato com varios 6rgaos. O Ni combina com
grupos de enxofre formando complexos Ni-Tiol. Quando esses complexos reagem com o
oxigénio molecular resultam na producdo de radicais livres, promovendo a reten¢do do Ni em
varios 6rgaos (Das & Buchner, 2007). As consequéncias da exposi¢do ao Ni dependem e sdo
influenciadas pelas mudancas ativas no metabolismo, estresse oxidativo, proliferacdo celular,
inflamacdo e morte celular (Salnikow & Kasprzak, 2007). O actimulo crénico de Ni pode
levar a fibrose pulmonar, doengas cardiovasculares e renais. Estudos também mostraram o Ni
relacionado com atividades cancerigenas (Denkhaus & Salnikow, 2002; Zambelli et al.,

2016).

2.1.2 Arsénio

O As ¢ um elemento quimico com numero atdomico 33 e densidade de 5,727 g/cm?
(Bhardwaj et al., 2021). Seus principais nimeros de oxidagdo sdo +5, +3 e -3, nos quais ele ¢
capaz de formar compostos organicos e inorganicos no organismo ou ambiente (Orloff et al.,
2009; Souza et al., 2016). O As na forma +3 (trivalente) ¢ chamado de arsenito, enquanto na
forma +5 (pentavalente) é chamado de arsenato. A poluigdo por esses compostos € resultado
de forcas naturais e atividades humanas, tais como a mineragdo, fabricagdo de vidro,
pesticidas agricolas, producao de aditivos alimentares, poluindo consequentemente lengdis
fredticos e agua potavel (Couto-Santos et al., 2020; Huang et al., 2016). Mesmo que as

diretrizes da OMS coloquem o limite recomendado de As na 4gua potavel de 10 ug L™, areas
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na India, China, Argentina, Chile, Estados Unidos, Brasil e Bangladesh exibem concentragdes
de As maiores que o recomendado (Alamdar et al., 2016; Couto-Santos et al., 2020).

O As no estado livre ndo ¢ comum na natureza, sendo geralmente encontrado nas
valéncias +3 e +5, consideradas toxicos e soluveis em agua (Pires Das Neves et al., 2004;
Ferreira et al., 2012; Rehman et al., 2018). O arsenito ¢ relacionado por reagir com ligantes
bioldgicos com grupos de enxofre e devido essas reagdes, inibem muitas enzimas e ¢ mais
toxico do que o arsenato. ApoOs a ingestdo da dgua contaminada com As, esse metaloide ¢
absorvido pelo intestino. Posteriormente, o As se liga a parte globina (parte proteica) da
hemoglobina e ¢ transportado pelo sangue até entrar em contato com varios 6rgaos (Bhardwaj
et al.,, 2021). Depois os compostos sdo metabolizados por reducdo repetitiva e metilagao
oxidativa e sdo excretados principalmente na urina como As metilados (Li et al., 2021).
Entretanto, estudos mostram que intermedidrios metabolicos do As, além de serem excretados
na urina, podem se acumular em 6rgaos, como bexiga, rim, prostata, cérebro e pulmao (Singh
et al., 2011). O actimulo de As produz espécies reativas de oxigénio, portanto, o estresse
oxidativo ¢ considerado o mecanismo pelo qual provoca lesdes. Como resultado, os radicais
livres produzidos por essas reagdes causam oxidacdo, peroxidacao lipidica e danos ao DNA
(Souza et al., 2016; Couto-Santos et al., 2020; Fu & Xi, 2020). Desta forma, esses danos
podem levar a producdo de vérias doengas. Estudos mostram efeitos adversos a satide sendo
associados a ingestdo de As, tais como doencas cardiovasculares, diabetes, doencas
pulmonares e problemas relacionados a toxidade reprodutivas em homens (Singh et al., 2011;

Souza et al., 2016; Couto-Santos et al., 2020).
2.2 Intestino delgado

O intestino delgado ¢ a porta de entrada dos metais toxicos no organismo ingeridos

oralmente. Sabe-se que metais como As e Ni podem ser acumulados no intestino delgado de
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roedores (Radike et al., 2002). Este fato pode acarretar geracdo de espécies reativas de
oxigénio e desequilibrio do sistema de defesa (Bisht et al., 2017; Souza et al., 2016), com
consequente ocorréncia de danos estruturais as células e, dependendo da gravidade, danos ao
parénquima do orgdo (Das & Buchner, 2007). No entanto, pesquisas sobre esses metais
toxicos no parénquima intestinal ainda sdo escassas. Portanto, faz se necessario compreender
os efeitos toxicoldgicos dos metais no parénquima intestinal, com potencial de alterar
importantes fungdes desempenhadas pelo intestino delgado.

O intestino delgado ¢ o segmento mais funcional e essencial para a absor¢do de
nutrientes do aparelho digestorio. Para um metabolismo eficiente de absor¢do de nutrientes, o
intestino delgado adulto requer uma grande 4area de superficie interna, possui em média 30m?
(Kwon et al., 2020). E subdivido em trés regides ao longo do eixo céfalocaudal, (duodeno,
jejuno e ileo). O duodeno ¢ a menor porcao do intestino delgado, apresentando-se posterior ao
estomago e terminando na flexura duodenojejunal. O duodeno recebe o quimo, composto pelo
suco gastrico e o alimento parcialmente digerido, o processo de digestdo continua ocorrendo
no duodeno. Considerando que o quimo ¢ acido, o duodeno apresenta glandulas de Brunner
produtoras de uma secre¢do mucosa contendo bicarbonato, com o objetivo de neutralizar sua
acidez. Além disso, para continuar o processo digestivo, essa regido recebe ductos que trazem
a bile, de origem hepatica, com sais biliares para emulsificacdo de lipidios e o suco
pancredtico, produzido pela por¢do exdcrina do pancreas com varias enzimas digestivas
(Boland, 2016). O suco pancreatico e bile também contém bicarbonato para neutralizagdo do
pH intestinal. O jejuno ¢ a parte média do intestino delgado, se inicia apds a flexura
duodenojejunal e termina no inicio do ileo. Essa regido ¢ responsavel pela absor¢do de
carboidratos e aminoacidos digeridos. O ileo ¢ a porcao final do intestino delgado se inicia ao
final do jejuno e se estende até o ceco, também participa da absor¢do, especialmente de

gorduras. Essa regido possui um importante componente do tecido linfoide associado ao trato



16

digestivo, as placas de Peyer. Estas sdo compostas por nddulos linfaticos, que podem estar
presentes na camada submucosa ou no conjuntivo da lamina propria. O epitélio associado as
placas de Peyer ¢ diferente, composto por células M que auxiliam no mecanismo de defesa
(Junqueira & Carneiro, 2017).

No geral, a parede das trés regides do intestino delgado ¢ organizada em quatro
tinicas: mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa apresenta uma estrutura em
especial, conhecidas como vilosidades. Estas sdo projecdes da mucosa formadas pelo epitélio
e lamina propria voltadas para o limen, que aumentam significativamente a area de superficie
de contato. As vilosidades podem apresentar variagdes na sua forma de acordo com a regido
do intestino delgado. No duodeno, as vilosidades tém formato semelhante a folhas. No jejuno
essas vilosidades sdo mais alongadas, semelhante a dedos. Ja no ileo, as vilosidades sdo mais

curtas (Junqueira & Carneiro, 2017). Entre as vilosidades sdo encontradas as criptas

intestinais, que sdo glandulas tubulares simples. O epitélio ¢ classificado como simples
colunar, possuindo células altas denominadas como enterocitos, responsaveis pela absor¢ao
dos nutrientes. Os enterdcitos possuem seu nucleo na porgao basal e no seu apice, possuem
microvilosidades. Além dos enterocitos, o epitélio intestinal também é composto por células
caliciformes, células enteroendodcrinas, células de Paneth e células tronco. As células
caliciformes apresentam granulos contendo mucina no seu citoplasma apical, essa secre¢ao
sera liberada para formar o muco que reveste o epitélio. As células enteroendocrinas secretam
hormonios, como a colecistocinina e secretina, possuem a fungao de estimular a producao do
suco pancreatico e estimula a contracao da musculatura da vesicula biliar (Schwartz & Moran,
1994). Nas criptas temos secre¢ao de enzimas de defesas pelas células de Paneth e
proliferagao intensa das células tronco (Cash et al., 2006; Junqueira & Carneiro, 2017).
Abaixo do epitélio, temos a lamina propria que preenche a vilosidade. A lamina propria €

constituida de tecido conjuntivo frouxo, possuem vasos sanguineos ¢ linfaticos diretamente
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relacionados com o processo de absor¢ao no epitélio. Além disso, possuem grande quantidade
de glandulas tubulosas denominadas glandulas de Lieberkuhn, e células tipicas desse tecido,
como os macrofagos e fibroblastos. Para finalizar a camada mucosa, separando-a da
submucosa temos uma fina camada de musculo liso, chamada de muscular da mucosa.

A submucosa ¢ constituida por tecido conjuntivo denso, possui nervos € muitos vasos
sanguineos e linfaticos. Abaixo da submucosa se localizada a regido muscular do intestino. A
camada muscular ¢ bem desenvolvida e formada por uma camada de musculo circular interno
e outra camada de musculo longitudinal externo, ambas de musculo liso. O revestimento
externo do 6rgdo possui uma membrana serosa, composta por uma delgada camada de tecido
conjuntivo recoberta pelo mesotélio (Junqueira & Carneiro, 2017).

O processo de digestdo ocorre em simbiose com bilhdes de bactérias que residem no
limen do intestino. Essa populacdo bacteriana ¢ conhecida como a microbiota intestinal (Lu
et al., 2014). O Ni tem sido muito pesquisado por seu potencial em modificar a microbiota
intestinal trazendo alteracdes desaforaveis para o ambiente intestinal (Richardson et al., 2018;
Wau et al., 2022; Yang et al., 2023). E importante ressaltar que a microbiota é a primeira linha
de defesa contra os efeitos de substancias toxicas, como os metais pesados € microrganismos
(Duan et al., 2020). O intestino delgado também desempenha um importante papel no
controle de vérias fungdes fisiologicas, tais como a regulacdo do sistema imunoldgico e
homeostase da microbiota intestinal (Kwon et al., 2020).

Devido aos danos causados pelo ambiente agressivo, o epitélio intestinal se
autorrenova mais rapidamente para reparar os danos (Seno et al., 2009). Além disso, a camada
de células epiteliais enfrenta o limen formando uma barreira protetora que protege o corpo
contra a exposi¢do direta a microbios e antigenos alimentares (Antfolk & Jensen, 2020). Essas
barreiras intestinais impedem que substancias nocivas passem pela mucosa intestinal para

outros tecidos e 6rgdos (Duan et al., 2020). Um outro tipo de barreira intestinal ¢ o muco,
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caracterizado por ser um fluido viscoso. As glicoproteinas mucinas, produzidas especialmente
pelas células caliciformes, sdo o principal componente do muco, mas também ¢ composto por
moléculas antimicrobianas secretadas pelas células de Paneth e imunoglobulinas especificas
transportadas pelos enterocitos (McGuckin et al., 2011). O muco ¢ bastante hidratado e
necessariamente poroso, para permitir a difusdo de moléculas na absorcdo intestinal. Mesmo
com essas caracteristicas, ¢ uma eficaz barreira biofisica para os microrganismos (Lai et al.,
2007). A microbiota comensal geralmente ndo causa doencas ao hospedeiro, mas esse cenario
pode mudar dependendo das circunstancias do ambiente intestinal. Quando a superficie da
mucosa ¢ lesada, os microrganismos comensais podem se tornar patdgenos oportunistas e
colaborar para a patologia. Portanto, o muco possui diversas fun¢des importantes no ambiente

intestinal (McGuckin et al., 2011).
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3. CAPITULO 1: Efeitos da coexposi¢io subcronica de arsénio e niquel sobre o
intestino delgado de ratos Wistar

3.1 Resumo

Considerando a importante funcdo absortiva realizada pelo intestino delgado, bem como o
potencial efeito deletério de metais pesados como arsénio e niquel, este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da coexposi¢do destes metais no parénquima intestinal de ratos
Wistar adultos. Ratos adultos foram distribuidos em cinco grupos experimentais (n = 10/
grupo): controle (sem ingestdo de metais), 1 mg L™ arsénio (As), 7 mg L' niquel (Ni);
coexposi¢do com 1 mg L' As+ 7 mg L™ Ni (AsNi [+]) e coexposi¢do com 0,01 mg L' As +
0,07 mg L' Ni (AsNi [-]). Os animais tiveram acesso as solu¢des (arsenito de sédio e cloreto
de niquel) por meio da 4gua de beber ad libitum por 70 dias, sendo eutanasiados 24 h apods a
ultimo dia de exposi¢do. O intestino foi removido e dissecado e dividido em duodeno, jejuno
e ileo, para realizagdo de analises histologicas e oxidativas. Os dados foram submetidos aos
testes One-way ANOVA e Tukey (p = 0,05). As alteragdes histoldgicas observadas incluiram
infiltrado inflamatorio, congestao, fusdo de vilosidades e descamacdo celular. Ratos desses
dois grupos apresentaram aumento na area das mucinas acidas em todas as regides. A
atividade de catalase foi maior em ratos que ingeriram a maior concentragdo de niquel e
arsénio. Ja a atividade de glutationa s transferase foi menor em todos os animais expostos aos
dois metais, juntos ou isolados. Nao foram observadas alteracdes na biometria corporal. Pode-
se concluir que, a coexposicdo em um periodo subcronico causou alteragdes histologicas e
oxidativas nas regides intestinais estudadas, mas sem aparente comprometimento na sua

funcionalidade.

Palavras-chave: Trato digestivo. Metais pesados. Toxicidade. Estresse oxidativo.

Histopatologias.
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3.2 Introducao

Nas tultimas décadas, a exploracdo exponencial dos recursos hidricos e terrestres tem
preocupado populagdes em todo o mundo devido a liberacdo de poluentes no ambiente,
consequentemente, a exposicdo e intoxicagdo por esses agentes contaminantes representam
um perigo a satide humana (Chowdhury et al., 2018; Rehman et al., 2018; Sall et al., 2020).
Animais e seres humanos podem entrar em contato com metais toxicos por varias vias, como
oral, dérmica e inalatéria, sendo a ingestdo de alimentos e 4agua contaminados a mais
relevante (Fu & Xi, 2020). Neste contexto, no Brasil tiveram eventos de desastres ambientais
ocasionando o despejo de rejeitos de mineragdo em canais hidricos (Noal et al., 2019). Um
estudo realizado apds o rompimento da barragem no municipio de Barra longa (Minas Gerais,
Brasil) mostrou que os niveis de metais pesados na agua excederam os limites recomendados
por organizagdes nacionais e internacionais (CONAMA, 2005; OMS, 2011). Pessoas afetadas
e que vivem em areas contaminadas apresentaram no sangue a presenca de metais pesados,
tais como o arsénio e niquel (Vormittag et al., 2021). Dependendo da concentragdo e do
tempo de contato, esses metais podem provocar efeitos toxicos no organismo (Rehman et al.,
2018).

O arsénio e o niquel estdo onipresentes no meio ambiente tanto na forma inorganica,
quanto na forma organica (Azevedo et al., 2003; Xu et al., 2021). A exposi¢cdo a altas
concentragdes de arsénio esta relacionada com o desenvolvimento de doencas, como cancer,
alteracdes vasculares, hipertensdo, doengas da pele e problemas reprodutivos (Chen et al.,
1992; Vahter, 2002; Souza et al., 2016; Couto-Santos et al., 2020). J4 a contamina¢do por
niquel pode causar doengas cardiovasculares, cancer do aparelho respiratorio, dermatites e
doencgas renais (Chen et al., 2017; Genchi et al., 2020; Kumar et al., 2021). Quando a
contaminagdo por esses metais acontece por via oral, eles serdo absorvidos no intestino

delgado (Subhani et al., 2015; Alamdar et al., 2016), causando danos estruturais as células
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deste 6rgdo e de outros 6rgdos, apos distribuicdo do metal por via sanguinea (Souza et al.,
2016; Fu & Xi, 2020). O mecanismo de toxicidade dos metais pesados geralmente envolve a
geracdo de espécies reativas de oxigénio juntamente com o desbalango na atividade das
substancias antioxidantes de defesa, tanto enzimdticas quanto ndo enzimaticas (Das &
Buchner, 2007; Bisht et al., 2017; Souza et al., 2018).

Além disso, os metais podem causar danos a membranas celulares e suas enzimas,
modificando estruturas proteicas importantes para o transporte de substancias. Esses efeitos
no intestino delgado sdo preocupantes, visto que o epitélio que reveste a parede intestinal em
contato com a luz do 6rgdo ¢ indispensavel para a digestdo e absorcdo adequada dos
nutrientes (Clevers et al., 2019). O epitélio intestinal possui regides especificas para
transportadores de nutrientes (Middendorp et al., 2014), promovendo sua absor¢do. Estes
nutrientes caem nos vasos sanguineos e linfaticos que estdo na lamina propria e, a partir dai,
estabelecem uma via de distribuicdo pela circulagdo hepatica e sistémica. Portanto ¢
fundamental que esse epitélio tenha um desenvolvimento correto para digestdo e absor¢ao
(Clevers et al., 2019; Kwon et al., 2020; Sugimoto et al., 2021).

No geral, estudos experimentais descrevem a toxicidade do arsénio e niquel de
maneira separada no intestino (Arnich et al., 2000; Brabec et al., 2020). No entanto, os seres
humanos podem ser expostos diariamente a um coquetel de metais (Wu et al., 2016) como,
por exemplo, uma mistura de arsénio e niquel, tanto na natureza quanto em areas
contaminadas (Khan et al., 2019; Z. Li et al., 2019; Vormittag et al., 2021). Apesar disso,
pouco se sabe dos efeitos dessa mistura de metais no intestino delgado, mesmo sabendo a
importante fung¢do absortiva realizada por este 6rgdo, bem como o potencial efeito deletério
dos metais. Por isso, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da coexposi¢do ao

arsénio e niquel, em diferentes concentragdes, sobre pardmetros histoloégicos e oxidativos do
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intestino delgado. O fornecimento dos metais toxicos foi realizado oralmente via agua de

beber ad libitum, com o intuito de mimetizar as condigdes humanas.

3.3 Materiais e Métodos

3.3.1 Animais e comité de ética

Este estudo faz parte de um projeto mais amplo que envolve a analise da coexposi¢cao ao
arsénio e niquel em diferentes orgdos (lasbik-Lima, 2022). Neste experimento, foram
utilizados 50 ratos Wistar machos adultos (70 dias de idade) procedentes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Biologias e da Saude da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Estes
animais foram mantidos individualmente em gaiolas de polipropileno, temperatura de 21 °C e
fotoperiodo controlado (12/h claro/escuro), recebendo racao comercial e agua ad [libitum.
Todos os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados pela Comissio de Etica

no Uso de Animais Experimentais da UFV (ntimero de protocolo 45/2021).
3.3.2 Delineamento experimental

Ap6s sete dias de aclimatagdo, os animais foram divididos, aleatoriamente, em cinco
grupos experimentais (10 animais/ grupo): controle (sem ingestdo de metais), arsénio (As),
niquel (Ni); coexposi¢do com altas concentragdes de As e Ni (AsNi [+]) e coexposi¢cdo com
baixas concentragdes de As e Ni (AsNi [-]). Animais do grupo controle receberam solugdo
salina 0,09%. Ja os ratos dos grupos controles dos metais receberam, respectivamente, 1 mg
L de As, na forma de arsenito de sédio (NaAsO2.7H20; Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO),
e 7 mg L de Ni, na forma de cloreto de niquel (NiCI2.6H20; Sigma Aldrich Co., St. Louis,
MO). Os animais do grupo AsNi [+] receberam uma solugio contendo 1 mg L™ de arsenito de
sodio + 7 mg L' de cloreto de niquel. Estas concentragdes estio proximas daquelas
encontradas em areas contaminadas, tais como no municipio de Barra longa (Minas Gerais -

Brasil), afetado pelo rompimento da barragem de rejeitos (Vormittag et al., 2021). Ja ratos do
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grupo AsNi [-] receberam solugio contendo 0,01 mg L™ de arsenito de sodio + 0,07 mg L' de
cloreto de niquel, com concentragdes 100x menores e que correspondem as concentragdes
permitidas desses metais na dgua de beber por organizagdes nacionais e internacionais
(OMS,2011). O fornecimento dos metais toxicos foi realizado oralmente via agua de beber ad
libitum (Iasbik-Lima, 2022). O experimento durou 70 dias, caracterizando um periodo
subcronico de exposicao (Li et al.,, 2012). Nesse periodo foi feito o controle didrio de
consumo de 4gua para célculo da concentracdo dos compostos quimicos ingeridos ao dia. As
condicdes clinicas de saude dos animais foram examinadas durante todo o experimento,
observando sinais clinicos toxicoldgicos, como perda de peso, lesdes cutaneas e sangramentos

aparentes.

3.3.3 Eutanasia e coleta de material bioldgico

No dia 71°, os ratos foram pesados e colocados em jejum por 10 h. Posteriormente,
eles foram sedados com xilazina 10 mg Kg! intraperitoneal e anestesiados usando quetamina
150 mg Kg™! intraperitoneal. A anestesia foi aprofundada até a morte utilizando 50 mg Kg™' de
tiopental por via intraperitoneal. Ap6s abertura da cavidade abdominal, o intestino delgado foi
removido e dissecado nas suas respectivas regioes, duodeno, jejuno e ileo. As regides foram
selecionadas de acordo com a literatura e anatomia do 6rgdo. Para a regido do duodeno foi
definido os trés primeiros centimetros apds o final do estobmago. Para o jejuno, foi definido a
regido medial do o6rgdo. Ja a regido do ileo, foi definido a por¢ao final préxima ao ceco no
intestino grosso (Sousa, 2021). Fragmentos destas regides oriundos de cinco animais foram
fixados em formalina 10% por 24 h para as analises histoldgicas. Outros fragmentos das trés
regides intestinais obtidos de outros cinco ratos foram congelados imediatamente em
nitrogénio liquido e armazenados em -80C°, para realizagdo de andlises enzimaticas e de

marcadores de dano oxidativo.



32

C I | Solugdo salina 0,09%

[ 1mglL” de arsenito de 1

As | sodio
o 1 |
- | 7mgL? de cloreto de
| Ni niquel
; ; : 0,01 mgL" de arsenito :
; | AsNi[-] | | desédio e 0,07mgL™
Rat?%sf[smr : [ ] . | de cloreto de niguel |
1as )
(n=10/grupo) : | [ 1 mgL de arsenito de
EASNI[+] | sodio e 7mglL* de

cloreto de niquel

Duodeno

Eutanasia
Dia 71

Jejuno

—
Figura 1. Esquema do delineamento experimental utilizando ratos Wistar com 70 dias de

idade. Foram utilizadas diferentes concentragdo dos metais arsénio e niquel na 4gua de beber
durante 70 dias. No dia 71, aconteceu a eutanasia dos animais e a apoOs a abertura da cavidade
abdominal o intestino delgado foi removido, dissecado e fragmentado em duodeno, jejuno e

ileo para as demais analises.

3.3.4 Processamento histologico do intestino delgado para microscopia de luz

Fragmentos do duodeno, jejuno e ileo fixados em formalina 10% foram desidratados em
séries crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95%, absoluto), clarificados em xileno e
embebidos em parafina. Cortes histologicos com espessura de 5 pm foram obtidos utilizando
navalha de ago acoplada ao microtomo rotativo (RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch,
Alemanha). Para evitar a andlise da mesma area histoldgica, as secdes do 6rgdo foram feitas
em semi-série, descartando-se 10 cortes histoldgicos (50 um) entre um e outro que foram
usados nas andlises. Os cortes foram esticados em dgua morna e coletados em laminas

histologicas. Logo apds, os cortes foram corados com os corantes hematoxilina e eosina (HE)
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para a visualizacdo da organizacdo tecidual nas trés regides do intestino delgado. Também foi
utilizado a técnica histoquimica de Acido Periodico de Shiff (PAS) conjugado com Alcian
Blue, para identificacdo e quantificacdo de mucinas produzidas pelas células caliciformes.
Essa técnica permite que mucinas 4cidas sejam coradas apenas pelo corante Alcian Blue e
mucinas neutras sejam coradas apenas com o PAS. Ja a combinacdo desses corantes permite a
visualizacdo de mucinas mistas (Ibrahim et al., 2017). As laminas histolégicas foram
montadas com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha). As analises foram feitas utilizando

microscopio de luz (Olympus BX -53, Téquio, Japao) nas objetivas de 10, 20 e 40x.
3.3.5 Analises histologicas e histomorfométricas

A avaliagdo histologica foi feita qualitativamente para observagdo de aspectos
relacionados com a organizacgdo estrutural tipica de cada uma das trés regides do intestino
delgado, como presenca de vilosidades intestinais, criptas, glandulas e composi¢do das
camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Posteriormente, as regides intestinais foram
quantificadas a ocorréncia de alteragdes histologicas. Para isso, foram avaliados 90 campos
histologicos por animal em microscopio optico (Olympus CX40, Téquio, Japao) na objetiva
de 40x, sendo a contagem realizada da seguinte forma: 30 campos com foco no epitélio, 30
campos com foco na lamina propria e 30 campos com foco na submucosa, utilizando os cortes
histologicos corados em HE. Para cada uma dessas areas, os achados histologicos foram
classificados em trés niveis, considerando o grau de importancia das lesdes, seguindo o
protocolo de Barisi¢ et al. (2018) modificado:

Nivel 1 (sem alteracdes histologicas): Nesta classificacdo foram observadas caracteristicas
normais quanto a estrutura de cada uma das regides intestinais, como aspectos das vilosidades
e criptas, ocorréncia de epitélio de revestimento simples colunar, apresentando células altas e

nucleos alongados no sentido do maior eixo da célula, composicdo e espessura da lamina
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propria, composta por tecido conjuntivo frouxo, e camada submucosa formada por tecido

conjuntivo denso rico em vasos sanguineos e linfaticos;

Nivel 2: Presenca de alteracdes histologicas consideradas leves, como hiperplasia,

descamacao celular e aumento consideravel da lamina propria;

Nivel 3: Presenca de alteracdes histologicas consideradas graves, com potencial de
comprometer a fungdo do parénquima, tais como aparéncia celular irregular, fusdo de
vilosidades, congestdo vascular e infiltrados inflamatorios (Barisi¢ et al., 2018). Os resultados
foram expressos em porcentagem.

Para as andlises histomorfométricas, 25 cortes corados com HE foram fotografados na
objetiva de 10x em fotomicroscopio (Olympus AX 70 TRF, Téquio, Japao) para uso no
programa de andlise de imagens Image ProPlus. Foram realizadas 50 medidas para cada
parametro nas fotomicrografias do duodeno, jejuno e ileo como mostra a figura 2. A altura da
vilosidade foi medida tragando uma linha desde a base da vilosidade até o &pice da vilosidade.
J4 o diametro da vilosidade foi tragado uma linha entre o 4pice de um enterocito e outro na
horizontal. O didmetro da lamina propria foi medido tragcando uma linha horizontal
abrangendo toda essa regido. Para a altura do epitélio foi tragado uma linha vertical sobre todo
o epitélio. Ja a espessura mucosa, foi tragada uma linha em toda essa camada, desde o &pice
da vilosidade at¢ a base da cripta. Para as medidas da espessura submucosa, espessura
muscular, espessura musculo circular e espessura musculo longitudinal, foram tracadas linhas
verticais abrangendo toda a area das respectivas camadas (Fig 2). Os resultados foram
expressos em micrometros (Um).

Para a quantificacdo e identificacdo de mucinas, 25 cortes corados com PAS

conjugado com Alcian Blue em cada regido, foram fotografados utilizando a objetiva de 40x
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no fotomicroscopio (Olympus AX 70 TRF, Toéquio, Japao). Foram priorizadas as regides das
criptas e as vilosidades para essa andlise por serem as regides de maior concentracdo de
mucinas. Os glicoconjugados presentes nas mucinas permitiram a colora¢ao azul para o muco
acido, em rosa/magenta para 0 muco neutro € em roxo para a secrecao mista (Ibrahim et al.,
2017; Sousa, 2021). Dessa forma, para a identificagdo de mucinas e mensuragdo da sua area
foi feito a morfometria de contagem de pixels pela colorimetria (Fig.3), utilizando o programa

Image ProPlus. Para essa morfometria, a area das mucinas foi calculada em relagdo a area do

campo fotografico (100%) e os valores foram expressos em porcentagem.

Figura 2: Fotomicrografia do parénquima intestinal de ratos Wistar, mostrando como foram
feitas as medidas histomorfométricas em todas as regides. O tragado em amarelo retrata a
medida da camada mucosa, em laranja da camada submucosa, em verde a camada muscular
circular interna, em cinza a camada muscular longitudinal. J& o tracado azul, retrata a medida
da altura da vilosidade e o vermelho o diametro da vilosidade. O tracado rosa demostra a

medida do didmetro da lamina prépria e o preto a altura do epitélio.
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Mucina: Acida Neutra Mista

Paleta de cor

Figura 3: Paleta de cor utilizada para contagem de pixel através da colorimetria no programa

Image ProPlus.

3.3.6 Ensaio de atividade enzimatica e marcadores de dano oxidativo

Fragmentos intestinais de 100 mg congelados foram homogeneizados
(homogeneizador Tissue Master 125, OMNI) em tampao fosfato (pH 7.4) e centrifugados a
12.000 rpm a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi separado do pellet e usado na quantificacao
da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa-s-transferase (GST), e de metabolitos da peroxidagdo lipidica, como o
malondialdeido (MDA). A atividade de SOD foi avaliada pelo método de pirogalol, baseado
na habilidade desta enzima de catalisar a reacao do superéxido (O) e peroxido de hidrogénio
(Dieterich et al., 2000). Ja atividade de CAT foi analisada de acordo com o método de Aebi
(1984), pela mensuragdo da cinética de decomposicao do perdxido de hidrogénio. A atividade
de GST foi avaliada segundo método descrito por Habig et al. (1974), que calcula taxa de
oxidagdo de NADPH. Ja a peroxidacdo lipidica foi examinada analisando-se os niveis
teciduais de malondialdeido (MDA), conforme metodologia descrita por Buege & Aust
(1978). Tais andlises foram realizadas em leitor de microplaca ELISA (Multiskan GO,

Thermo Scientific).

3.3.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-

Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos ao teste de analise de variadncia unidirecional
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(one way ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados

foram expressos como média + desvio padrao da média (DP).

3.4 Resultados

3.4.1 Consumo diario das solugdes de arsénio e niquel, peso corporal e sinais clinicos

Animais expostos somente ao arsenito de sodio ingeriram 0,12 + 0,01 mg Kg™!' por dia
de As. J4 animais expostos ao cloreto de niquel ingeriram 0,78 + 0,05 mg Kg™' por dia de Ni.
Animais expostos a baixas concentragdes dos dois metais simultaneamente consumiram um
valor médio de 0,002 + 0,01 mg Kg! de As e 0,14 = 0,03 mg Kg!' de Ni. Animais do grupo
que recebeu as maiores concentragdes dos dois metais consumiram simultaneamente uma
média diaria de 0,11 £ 0,01 mg Kg' de As e 0,79 = 0,06 mg Kg!' de Ni. O peso final médio
dos ratos ndo diferiu entre os grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 4). Nao foram observados
em nenhum dos animais sinais clinicos caracteristicos de intoxica¢do durante o periodo

experimental.
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Figura 4: Peso corporal de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio (As) e niquel (Ni) na
dgua de beber por 70 dias. C = controle; As = 1 mg L™ de arsénio; Ni = 7 mg L de niquel;
AsNi [-] = 0,01 mg L de arsénio e 0,07 mg L' de niquel; AsNi [+] = 1 mg L™ de arsénio e 7
mg L! de niquel. P> 0,05. (n = 5 animais/grupo).
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3.4.2 Analises histoldgicas e histoquimicas do duodeno

Ao analisar laminas coradas com HE, animais do grupo controle apresentaram o trato
duodenal com as quatro camadas, mucosa, submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa
apresentou vilosidades com formato semelhante a folhas (Fig. 5A). O epitélio que revestia
essas vilosidades se mostrou do tipo simples, contendo células colunares. Abaixo do epitélio
foi observada a presenca de lamina propria e uma fina camada de musculo liso. J4 a camada
submucosa apresentou tecido conjuntivo denso e ndo foram observadas glandulas de Brunner.
Em seguida foram observadas as camadas musculares, composta por uma camada circular
interno e outra longitudinal externo. Por fim, a camada serosa apresentou um epitélio
pavimentoso.

Quanto aos achados patologicos, a maioria dos animais do grupo controle nao
apresentaram alteracdes relevantes (achados de nivel 1) nas regides do epitélio, lamina propria
e submucosa (Tab. 1). Quando encontradas algumas alteragdes de nivel 2, estas se mostraram
principalmente relacionadas com proliferagdo celular no epitélio (Fig. 5A). Nao foram
encontradas lesdes classificadas como nivel 3 (Tab. 1). Animais dos grupos As, Ni, AsNi[-] e
AsNi[+] apresentaram alto percentual de areas de epitélio, lamina propria e submucosa com
aspecto normal (Nivel 1; Tab. 1) em relacdo as outras alteragdes (nivel 2 e 3).

As porcentagens de alteragdes do nivel 2 foram maiores em areas epiteliais de ratos
dos grupos As, Ni e AsNi[-], em relagdo a ocorréncia de alteragdes de nivel 2 na lamina
propria e submucosa. Ja os animais do grupo AsNi[+] tiveram o percentual igual de alteracdes
nivel 2 em areas do epitélio e lamina propria, esse percentual foi maior quando comparado
com a submucosa. Quanto a ocorréncia de lesdes nivel 3, ratos dos grupos As e Ni, nas trés
areas da parede duodenal apresentaram a menor porcentagem. Em animais dos grupos AsNi|[-]
e AsNi[+], a ocorréncia de lesdes nivel 3 foi maior quando comparada aos grupos controle,

As e Ni em todas as areas da parede duodenal. Em ratos do grupo AsNi[-] as lesdes nivel 3
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foram maiores em 4reas epiteliais em relagdo a lamina propria e submucosa. Ja em animais
do grupo AsNi[+], o percentual de alteracdes nivel 3 foi maior em 4areas da lamina propria em
relacdo a area epitelial e submucosa. Ratos expostos a0 As e Ni separadamente mostraram
como principal alteragdo a fusdo de vilosidades (Tab 1; Fig. 5D, G). Os animais dos grupos
AsNi[-] e AsNi[+], apresentaram como principais lesoes, fusdo de vilosidades e descamacao

celular (Tab 1; Fig. 5J, M).



Tabela 1. Histopatologia do duodeno de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio e niquel na dgua de beber por 70 dias.
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Pardmetros Controle As 1 mgL! Ni 7 mgL! AsNi [-] AsNi [+]
Epitélio
Nivel 1 27 (90%) 24 (80%) 24 (80%) 21 (70%) 20,6 (69%)
Nivel 2 3 (10%) 5 (17%) 4.8 (16%) 4,5 (15%) 4,5 (15%)
Nivel 3 0 (0%) 1 (3%) 1,2 (4%) 4,5 (15%) 4,9 (16%)
Ldmina propria
Nivel 1 29,4 (98%) 27,8 (93%) 27,8 (93%) 23,2 (77%) 20,2 (67%)
Nivel 2 0,6 (2%) 1,4 (4%) 1,6 (5%) 3 (10%) 4,5 (15%)
Nivel 3 0 (0%) 0,8 (3%) 0,6 (2%) 3,8 (13%) 5,3 (18%)
Camada Submucosa
Nivel 1 29,6 (99%) 30 (100%) 28,8 (96%) 23,9 (79%) 23,4 (78%)
Nivel 2 0,4 (1%) 0 (0%) 0,6 (2%) 2,3 (8%) 3 (10%)
Nivel 3 0 (0%) 0 (0%) 0,6 (2%) 3,8 (13%) 3,6 (12%)

Trinta secgdes histologicas analisadas por pardmetro. Resultados expressos em média e percentual %. (n = 5 animais/grupo). AsNi[-]= 0,01 mgL"

!'de arsénio e 0,07 mgL™! de niquel; AsNi[+] = 1 mgL! de arsénio e 7 mgL"! de niquel. Nivel 1: sem altera¢des histologicas; Nivel 2: alteragdes

histoldgicas leves; Nivel 3: alteragdes histologicas graves.
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As andlises histomorfométricas do duodeno mostraram que os diametros das
vilosidades e da lamina propria aumentaram em ratos do grupo AsNi[+] quando comparados
com ratos dos grupos controle e As (p < 0,05; Tab. 2). J4 a espessura da mucosa foi menor
somente em animais do grupo AsNi[-] em relagdo aos animais do grupos controle, As, Ni e
AsNi[+] (p < 0,05; Tab. 2). Outros parametros histomorfométricos, como altura do epitélio,
altura das vilosidades, espessura de submucosa, muscular total, muscular circular e
longitudinal, ndo apresentaram diferengas entre ratos controle e aqueles expostos aos metais

administrados sozinhos ou simultaneamente (p > 0,05; Tab. 2).
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Tabela 2. Comparagdo dos pardmetros histomorfométricos do duodeno de ratos Wistar expostos a arsénio e niquel, isolada e simultaneamente, na

agua de beber por 70 dias.

Parametros (um)

Controle

As I mgL"!

Ni 7 mg L

AsNi [-]

AsNi [+]

Altura da vilosidade
Diametro da vilosidade
Diametro lamina propria
Altura do epitélio
Espessura mucosa
Espessura submucosa
Espessura muscular total
Espessura muscular circular

Espessura muscular longitudinal

361,97 + 37,06
86,43 + 3,57%
58,42 +2,90°
28,01 + 1,94

556,07 + 79,19
55,73 + 7,40°
74,09 + 6,72
40,53 + 3,82°

33,56 + 6,48°

348,62 +27,14°
83,23 £9,25%
60,02 +9,13?
23,21 +3,24%

615,95+ 18,53?
43,06 = 1,86*
65,46 + 7,90°
38,31 +7,31°

27,15 +4,53°

381,74 + 20,52°
101,17 + 10,58
74,10 + 10,33
27,07 + 2,34
645,31 + 52,62°
50,76 + 3,13°
69,99 + 11,39?
43,18 + 6,04

26,68 + 5,80°

358,97 + 48,812
99,27 + 9,312
75,04 + 10,25%
2423 + 4,13
440,08 + 66,39"
49,08 + 13,92°
93,75 + 16,91?
51,94+ 11,17

41,81 + 6,06°

400,38 + 51,707
104,18 + 11,38°
78,46 + 13,19
25,72 +3,13°
555,68 + 42,08?
60,68 + 7,36
94 + 11,50°
52,54 + 9,56

45,93 +2,76*

Média + DP. AsNi[-] = 0,01 mg L de arsénio e 0,07 mg L' de niquel; AsNi[+] =1 mg L' de arsénio e 7 mg L' de niquel. **“Letras diferentes

na mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n = 5 animais/grupo).
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Laminas coradas com PAS conjugado com Alcian blue evidenciaram os
glicoconjugados presentes nas mucinas (Fig. 6). Os achados foram descritos na Tabela 3.
Animais dos grupos Ni e AsNi[+] apresentaram maior area de mucinas 4cidas na mucosa do
duodeno que ratos do grupo controle (p < 0,05; ). As mucinas mistas também aumentaram nos
grupos Ni e AsNi[-] em compara¢do com os grupos controle, As e AsNi[+] (p < 0,05; Tabela
3). As mucinas neutras ndo alteraram entre os grupos experimentais (p > 0,05; Tabela 3).

Tabela 3. Percentual da 4rea de mucinas na mucosa do duodeno de ratos Wistar adultos
expostos ao arsénio e niquel isolada e simultaneamente por 70 dias.

Mucinas Controle AslmgL! Ni7mgL’' AsNi [-] AsNi [+]

Acidas 8,04 £ 3,43 12,42 £2,39% 14,11 +4,01° 1243 +047" 1530+3,79°
Neutras 1,07 £ 0,27 1,27 £0,52° 1,81 £0,25° 1,41 +£0,15° 1,35 +0,67°

Mistas 1,64 £0,87° 1,78 £0,29° 3,08 £ 0,66° 2,89 +0,44° 1,49 £ 0,57

Mensuracao de mucinas obtida por colorimetria, calculando-se a area da coloragdo por area do
campo. Dados expressos média £ DP. AsNi[-] = 0,01 mg L' de arsénio e 0,07 mg L' de
niquel; AsNi[+] = 1 mg L de arsénio e 7 mg L' de niquel. **“Letras diferentes na mesma
linha indicam diferencas entre os grupos (one way ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n=15

animais/grupo).

3.4.3 Andlises histoldgicas e histoquimicas do jejuno

Ao analisar laminas coradas com HE, animais do grupo controle apresentaram o trato
jejunal, com as quatro camadas, mucosa, submucosa, muscular e serosa. Com as mesmas
caracteristica descritas na regido do duodeno. No entanto, a camada mucosa apresentou
vilosidades com formato mais alongado quando comparada a regido do duodeno (Fig. 5B).
Quanto aos achados patoldgicos, a maioria dos animais do grupo controle ndo apresentaram
alteracdes relevantes (achados de nivel 1) nas regides do epitélio, ldmina propria e submucosa
(Tab. 4). Quando encontradas algumas alteracdes, estas se mostraram principalmente

relacionadas com fusdo de vilosidades (Fig. 5B). Animais dos grupos As, Ni, AsNi[-] e
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AsNi[+] apresentaram maior percentual de alteragcdes em areas de epitélio, lamina propria e
submucosa com aspecto normal (Tab. 4). Em seguida, as porcentagens de alteragcdes do nivel
2 foram maiores em areas epiteliais de ratos dos grupos As, Ni, AsNi[-] e AsNi[+], em
relagdo a ocorréncia de alteragcdes de nivel 2 na ldmina propria e submucosa. A ocorréncia de
lesdes nivel 3 foi baixa em ratos dos grupos As e Ni, nas trés areas da parede intestinal. J& em
animais dos grupos AsNi[-] e AsNi[+], a ocorréncia de lesdes nivel 3 foi maior quando
comparada aos grupos controle, As e Ni (Tab. 4). J4 em animais dos grupos AsNi[-] e
AsNi[+], o percentual de alteracdes nivel 3 foi maior em 4reas da lamina propria em relacdo a
area epitelial e submucosa. Ratos expostos ao As apresentaram hiperplasia e fusdo de
vilosidades (Tab. 4; Fig. 5E). J& os animais do grupo exposto ao Ni apresentaram fusdo de
vilosidades, presenca de infiltrado inflamatdrio, descamagdo celular e morte celular nas
vilosidades (Tab. 4; Fig. 5SH). Ratos do grupo AsNi[-] apresentaram fusdo de vilosidades,
descamacdo celular e presenca de infiltrado inflamatorio (Tab. 4; Fig. 5K). Por fim, os
animais do grupo AsNi[+] apresentaram congestdo vascular, fusdo de vilosidades,

descamagcao celular e hiperplasia (Tab. 4; Fig. 5N).



Tabela 4. Histopatologia do jejuno de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio e niquel na dgua de beber por 70 dias.

Parametros Controle As 1 mgL! Ni 7 mgL! AsNi [-] AsNi [+]
Epitélio
Nivel 1 28 (93%) 25,2 (84%) 25,1 (83%) 21 (70%) 20,4 (68%)
Nivel 2 2 (7%) 4,2 (14%) 4,3 (15%) 4,6 (15%) 5,4 (18%)
Nivel 3 0 (0%) 0,6 (2%) 0,6 (2%) 4,4 (15%) 4,2 (14%)
Ldmina propria
Nivel 1 29,6 (99%) 27,2 (91%) 27,2 (91%) 20,8 (69%) 20,6 (69%)
Nivel 2 0,4 (1%) 1 (3%) 1,5 (5%) 3,6 (12%) 4,4 (15%)
Nivel 3 0 (0%) 1,8 (6%) 1,3 (4%) 5,6 (19%) 5(16%)
Camada Submucosa
Nivel 1 29,6 (99%) 28,4 (95%) 29,2 (97%) 24,8 (83%) 22,6 (75%)
Nivel 2 0,4 (1%) 0 (0%) 0,8 (3%) 3,2 (10%) 3.4 (11%)
Nivel 3 0 (0%) 1,6 (5%) 0 (0%) 2 (7%) 4 (14%)
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Trinta seccdes histoldgicas analisadas por parametro. Resultados expressos em média do grupo e percentual %. (n = 5 animais/grupo). AsNi[-]=

0,01 mgL"! de arsénio e 0,07 mgL! de niquel; AsNi[+] = 1 mgL"! de arsénio e 7 mgL"! de niquel. Nivel 1: sem alteragdes histologicas; Nivel 2:

alteragdes histologicas leves; Nivel 3: alteracdes histologicas graves.
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As analises histomorfométricas do jejuno de ratos controle e contaminados (Tab. 5)
mostraram que a altura das vilosidades, altura do epitélio, espessura das camadas mucosa e
submucosa diminuiram no jejuno de ratos expostos as misturas de metais, nas duas
concentragdes usadas, em relacdo ao grupo controle, As e Ni (p < 0,05). Por outro lado,
observou-se aumento no didmetro das vilosidades, didmetro da ldmina propria em animais dos
grupos Ni, AsNi[-] e AsNi[+] em relagdo a animais do grupo controle, e grupo As no caso do
diametro da ldmina propria (p < 0.05; Tab. 5). Nota-se ainda que a camada muscular total foi
menor em animais do grupo Ni e AsNi[-] quando comparadas a ratos do grupo controle (p <
0.05). J& no grupo AsNi[-], a camada muscular circular diminuiu em relagdo a medida

observada no jejuno de ratos dos grupos controle, As e AsNi[+] (p < 0.05).



Tabela S. Comparacdo dos parametros histomorfométricos do jejuno de ratos Wistar expostos a arsénio e niquel, isolada e simultaneamente na

agua de beber por 70 dias.
Parametros (um) Controle As 1 mgL™! Ni 7 mgL™! AsNi [] AsNi [+]
Altura da vilosidade 557,83 £ 19,03? 549,01+ 42,40* 501,82 + 28,05 455,85 + 53,54° 450,19 + 30,73°

Diametro da vilosidade

Diametro lamina propria

Altura epitélio

Espessura mucosa
Espessura submucosa
Espessura muscular total
Espessura muscular circular

Espessura muscular longitudinal

78,26 + 5,09°
52,13 +£5,52¢
26,12 £1,25%
760,57 + 24,33?
74,64 + 22,52%
97,25+ 13,17%
56,16 +7,77°

41,09 +10,08*

86,70 + 11,59%
59,89 + 11,272
26,80 + 1,82°
745,49 + 61,87
62,19 = 10,89
90,81 + 16,44
53,89 & 11,05°

36,92 +7,77°

98,33 + 12,62°
72,09 + 13,71°
26,24 + 1,78
733,06 + 55,88%
57,92 + 11,55%¢
55,41 + 8,29°
33,96 + 5,00°

21,44 +4,74°

104,07 + 11,23°
81,50 = 10,72°
22,56 +1,95°

601,00 + 56,61°
37,49 + 1,99¢
71,31 + 7,15°
38,53 + 3,46°

32,77 £5,17%

100,21+ 5,15°
80,02 + 6,29°
20,18 + 1,47°
653,85 + 20,12
45,70 + 5,37
81,95 + 10,49%
46,75 + 5,39

35,19 + 6,28°
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Média + DP. AsNi[-] = 0,01 mg L de arsénio e 0,07 mg L' de niquel; AsNi[+] =1 mg L' de arsénio e 7 mg L' de niquel. **“Letras diferentes

na mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n = 5 animais/grupo).



48

Os achados da histoquimica do jejuno foram descritos na Tabela 6. Observou-se um
aumento na area de mucinas acidas no jejuno de animais do grupo AsNi[-] em rela¢do aos
animais do grupo controle e As (p < 0,05). J4 a drea de mucinas mistas e mucinas neutras nao

alteraram entre grupos experimentais (p > 0,05; Tab. 6).

Tabela 6. Percentual da area de mucinas na mucosa do jejuno de ratos Wistar adultos
expostos ao arsénio e niquel isolada e simultaneamente por 70 dias.

Mucinas Controle As 1 mgL! Ni 7 mgL™! AsNi [-] AsNi [+]

Acidas 12,85+ 1,12% 15,62+4,83" 18,40+3,94® 2232+1,15° 17,25+2,07%
Neutras 1,45+ 1,25 0,74 £0,09° 0,97 £ 0,50° 0,54 +£0,15* 0,33 £ 0,06

Mistas 3,18 +2,09° 2,59 +£0,59* 2,91 +£0,89* 1,64 +0,45° 1,61+ 0,36

Mensuracao de mucinas obtida por colorimetria, calculando-se a area da coloragdo por area do
campo. Dados expressos média + DP. AsNi[-] = 0,01 mg L' de arsénio e 0,07 mg L' de
niquel; AsNi[+] = 1 mg L™ de arsénio e 7 mg L de niquel. **“Letras diferentes na mesma
linha indicam diferencgas entre os grupos (one way ANOVA e teste de Tukey; p <0,05). (n=15

animais/grupo).

3.4.4 Analises histologicas e histoquimicas do ileo

Ao analisar ldminas coradas com HE animais do grupo controle apresentaram o
parénquima, com as quatro camadas do Orgdo, mucosa, submucosa, muscular e serosa. A
camada mucosa apresentou vilosidades curtas, quando comparadas com as vilosidades do
duodeno e jejuno, e a presenca de placas de Peyer na camada submucosa (Fig. 5C). Quanto
aos achados patologicos, a maioria dos animais do grupo controle ndo apresentou alteragcdes
(achados de nivel 1) em epitélio, lamina propria e submucosa (Tab. 7). Quando encontradas
algumas alteracdes, estas se mostraram principalmente relacionadas com descamacao celular
no epitélio (Tab. 7; Fig. 5C). Em seguida, as porcentagens de alteracdoes do nivel 2 foram

maiores em areas epiteliais de ratos dos grupos As e Ni, em relagdo a ocorréncia de alteragdes



49

de nivel 2 na lamina propria e submucosa. Em ratos do grupo AsNi[-], as alteracdes de nivel 2
foram maiores em areas da ldmina propria, em relagdo a ocorréncia de lesdes de nivel 2 no
epitélio e submucosa. J4 os animais do grupo AsNi[+] tiveram o percentual igual de
alteragdes nivel 2 em areas do epitélio e lamina propria. Esse percentual foi maior quando
comparado com a submucosa.

A ocorréncia de lesdes nivel 3 foi baixa em ratos dos grupos As e Ni, nas trés areas da
parede intestinal. J4 em animais dos grupos AsNi[-] e AsNi[+], a ocorréncia de lesdes nivel 3
foi maior quando comparada aos grupos controle, As e Ni (Tab. 7). Ratos do grupo AsNil[-]
apresentaram maior percentual de alteragdes nivel 3 em 4reas da ldmina propria, depois em
areas do epitélio e o menor percentual em areas da submucosa. J& os animais do grupo
AsNi[+], os percentuais de nivel 3 foram iguais em areas do epitélio e lamina propria e foram
menores em areas da submucosa. Ratos do grupo As, apresentaram presenca de infiltrado
inflamatorio (Tab. 7; Fig 5F). Em animais do grupo Ni, foram encontrados infiltrados
inflamatorios, descamagao celular e fusdo de vilosidades (Tab 7; Fig. 5I). Nos grupos AsNi|[-]
e AsNi[+], os achados foram semelhantes. Foram encontrados fusdo de vilosidades, presencas
de infiltrados inflamatorios, descamagdo celular e aumento consideravel da lamina propria.
Além disso, foi notado um aumento nas placas de peyer quando comparadas com os grupos
controle, As e Ni. Também foi observado o extravasamento dessas placas para a camada

mucosa (Tab 7; Fig. 5L, O).



Tabela 7. Histopatologia do ileo de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio e niquel na d4gua de beber por 70 dias.
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Parametros C As Ni AsNi [-] AsNi [+]
Epitélio
Nivel 1 28 (93%) 23,8 (79%) 23,8 (79%) 22,6 (75%) 20,8 (69%)
Nivel 2 2 (7%) 3,2 (11%) 3,2 (10%) 3,6 (12%) 4 (14%)
Nivel 3 0 (0%) 3 (10%) 3 (11%) 3,8 (13%) 5,8 (17%)
Ldmina propria
Nivel 1 28 (93%) 25,2 (84%) 25,2 (87%) 20,6 (69%) 20,8 (69%)
Nivel 2 2 (7%) 2 (7%) 2 (5%) 3,8 (12%) 4 (15%)
Nivel 3 0 (0%) 2,8 (9%) 2,8 (8%) 5,6 (19%) 5,8 (16%)
Camada Submucosa
Nivel 1 29,6 (99%) 30 (100%) 29,4 (98%) 24,6 (83%) 22,2 (74%)
Nivel 2 0,4 (1%) 0 (0%) 0,6 (2%) 2,6 (10%) 3,8 (13%)
Nivel 3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2,8 (7%) 4 (13%)

30 secgdes analisadas por pardmetro. Resultados expressos em média do grupo e percentual %. (n = 5 animais/grupo). AsNi[-]= 0,01 mgL™ de

arsénio e 0,07 mgL™' de niquel; AsNi[+] = 1 mgL™"' de arsénio e 7 mgL™' de niquel. Nivel 1: sem alteragdes histologicas; Nivel 2: alteracdes

histoldgicas leves; Nivel 3: alteragcdes histologicas graves.
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As andlises histomorfométricas da parede do ileo mostraram que a altura das
vilosidades foi maior em animais do grupo AsNi[-] quando comparado com os grupos
controle, As, Ni e AsNi[+] (p < 0.05; Tab. 8). Além disso, observou-se aumento no didmetro
das vilosidades e diametro da lamina propria em animais de todos os grupos experimentais
quando comparados a ratos do grupo controle (p < 0.05). A altura do epitélio também foi
maior em animais do grupo AsNi[-] em relagdo a média observada no ileo de ratos dos grupos
controle e Ni (p < 0.05; Tab. 8) Por fim, a espessura das camadas mucosa, submucosa e

muscular ndo alteraram nos grupos experimentais (p > 0,05; Tab. 8).
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Tabela 8 — Comparagdo dos parametros histomorfométricos do ileo de ratos Wistar expostos a arsénio e niquel, isolada e simultaneamente na agua de

beber por 70 dias.
Parametros (um) Controle As 1 mgL™! Ni 7 mgL™! AsNi [-] AsNi [+]
Altura da vilosidade 257,39 £ 17,05% 319,73 +£45,03? 275,63 + 46,93% 384,57 + 34,61° 300,25 +9,99%

Diametro da vilosidade

Diametro lamina propria

Altura epitélio

Espessura mucosa
Espessura submucosa
Espessura muscular
Espessura muscular circular

Espessura muscular longitudinal

67,98 £ 5,52°
50,01 +5,05%
17,97 + 1,68°¢
436,59 + 17,17%
33,26 +£4,58°
66,43 + 8,08?
35,38 +£3,32°

31,05 +6,00°

99,84 + 5,79"

74,99 + 5,04°
24,84 + 1,522
427,00 + 44,84
45,46 + 10,417
83,77 + 23,52°
49,52 + 19,74°

34,24 + 4,96°

108,57 + 4,89°
89,78 + 4,09°
18,79 + 2,24¢

381,13 + 40,10°
35,13 + 4,79
71,33 £9,62°
43,89 + 6,89

27,44 + 4,97

124,57 + 17,01°
98,12 + 16,88"
26,45 +2,20°
518,41 + 83,932
48,18 +72,77°
79,88 = 10,47°
48,20 + 9,04

31,67 +5,80°

108,68 + 9,36°
87,47 + 8,88
21,22 + 2,78
441,69 +22,58°
43,89 + 23,59°
84,63 + 8,46°
48,22 + 7,132

36,4 +2,82%

Média + DP. AsNi[-] = 0,01 mg L' de arsénio e 0,07 mg L™! de niquel; AsNi[+] = 1 mg L™ de arsénio e 7 mg L' de niquel. **“Letras diferentes na

mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; p < 0,05). (n = 5 animais/grupo).
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A analise da area das mucinas acidas apontou para um maior percentual dessa secrecao
no ileo de ratos do grupo AsNi[+] em relacdo ao percentual observado em ratos dos grupos
controle, As e Ni (p < 0,05; Tab. 9). Enquanto o percentual de mucinas neutras foi menor na
mucosa do ileo de animais do grupo AsNi[+] em relacdo aos ratos do grupo Ni (p < 0,05), ndo
foram observadas diferencas entre os grupos para a area das mucinas mistas (p > 0,05; Tab.
9).

Tabela 9. Percentual da area de mucinas na mucosa do ileo de ratos Wistar adultos expostos
ao arsénio e niquel isolada e simultaneamente por 70 dias.

Mucinas Controle As 1 mgL! Ni 7 mgL™! AsNi [-] AsNi [+]

Acidas 18,89 +£3,928 19,24 +3,13* 19,95+534% 2244+3,58" 2893 +4,76"
Neutras 0,67 £0,26®° 0,60 +0,22®°® 1,16+0,64> 0,59+0,07°® 0,10+0,10?

Mistas 0,97 £0,14° 2,02+£1,03* 228+1,100 1,86+0,53* 0,44+0,10°

Mensuracao de mucinas obtida por colorimetria, calculando-se a area da coloragdo por area do
campo. Dados expressos média + DP. AsNi[-] = 0,01 mg L' de arsénio e 0,07 mg L' de
niquel; AsNi[+] = 1 mg L de arsénio e 7 mg L de niquel. **“Letras diferentes na mesma
linha indicam diferengas entre os grupos (one way ANOVA e teste de Tukey; p <0,05). (n=15

animais/grupo).
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Duodeno _Jejuno
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Figura 5: Fotomicrografias do trato intestinal de ratos Wistar submetidos a coexposi¢ao
subcrdnica de arsénio e niquel na dgua de beber por 70 dias. A, B, C retratam o trato intestinal
em condi¢cdes normais, composto por suas tunicas e suas vilosidades (V). Na letra A, o
triangulo chama ateng@o para um aumento de células. Em C, chama-se atengdo para a placa de
Peyer (P.P). As figuras D, E, e F, sdo compostas por fotomicrografias do trato intestinal de
animais desafiados pela exposi¢do ao arsénio. E possivel observar a presenca de fusdo de
vilosidades (quadrado), hiperplasia (triangulo), infiltrado inflamatério (asterisco) e um
extravasamento da placa de Peyer (P.P). Nas fotomicrografias G, H e I, observamos o trato
intestinal de animais expostos ao niquel, sendo visivel fusdo de vilosidades (quadrado),
infiltrado inflamatorio (asterisco). Nas figuras J, K e L, a respeito de animais desafiados com a
coexposi¢ao de arsénio e niquel na menor dose, revelam a presenca de infiltrado inflamatério
(asterisco), fusdo de vilosidades (quadrado), descamagdo celular (seta) e extravasamento da
placa de Peyer (P.P). As fotomicrografias M, N e O retratam o trato intestinal de animais
desafiados com a coexposi¢do de arsénio e niquel na maior dose. E possivel observar alteragdes
semelhantes aos demais grupos, como a presenca de fusdo de vilosidades (quadrado),
hiperplasia (tridngulo), extravasamento da placa de Peyer (P.P), descamagdo celular (seta) e
congestdo vascular (C). C = controle; As = 1 mg L™ de arsénio; Ni = 7 mg L' de niquel;
AsNi[-] = 0,01 mg L de arsénio e 0,07 mg L' de niquel; AsNi[+] = 1 mg L! de arsénio e 7
mg L' de niquel.
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Figura 6. Fotomicrografias do trato intestinal de ratos Wistar submetidos a coexposi¢ao
subcronica de arsénio e niquel na dgua de beber por 70 dias. Corado pela técnica histoquimica
de acido periddico-Schiff + Alcian Blue (AB/PAS). Escala: 30um. C = controle; As=1mg L~
! de arsénio; Ni = 7 mg L' de niquel; AsNi[-] = 0,01 mg L' de arsénio e 0,07 mg L' de

niquel; AsNi[+] = 1 mg L de arsénio e 7 mg L' de niquel.

3.4.5 Atividade das enzimas antioxidantes e marcadores do estresse oxidativo

3.4.5.1 Duodeno

Nao foram observadas alteragdes na atividade das enzimas SOD e CAT entre os
grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 7A e D). J4 a atividade de GST diminuiu em animais
expostos ao arsénio e niquel separadamente em comparagdo com os grupos controle e ratos
expostos as misturas dos metais (p < 0,05; Fig. 7G). As concentra¢des de MDA nao diferiram
entre os grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 7J).
3.4.5.2 Jejuno

Nao foram observadas alteragdes na atividade da enzima SOD (p > 0,05; Fig. 7B). A
atividade de CAT foi maior em ratos que ingeriram a maior concentracdo de niquel e arsénio
em comparagdo com animais dos grupos controle, As, Ni e AsNi[-] (p < 0,05; Fig. 7E). Ja a
atividade de GST foi menor em todos os animais, tanto os expostos separadamente aos
compostos € administrados simultaneamente em diferentes concentragdes em relacdo ao
controle (p < 0,05; Fig. 7H). As concentragdes de MDA foram menores em animais do grupo

As comparado a animais do grupo controle (p > 0,05; Fig. 7K).

3.4.5.3 fleo
Nao foram observadas alteracdes na atividade da enzima SOD (p > 0,05; Fig. 7C). A

atividade de CAT foi consideravelmente maior em animais que ingeriram a maior
concentragdo de niquel e arsénio em relagdo aos demais grupos experimentais (p < 0,05; Fig.
7F). Ja a atividade de GST e as concentracdes de MDA ndo diferiram entre os grupos

experimentais (p > 0,05; Fig. 71, L).
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Figura 7: Efeitos da exposi¢do ao arsénio e niquel sobre atividades de enzimas antioxidantes
e produtos do estresse oxidativo no intestino delgado de ratos Wistar. SOD: superoxido
dismutase; CAT: catalase; GST: glutationa S-transferase; MDA: malondialdeido. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste
de Tukey; p < 0,05). (n = 5 animais/grupo). C = controle; As = 1 mg L' de arsénio; Ni = 7 mg
L' de niquel; AsNi[-] = 0,01 mg L' de arsénio e 0,07 mg L' de niquel; AsNi[+] =1 mg L

de arsénio e 7mg L™ de niquel.

3.5 Discussao

Neste trabalho avaliamos o efeito da ingestdo simultdnea de As e Ni por um periodo
subcronico sobre o intestino delgado. Os resultados mostraram que os dois elementos
quimicos, fornecidos individualmente ou juntos, alteraram pardmetros microscopicos €
oxidativos nas regides duodeno, jejuno e ileo. Diariamente os seres humanos sdo expostos a
um coquetel de metais pesados (Wu et al., 2016). J& foi descrito na literatura os prejuizos
causados a saude humana apos a absor¢ao desses metais (Ibrahim et al., 2006; Lu et al., 2014;
Muiioz & Costa, 2012; Vahter, 2002). Mas, pouco se sabe sobre os efeitos desses coqueteis de
metais no intestino delgado, mesmo sendo um local importante de assimilagdo e absor¢ao de
nutrientes. Portanto, este estudo pode contribuir para a melhor compreensao dos efeitos desses
metais no intestino delgado.

Todos os animais expostos ao As e Ni, independente se ofertados juntos ou separados,
apresentaram fusao de vilosidades em todas as regides do intestino delgado. Nas vilosidades
acontece a absorcao dos nutrientes e fluidos, portanto seu desenvolvimento correto ¢ crucial
para um bom funcionamento intestinal (Kwon et al., 2020). O acometimento das vilosidades
pode implicar em ma absorcao intestinal e causar efeitos sistémicos relacionados a nutrigao.
Apesar disso, nao se observou alteragcdes nos pesos dos animais (lasbik-Lima, 2022),
indicando que nao houve impacto neste parametro biométrico. De acordo com Bernet et al.

(1999), fusao celular representa o padrao de adaptacdo da reacdo tecidual induzida por
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xenobidticos, como os metais pesados estudados aqui. Tanto o As quanto o Ni sdo absorvidos
no intestino, sendo conhecidos por sua toxicidade e por terem uma rapida taxa de absorcao
nas células (Hirano et al., 2004; Wu et al, 2013). A presen¢a de metais nos Orgdos
proporciona uma rea¢do em sequéncia que comega com a desregulagdo do equilibrio de ions
metalicos. No meio intracelular, trés mecanismos de agdes nocivas dos tdxicos podem
ocorrer, como mimetismo de metais essenciais, geracdo de estresse oxidativo e interagdo com
grupos sulfidrilas (Machado-Neves, 2022). Dessa forma, ¢ possivel que a fusdo de vilosidades
apesar do comprometimento na absor¢do dos nutrientes, seja um mecanismo de defesa para
impedir a entrada de agentes toxicos.

O intestino representa a conexao entre o meio interno e o ambiente externo, apresentando
uma barreira altamente regulada e seletiva para impedir a passagem de agentes toxicos como
os metais pesados (Wu et al., 2013). Os enterocitos sdo as células que estdo em contato com o
limen e podem absorver esses metais, resultando em prejuizos no processo de absor¢do dos
nutrientes e na propria célula. Os resultados mostraram que a altura do epitélio foi afetada no
jejuno de animais expostos a mistura de As e Ni nas duas concentragcdes propostas. No
presente estudo, ratos de todos os grupos experimentais apresentaram descamacao do epitélio.
Esse achado histologico pode ser uma caracteristica do 6rgao, considerando que o intestino
delgado possui alta taxa de renovagao celular (Crosnier et al., 2006). No entanto, combinado
com outros acometimentos, como a mudanca na altura do epitélio, a descamacdo pode
contribuir para um mau funcionamento intestinal, pois os enterocitos possuem regides
especificas para o transporte de nutrientes (Middendorp et al., 2014). Um estudo analisando a
intoxicacdo por Ni no intestino também encontrou resultados semelhantes relacionados a
altura das vilosidades (Wu et al., 2013). A reducdo da espessura da camada mucosa, como foi
visto nas regides do duodeno e jejuno em animais coexpostos ao As e Ni nas duas

concentragdes, também podem estar relacionadas com alteracdes nas vilosidades e com a
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maior descamacao celular. Por outro lado, o aumento na altura dos vilos como ocorrido no
ileo de animais mediante a coexposi¢do ao As e Ni em doses baixas, pode ser um mecanismo
compensatorio de descamacao epitelial, o que ja foi reportado em outros estudos (Araujo et
al., 2022; Oetting et al., 2006). Além disso, as regides do duodeno e jejuno apresentaram
hiperplasia no epitélio, principalmente em animais dos grupos As e AsNi[+]. Essa ¢ uma
resposta adaptativa de células que sdo capazes de se replicar, podendo ser um reflexo de
desequilibrio causado pelos elementos toxicos nas células epiteliais, sendo este desequilibrio
compensado com proliferacdo celular. Além disso, observou-se a presenca de congestdo
vascular no duodeno e jejuno de animais AsNi[+], sendo comum no processo inflamatério
intestinal independente da origem (Biondo-Simdes et al., 2000; Bonassa et al., 2015; Lima et
al., 2019).

Estudos também relacionam a hiperplasia de células epiteliais induzida por danos na
mucosa intestinal com a inflamagao (Araujo et al., 2022; Oetting et al., 2006). Contribuindo
com os achados de congestdao vascular, observou-se a presenca de infiltrados inflamatorios na
regidao do jejuno de todos os animais experimentais. J4 no ileo, a ocorréncia de infiltrados
inflamatorios foi observada em animais dos dois grupos de coexposicao AsNi e do grupo Ni.
Alteragdes na lamina préopria foram observadas no duodeno de animais expostos & maior
concentra¢do de AsNi, no jejuno de animais coexpostos ao AsNi nas duas concentragdes e em
animais expostos ao Ni, bem como no ileo em todos os animais experimentais. O aumento no
didmetro da lamina propria pode estar relacionado com a presenca de infiltrados
inflamatorios. A inflamag¢do tecidual com maior niimero de células do sistema imune pode
acarretar maior liberagdo de citocina pro-inflamatdria, que fortalece o desenvolvimento de
lesdo tecidual e atrai mais células para os pontos de inflamagdo cronificando o processo
inflamatorio (Souza et al., 2018; Sprague & Khalil, 2009). Isso também explica o

extravasamento das placas de Peyer da camada submucosa para mucosa do ileo em animais
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de todos os grupos experimentais. As placas de Peyer sio nddulos linfoides que estdo
presentes na camada submucosa do ileo (Junqueira & Carneiro, 2017). No presente estudo,
observou-se uma maior intensidade e aumento desses nddulos, com consequente
extravasamento para vilosidades. Ambos os achados levam a um aumento no didmetro da
lamina propria e, consequentemente, aumento no didmetro das vilosidades.

A auséncia de glandulas de Brunner na camada submucosa do duodeno dos animais
experimentais pode estar relacionada com a obtencdo do fragmento na éarea da flexura
duodenojejunal. Nesta regido de transi¢do temos uma diminui¢do de glandulas de Brunner e
inicio da segunda porcdo do intestino delgado, o jejuno (Junqueira & Carneiro, 2017).
Algumas alteragdes foram exclusivas da regido do jejuno, tais como reducao na espessura das
camadas muscular e submucosa e morte celular nas vilosidades. As alteracdes parecem ter
sido consequéncia da exposi¢do ao Ni, uma vez que animais deste grupo apresentaram
reducdo das camadas muscular circular e longitudinal, com consequente efeito sobre a
espessura da camada muscular total. Animais do grupo AsNi[-] também apresentaram
reducdo na camada muscular circular e muscular total do jejuno, bem como reducdo na sua
camada submucosa. Isso sugere que tanto de maneira isolada ao Ni, quanto na coexposi¢do ao
AsNi, foi possivel observar alteracdo na parede intestinal. A integridade da parede intestinal é
extremamente importante para proteger o organismo a poluentes e patdgenos (Wu et al.,
2013) e para a propria funcionalidade do 6rgdo, o que nos permite inferir que o jejuno foi a
regido mais acometida pela coexposicdo aos metais As e Ni.

Nossos resultados mostraram um aumento na area de mucinas acidas no duodeno de ratos
coexpostos ao As e Ni nas maiores concentragdes, bem como em animais expostos ao Ni
somente. J4 no jejuno, somente animais do grupo AsNi[-] apresentaram esse aumento,
enquanto este efeito foi observado no ileo de animais expostos a maior concentracdo de

AsNi[+]. Esses achados corroboram com o estudo de Wu et al. (2013), que relatou um efeito
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toxico do Ni nas concentragdes de 300 mg/kg, sobre células caliciformes, com consequente
efeito sobre a producdo de muco. Células secretoras como as células caliciformes sdo
constituintes importantes para o bom funcionamento do intestino delgado, sendo encontradas
entre os enterocitos. Elas secretam mucinas que fazem parte do muco que cobre o epitélio
intestinal, formando uma importante barreira protetora (Nimmerfall & Rosenthaler, 1980;
Schneeman et al., 1982; Wu et al., 2013). Existe uma variedade de mucinas secretadas no
intestino delgado, cada uma com sua funcdo especifica e secretam antimicrobianos
especificos e inespecificos diferentes umas das outras (McGuckin et al., 2011). Em relagdo as
mucinas neutras, observamos aumento em sua secrecdo somente na regido do ileo de ratos
expostos ao Ni. Por fim, a area de mucinas mistas ndo apresentou alteracdes nas regides
jejuno e ileo. No duodeno, porém, a drea dessas mucinas aumentou em animais expostos ao
Ni e em animais expostos ao AsNi na menor concentra¢do, o que certamente ¢ reflexo do
aumento das mucinas acidas. Esses resultados podem ser explicados pela rapida alteragdo que
ocorre no conteudo do muco para responder uma sinalizagdo das células imunes, sejam da
imunidade inata ou adaptativa. Essas células secretam citocinas e outros fatores que modulam
a taxa de sintese e liberacdo de mucinas (McGuckin et al., 2011; Strugnell & Wijburg, 2010).
Portanto, alteragdes nas mucinas podem mostrar a resposta do tecido em relag@o a inflamagao,
na tentativa de amenizar os danos. No entanto, novos estudos precisam ser feitos para
entendermos como essa coexposicao ao As e Ni pode influenciar a producao de mucinas.
Estudos mostram que o estresse oxidativo ¢ um dos mecanismos de a¢do do As e Ni,
estimulando uma excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e
resultando em peroxidacdo lipidica e oxidacdo de proteinas (Couto-Santos et al., 2020;
Machado-Neves, 2022; Wu et al., 2013). No nosso trabalho, porém, ndo foram observadas
alteracdes significativas da SOD nas regides do duodeno, jejuno e ileo. lasbik-Lima (2022)

também nao observou alteracdes na atividade de SOD, analisando os mesmos elementos
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quimicos, nas concentracdes de 1 e 7 mg Kg'!, no tecido hepético de ratos expostos
subcronicamente. A atividade da CAT se alterou nas regides do jejuno e ileo de animais do
grupo AsNi na maior concentragdo, mas nao na duodenal. Como o perdxido de hidrogénio
(H20>) estava disponivel apds dismutagdo do anion superdxido por SOD, sugere-se que isso
levou a uma intensa atividade da CAT, para converter o H> O, em 4dgua e oxigénio (O2), e
proteger as células contra os danos gerados pelo H2O> (Bisht et al., 2017). Ja a atividade da
GST, reduziu na regido do duodeno nos grupos de coexposi¢do de ambas as concentragdes,
bem como na regido do jejuno em todos os grupos. A enzima GST, dentre suas fung¢des,
também neutraliza o H,O>, mas por uma via diferente da enzima CAT (Habig et al., 1974).
Considerando que as duas linhas de defesa (CAT e GST) foram ativadas a fim de reduzir os
niveis de H»O», levando a GST a exaustdo, esses resultados mostram que os sistemas de
defesa foram eficientes, uma vez que as concentragdes de MDA, ao final dos 70 dias, estavam
reduzidas. Uma maior concentracdo de MDA mostra danos teciduais, como fusdo de
vilosidades e descamagdo celular, observados no duodeno. Altas concentragoes de MDA sdo
importantes sinalizadores de peroxidacdo lipidica (Janero, 1990). Na regido do jejuno, as
patologias também podem estar relacionadas com a maior peroxidagdo lipidica, tendo em
vista que a célula possui importantes componentes lipidicos, como a membrana plasmatica.
No ileo, porém, ndo foram observadas alteracdes da GST e nas concentragdes de MDA.

No entanto, as altera¢des histologicas e oxidativas ndo foram intensas, ja que grande parte
do trato intestinal ndo foi acometido por patologias. A coexposi¢do no periodo subcronico
pode ter estimulado um processo inicial de dano, o mesmo foi reportado por lasbik-Lima
(2022) analisando os mesmos elementos quimicos, nas mesmas concentragdes, no tecido
hepético de ratos expostos subcronicamente. Sugerindo que em exposi¢des cronicas € maiores
concentragdes podem reforcar esses danos e resultar em prejuizo ao 6rgdo. Como visto no

estudo de Wu et al. (2013), que utilizou maiores concentracdes (300mg/kg) de Ni resultando
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em alteracdes intensas no intestino delgado. O mesmo foi reportado por Liu et al. (2021),
utilizando altas concentragdes de As (50 mg L) observaram alteragdes intensas na
microbiota intestinal. Esses achados sdo importantes, pois existem locais em que sdo
encontradas altas concentragcdes de AsNi (Alamdar et al., 2016; Brabec et al., 2020; Vormittag
et al., 2021). Portanto, os seres humanos ¢ animais estdo entrando em contato com um
coquetel de metais em altas concentragdes, sendo uma preocupacdo de saide mundial
(Rehman et al., 2018). O presente estudo fornece informacdes experimentais sobre os efeitos

toxicologicos do AsNi no intestino delgado, podendo auxiliar novos estudos.

3.6 Conclusoes

Os resultados do presente estudo mostram que a coexposicdo oral ao As e Ni, nas
concentragdes utilizadas em um periodo subcronico, gerou alteragdes histoldgicas no intestino
delgado de ratos Wistar adultos. Estas alteragdes incluiram aumento no didmetro da lamina
propria e no diametro das vilosidades, fusdo de vilosidades, descamagdo celular no epitélio,
presenga de infiltrado inflamatério e congestdo vascular. Essas alteracdes histologicas,
porém, ndo acometeram grande parte do epitélio, lamina propria e submucosa, o que
provavelmente ndo inviabilizou a atividade intestinal. Além disso, houve uma mudanca no
perfil das mucinas secretadas em todas as regioes do intestino delgado e alterag@o na atividade
de enzimas do sistema antioxidante. Apesar das modifica¢des no trato intestinal, ndo foram
observadas alteracdes nos pesos dos animais, evidenciando que a coexposi¢iao nao foi capaz
de afetar expressivamente a fungdo do orgdo. Os resultados deste estudo fornecem novas
informagoes experimentais para estudos futuros sobre os efeitos da coexposi¢do ao As e Ni no

parénquima intestinal em humanos e em outros animais.
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