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RESUMO

A mesotriona ¢ um herbicida inibidor da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD),
amplamente utilizado na cultura do milho para o controle de plantas daninhas. Apesar de sua
seletividade, o uso recorrente levanta preocupagdes quanto a toxicidade em organismos nao
alvo, especialmente pela ingestdo de dgua e alimentos contaminados. Considerando que o
intestino delgado é o principal sitio de absor¢ao de xenobidticos, este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da exposi¢cdo subaguda a mesotriona sobre parametros histoldgicos
e histomorfométricos do duodeno, jejuno e ileo de ratos Wistar. Foram utilizadas 15 fémeas
adultas, distribuidas em trés grupos experimentais (n = 5/grupo), submetidas a gavagem oral
diaria com éagua destilada (controle) ou mesotriona nas doses de 125 e 250 mg/kg durante 14
dias. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFY, protocolo n°® 32/2023). Apos eutanasia, fragmentos das trés regides do intestino
delgado foram analisados em microscopia de luz. As alteragdes histologicas foram
classificadas segundo Chiu (1970). Para a andlise histomorfométrica, foram avaliadas altura
das criptas, espessura da submucosa, espessura das camadas musculares circular interna e
longitudinal externa e altura do epitélio. A normalidade foi verificada pelo teste de
Shapiro—Wilk, e as comparagdes entre grupos foram realizadas por ANOVA seguida do teste
post hoc de Newman—Keuls (p < 0,05). Os parametros histomorfométricos ndo apresentaram
diferengas significativas entre os grupos (p > 0,05), indicando preservacdo quantitativa da
estrutura intestinal. Em contraste, a analise histopatoldgica revelou lesdes progressivas e
dependentes da dose, como perda de defini¢do epitelial, hiperplasia, infiltrado inflamatério,
necrose e desorganizagdo do epitélio, sendo o ileo a regido mais afetada. Conclui-se que a
mesotriona induz danos iniciais ao tecido intestinal mesmo sem alteragdes morfométricas
detectaveis, sugerindo toxicidade subclinica com potencial para agravamento em exposigoes

prolongadas.

Palavras-chave: xenobioticos; mamiferos; absor¢ao intestinal; toxicidade.



ABSTRACT

Mesotrione is an herbicide that inhibits the enzyme 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
(HPPD) and is widely used in maize cultivation for weed control. Despite its selectivity,
recurrent use raises concerns regarding its potential toxicity in non-target organisms,
particularly through the ingestion of contaminated water and food. Considering that the small
intestine is the main site of xenobiotic absorption, this study aimed to evaluate the effects of
subacute mesotrione exposure on histological and histomorphometric parameters of the
duodenum, jejunum, and ileum of Wistar rats. Fifteen adult female rats were assigned to three
experimental groups (n = 5/group) and subjected to daily oral gavage with water (control) or
mesotrione at doses of 125 and 250 mg/kg for 14 days. All procedures were approved by the
Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA/UFYV, protocol no. 32/2023). After
euthanasia, fragments of the three intestinal regions were collected, processed, and examined
under light microscopy. Histological alterations were classified according to Chiu (1970). For
morphometric analysis, crypt height, submucosal thickness, thickness of the inner circular
and outer longitudinal muscle layers, and epithelial height were measured. Normality was
assessed using the Shapiro—Wilk test, and group comparisons were performed by one-way
ANOVA followed by the Newman—Keuls post hoc test (p < 0.05). Histomorphometric
parameters showed no significant differences among groups (p > 0.05), indicating
quantitative preservation of intestinal architecture. In contrast, histopathological evaluation
revealed progressive and dose-dependent lesions, including loss of epithelial definition,
hyperplasia, inflammatory infiltrate, necrosis, and villus disorganization, with the ileum being
the most affected segment. In conclusion, mesotrione induced early intestinal tissue damage
even in the absence of detectable morphometric alterations, suggesting subclinical toxicity

with potential for worsening under prolonged exposure.

Keywords: xenobiotics; mammals; intestinal absorption; toxicity.
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1. INTRODUCAO

Com os avangos tecnologicos na agricultura, o uso de herbicidas se tornou uma
ferramenta essencial para garantir uma maior produtividade nas culturas, principalmente pelo
controle efetivo de plantas daninhas (Parven ef al., 2025). Uma vez que estas competem por
recursos como agua, luz e nutrientes, resultando em consideraveis perdas no desempenho de
plantios, a invasdo de plantas daninhas representa uma ameaga significativa (Oerke, 2006).
Por esta razdo, o uso de herbicidas se torna uma das principais estratégias de manejo para
assegurar a produtividade, com impacto consideravel no controle desta infestacao.

Entre eles, destaca-se a mesotriona, indicada principalmente para a cultura do milho,
pela sua alta eficiéncia no controle de plantas daninhas de folhas largas (EFSA, 2016). A
mesotriona pertence ao grupo dos inibidores da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase
(HPPD), sendo esta essencial para a biossintese de carotenoides, pigmentos essenciais para a
protecao dos tecidos vegetais contra a fotoxidagdo. A inibicdo dessa enzima leva a
degradagdo da clorofila, resultando no branqueamento foliar e na morte das plantas sensiveis
por estresse oxidativo (Beaudegnies et al., 2009). A seletividade da mesotriona se deve a
capacidade do milho de metaboliza-la rapidamente, transformando-a em compostos nao
toxicos para si mesmo, através de reagdes enzimaticas mediadas pelo citocromo P450 e pela
glutationa S-transferase. Ja as plantas daninhas, sdo menos eficientes nesse processo, e
acumulam o composto em niveis altos, sofrendo entdo os efeitos fitotoxicos do herbicida.
Contudo, o uso continuo e indiscriminado deste herbicida pode causar efeitos nocivos,
sobretudo em espécies nao-alvo, como animais € humanos, cuja exposicdo pode causar
alteracdes fisioldgicas, comportamentais e, em alguns casos, intoxicagao.

A exposi¢do de humanos e outros mamiferos, considerados organismos ndo-alvo, a
residuos de herbicidas ocorre através da ingestdo de alimentos e dgua contaminados (EFSA,
2016). Apds a ingestdo, essas substancias percorrem todo o trato gastrointestinal até o
intestino delgado, onde ocorre a absor¢cdo de nutrientes e também de possiveis toxinas. Isso
ocorre por meio das vilosidades intestinais, que aumentam a superficie de contato do
intestino, permitindo o transporte de moléculas para o sistema circulatério (Hodgson, 2010).
Dessa forma, herbicidas, que sdo substancias persistentes, podem atravessar a barreira
intestinal e potencializar alguns efeitos sistémicos a longo prazo.

Existem indicios de que a exposicdo a herbicidas pode afetar diretamente o intestino
delgado, comprometendo a integridade da mucosa, a morfologia intestinal e a capacidade de
absor¢ao de nutrientes (Araujo et al., 2023). Segundo Bischoff (2011), essa regido do

intestino € essencial para a homeostase do organismo, permitindo que o meio interno se
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mantenha equilibrado diante das mudangas do meio externo, além de ser responsavel pela
digestdo e absor¢ao de nutrientes. Ela também representa uma das principais vias de entrada
de xenobidticos, que sdo compostos quimicos estranhos ao organismo, podendo causar
inflamagdes, alteracdes na microbiota e disfuncdo da barreira intestinal (Di Tommaso et al.,
2021). Diante disso, o uso extensivo do herbicida mesotriona gera preocupagdes a respeito de
seus efeitos em organismos ndo-alvo, o que requer uma maior compreensdo das
consequéncias para a homeostase corporal.

Nesse contexto, sdo escassos os estudos que investigam, de forma sistematica, os
efeitos que a mesotriona causa na estrutura histologica do intestino delgado de mamiferos. A
maior parte das pesquisas concentram-se nos impactos que esse herbicida causa em
organismos aquaticos, como em peixes, nos quais ja foram observadas alteragdes bioquimicas
relacionadas ao estresse oxidativo e danos ao DNA (Wang et al., 2018; Piancini ef al., 2015).
Analises histopatologicas detalhadas das trés porgdes do intestino delgado (duodeno, jejuno e
ileo) em roedores expostos ao mesotriona sdo inexistentes. Em mamiferos, as informagdes
sdo limitadas e focam em parametros gerais de toxicidade, sem uma analise histologica
detalhada em células (Mesnage et al., 2018). Portanto, este trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos da exposi¢ao a mesotriona sobre a morfologia do intestino delgado de ratos
Wistar. Para isso, realizou-se analises histologicas e histomorfométricas, a fim de identificar
possiveis alteragcdes. Os resultados podem gerar informagdes sobre a toxicologia deste
herbicida, contribuindo na constru¢do de politicas publicas para estabelecer padrdes de

segurancga relacionados ao seu uso.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pragas agricolas

Atualmente, a agricultura tem enfrentado desafios com relagdo a manutencdo da
produtividade perante a presenca de inimeras pragas agricolas. Entre essas estdo as plantas
daninhas, que constituem uma das maiores ameacgas, pois competem com as culturas por
recursos como agua, luz e nutrientes (Oerke, 2006). Na producdo de alimentos, a infestacao
por plantas daninhas pode gerar perdas entre 20% e 40%, dependendo da cultura e das
condi¢des de manejo, o que transforma um problema técnico também em uma questio social,
pelo fato de afetar diretamente a disponibilidade e o valor dos alimentos para consumidores,
além da renda dos agricultores (Oerke, 2006). Assim, ¢ nesse cenario que o uso de controle

quimico, por meio de herbicidas, se destaca, sendo uma ferramenta de manejo eficiente e
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pratica (Parven et al., 2025). Embora este método represente um grande avanco na
produtividade agricola, ainda se questionam os impactos que esses produtos causam no
ambiente e nos seres Vivos.

Os herbicidas tém desempenhado um papel muito importante na agricultura moderna.
Devido a sua eficiéncia no manejo de plantas daninhas, além de contribuir para o aumento
global da produtividade. No entanto, seu uso intensivo e indiscriminado gera problemas,
como a persisténcia no solo, a lixiviagdo para aguas subterraneas, a contaminacdo de
ecossistemas aquaticos e de demais culturas agropecuarias (Parven et al., 2025). Muitos
estudos apontam riscos associados a essas substancias, visto que residuos de herbicidas
podem permanecer em alimentos e na dgua potavel, e se tornam potenciais vias de exposicao
crOnica para humanos e animais, além de riscos ecoldgicos associados a sua persisténcia no
ambiente (Parven et al., 2025; Mugudamani et al., 2023).

Compreender os beneficios e maleficios dos herbicidas ¢ essencial para discutir o seu
impacto na agricultura e em todo ecossistema onde sao aplicados. Seus efeitos podem afetar
diversos recursos ambientais, impactando organismos vivos que dependem desses rescursos

para viver, e ainda ha pouca preocupagao relacionada aos danos futuros que podem causar.

2.2. Caracteristicas da Mesotriona

Os herbicidas sdo produtos quimicos desenvolvidos para controlar ou eliminar o
crescimento de plantas ndo desejadas em produgdes agricolas. Desde a introdu¢do do 2,4-D
em 1940, a industria de agroquimicos cresceu consideravelmente, desenvolvendo moléculas
com modos de acdo mais especificos. Entre as classes de herbicidas mais utilizadas
atualmente estdo os inibidores da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD). Com a
inibi¢do da HPPD, ocorre a redugdo dos carotenoides, antioxidantes naturais que atuam na
protecao da planta contra o estresse fotoxidativo. Isso permite o acumulo de radicais livres
que degradam a clorofila, levando ao branqueamento das folhas e a morte da planta (Mitchell
etal.,2001).

A mesotriona é um herbicida triquetdnico pertencente ao grupo dos inibidores da
enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD), muito utilizado no cultivo do milho para
o controle de plantas daninhas dicotiledoneas (Mitchell et al., 2001). Do ponto de vista
quimico, trata-se de um composto sintético derivado da leptospermona, molécula natural
encontrada em espécies do género Callistemon. Essa estrutura triquetona confere a
mesotriona elevada estabilidade e capacidade de interagdo com enzimas envolvidas na via

metabolica dos carotenoides, pigmentos essenciais para a fotoprote¢do celular (Beaudegnies
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et al., 2009). Por essas caracteristicas quimicas e¢ pelo seu modo de acao especifico, a
mesotriona se destaca entre os herbicidas modernos, apresentando seletividade para o milho e
grande eficacia no controle de plantas daninhas de folha larga.

O mecanismo de agdo da mesotriona ocorre por meio da inibicdo competitiva da
HPPD, enzima responsavel pela conversao do 4-hidroxifenilpiruvato em homogentisato, um
dos precursores fundamentais da biossintese de carotenoides. Com a interrupgao dessa via, ha
reducdo drastica dos niveis desses pigmentos, 0 que compromete a protecdo antioxidante dos
tecidos vegetais e leva ao acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Consequentemente, ocorre a degradacdo da clorofila, gerando o branqueamento foliar
caracteristico e culminando na morte das plantas sensiveis por estresse oxidativo (Mitchell et
al., 2001; Beaudegnies et al., 2009). Dessa forma, o herbicida interfere diretamente na
fotoprote¢do e no equilibrio redox das plantas, promovendo danos celulares progressivos que
resultam na perda de vitalidade e na eliminagdo das espécies alvo.

Embora seja seletiva para o milho, que possui vias metabdlicas rdpidas de
detoxificagdo baseadas em citocromo P450 e glutationa S-transferase, a mesotriona pode
alcancar organismos nao alvo, especialmente por exposi¢do oral. Apds a ingestdo por
mamiferos, o composto entra em contato primariamente com a mucosa intestinal, onde
processos de absor¢do de xenobidticos ocorrem por difusdo e transporte ativo (Hodgson,
2010). Uma vez absorvida, a mesotriona segue via veia porta at¢ o figado, onde sofre
biotransformacdes oxidativas e hidroxilagdes, gerando metabdlitos mais hidrossoluveis que
sao eliminados predominantemente na urina (Alferness & Wiebe, 2002). Assim, mesmo
sendo rapidamente metabolizada, a substancia ainda percorre etapas criticas de contato e
transformac¢do no organismo, o que reforca a importancia de avaliar possiveis efeitos toxicos
decorrentes dessa exposicao.

Apesar da eficiéncia da biotransformagao hepatica, a exposigao repetida pode resultar
em efeitos locais e sistémicos, visto que a mucosa intestinal, primeiro ponto de contato, esta
sujeita a processos de estresse oxidativo, inflamagdo e alteragdes estruturais, como sugerido
por estudos em modelos aquaticos e tecido hepatico de mamiferos (EFSA, 2016; Mesnage et
al., 2018). Assim, compreender o destino e os efeitos iniciais da mesotriona no organismo ¢

essencial para avaliar seus possiveis impactos toxicologicos em modelos ndo alvo.

2.3. Toxicidade de herbicidas em organismos nao-alvo
A toxicidade de herbicidas em organismos nao-alvo é uma preocupagdo crescente,

inclusive quando se trata de organismos aquaticos e mamiferos. Os herbicidas podem induzir
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estresse oxidativo, alteragdes bioquimicas e danos ao DNA, danificando muitos 6rgdos e
sistemas (Mela et al., 2013; Piancini ef al., 2015). Estudos em peixes demonstram que esses
compostos podem provocar desequilibrios fisiologicos importantes, servindo como
indicadores iniciais de impactos ecotoxicologicos, mas ndo representam os unicos efeitos
possiveis em outros organismos.

Alguns estudos t€ém demonstrado que a exposi¢do a herbicidas pode gerar efeitos
toxicos em mamiferos, especialmente no figado e nos rins, 6rgaos centrais no metabolismo e
na excrecao de xenobidticos (EFSA, 2016; Mostafalou & Abdollahi, 2017). O figado ¢ o
principal local onde ocorre a metabolizagdo de compostos e substancias, € apos a exposi¢ao a
compostos como o glifosato, esses podem causar estresse oxidativo, peroxidacao lipidica e
danos histopatologicos, como necrose e esteatose (EI-Shenawy, 2009). De modo semelhante,
os rins, por filtrarem o sangue, estdo sujeitos ao acimulo de metabdlitos toxicos. A
nefrotoxicidade de herbicidas pode se manifestar como degeneracdo tubular, infiltrado
inflamatério e alteragdes na fungdo renal, com elevacdo da creatinina e ureia séricas
(Jayasumana et al., 2015). E crucial destacar que a toxicidade pode ser amplificada pelos
ingredientes inertes das formulagdes comerciais, cujos efeitos sdo frequentemente
negligenciados nas avaliagdes de risco (Cox & Surgan, 2006). Em células humanas, a
mesotriona também provocou alteragdes na expressdo génica, incluindo mudangas associadas
ao metabolismo oxidativo e a processos inflamatdrios (Mesnage et al., 2018).

Diante disso, embora os herbicidas tenham sido feitos para atuar especificamente em
plantas, a mesotriona pode interferir em processos celulares fundamentais em organismos de
maior complexidade e esses estudos refor¢am a necessidade de avaliagdes toxicologicas,

ainda que sejam compostos considerados seguros em condi¢des normais de uso.

2.4. Absorc¢ao e destino dos herbicidas no organismo

O comportamento toxico de herbicidas em organismos vertebrados segue as etapas de
absorcado, distribui¢do, metabolizacdo e excre¢do (ADME). As formas de exposi¢ao incluem
inalagdo, contato dérmico e, principalmente, ingestdo de residuos presentes em alimentos e
agua (Hodgson, 2010). Alguns herbicidas, como os da classe das sulfonilureias e das
triazinas, possuem alta solubilidade em é4gua, favorecendo a lixiviacdo e a contaminacao de
fontes de abastecimento publico, o que representa risco adicional para populagdes humanas e
para a fauna (Gillom et al., 2006). Esses processos determinam como os herbicidas alcangam
diferentes 6rgdos e influenciam a magnitude de sua toxicidade, reforcando a importancia de

compreender as etapas de ADME em modelos de exposicao oral.
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A principal via de exposi¢ao para humanos e animais ¢ a oral, por meio de residuos
em alimentos e d4gua potavel. Apds a ingestdo, os compostos sdo absorvidos
preferencialmente no intestino delgado, que apresenta ampla area de superficie e alta
expressao de transportadores de membrana. Em seguida, atingem o fluxo portal e chegam ao
figado, onde passam por biotransformagdes enzimaticas que podem reduzir ou potencializar
sua toxicidade (Hodgson, 2010). A persisténcia de residuos em graos, frutas e hortalicas torna
essa via particularmente relevante (Bolognesi & Morasso, 2000).

Em relagdo a mesotriona, as evidéncias indicam que, apos a administragao oral, cerca
de 70 a 90% da dose ¢ absorvida, distribuindo-se rapidamente pelo organismo e sendo
amplamente metabolizada no figado. A maior parte da substancia absorvida ¢ convertida em
metabolitos hidroxilados, e aproximadamente 80% da dose administrada ¢ excretada pela
urina nas primeiras 24 horas (Alferness & Wiebe, 2002; EFSA, 2016). Embora o
metabolismo ocorra predominantemente no figado, a absorcao intestinal € a primeira etapa do
processo, o que significa que o epitélio do intestino delgado € o primeiro tecido exposto a
mesotriona ap6és a ingestdo. (Hodgson, 2010). Dessa forma, ¢ possivel que haja respostas
locais, como alteragdes morfoldgicas, inflamatorias e oxidativas (Bischoft, 2011; Di
Tommaso et al., 2021), justificando a avaliagdo dessa regiao em estudos de toxicidade oral. A
auséncia de dados aprofundados sobre alteragdes histologicas no intestino delgado
decorrentes da exposicdo a mesotriona compromete a compreensdo dos riscos associados a
exposicao prolongada (EFSA, 2016) e reforca a importancia de andlises histologicas e

histomorfométricas em modelos animais para contribuir com a saude publica.

2.5. Estrutura e funcio do intestino delgado

O intestino delgado desempenha papel essencial no processo digestivo, sendo
responsavel pela digestdo final e pela absor¢cdo da maior parte dos nutrientes consumidos.
Apods a passagem do alimento pelo estobmago, o bolo alimentar se transforma em quimo e
chega ao seu interior, onde passa por intensa mistura, degradacdo enzimadtica e absorcao,
etapas fundamentais para a manutencao da homeostase do organismo.

Anatomicamente, o intestino delgado apresenta quatro camadas principais: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. A mucosa ¢ revestida por epitélio cilindrico simples composto
por enterdcitos, células especializadas na absorcdo, e células caliciformes, responsaveis pela
secrecdo de muco. Esse epitélio fica acima da lamina propria, tecido conjuntivo ricamente
vascularizado e com abundancia de células imunologicas. Abaixo encontra-se a muscular da

mucosa, que realiza pequenos movimentos capazes de modificar a orientagao das vilosidades
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e otimizar a absor¢do. A submucosa ¢ formada por tecido conjuntivo denso que abriga vasos
sanguineos, nervos e, no duodeno, as glandulas de Brunner. A camada muscular externa,
composta por fibras circulares internas e longitudinais externas, gera os movimentos
peristalticos que impulsionam o quimo ao longo do tubo digestivo. Por fim, a serosa reveste
externamente o 6rgdo e o protege (Junqueira & Carneiro, 2022).

A mucosa do intestino delgado ¢ caracterizada pela presenca de vilosidades
digitiformes, as quais ampliam significativamente a 4rea de contato com o contetdo
intestinal. Cada vilosidade ¢ revestida por epitélio simples colunar e apresenta, em sua
superficie apical, microvilosidades, que aumentam ainda mais a superficie absortiva. A
lamina propria contém capilares sanguineos e vasos linfaticos centrais (vasos lactiferos),
essenciais para o transporte dos nutrientes absorvidos (Junqueira & Carneiro, 2022). Essa
organizacdo estrutural otimiza tanto a digestdo quanto a absor¢do e se torna a base para o
funcionamento fisiologico das trés por¢des do intestino delgado.

O duodeno, primeira por¢ao do intestino delgado, recebe o quimo do estomago e o
mistura com bile e suco pancreatico, que cont€ém enzimas fundamentais para a digestao de
proteinas, lipidios e carboidratos. Suas glandulas de Brunner, situadas na submucosa,
secretam um muco alcalino que neutraliza o pH 4cido proveniente do estdmago e protege o
epitélio duodenal (Junqueira & Carneiro, 2022). Por essas caracteristicas, o duodeno
desempenha funcdo essencial no inicio da digestdo e na protecdo do epitélio contra agentes
quimicos e fisicos. O jejuno, por¢do intermedidria e principal regido de absorcdo de
nutrientes, apresenta vilosidades mais longas e numerosas do que o duodeno ¢ o ileo. Seu
epitélio simples colunar rico em microvilosidades aumenta significativamente a superficie de
absorcdo, favorecendo a captacdo de aminoacidos, monossacarideos, dcidos graxos,
vitaminas ¢ minerais. A lamina prépria ¢ muito vascularizada e contém vasos lactiferos que
transportam os lipidios absorvidos (Junqueira & Carneiro, 2022). Dessa forma, o jejuno
apresenta estrutura altamente especializada para garantir absorcdo eficiente e rapida dos
produtos da digestdo. Ja o ileo, por¢do final do intestino delgado, d4 continuidade ao processo
de absorcao e apresenta caracteristicas proprias, como vilosidades mais curtas e a presenca de
placas de Peyer, agregados linféides essenciais para a defesa imunologica da mucosa. Essas
estruturas reconhecem microrganismos € antigenos presentes na luz intestinal, estabelecendo
uma importante interface entre os sistemas digestivo e imunolégico (Park et al., 2023).
Assim, o ileo contribui para a seletividade da barreira intestinal, protegendo o organismo de

patogenos e xenobioticos.
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Essa organizacao histoldgica e funcional confere ao intestino delgado alta capacidade
absortiva, mas também o torna particularmente vulneravel a acdo de xenobidticos, incluindo
herbicidas. A passagem de compostos lipofilicos e hidrossoluveis pelo epitélio pode
desencadear respostas oxidativas e inflamatorias que comprometem a integridade da barreira
intestinal (Bischoff, 2011; Hodgson, 2010). Diante disso, compreender a estrutura € o
funcionamento de suas regides ¢ fundamental para interpretar como substancias quimicas,

como a mesotriona, interagem com o epitélio intestinal e afetam a homeostase do organismo.

2.6. Trato gastrointestinal como alvo de xenobioticos

O trato gastrointestinal tem um papel central na digestao e absor¢@o de nutrientes e na
protecdo imunoldgica contra microrganismos patogénicos, xenobidticos, toxinas, entre
outros. O epitélio intestinal, em conjunto com a microbiota que o habita, atua na protecdo
contra substancias estranhas ao organismo, incluindo xenobioticos (Bischoff, 2011). Devido a
complexidade e vulnerabilidade do sistema digestivo, sua integridade ¢ fundamental para a
manutengdo da saude do organismo, assim, todo o trato se torna um ponto de maior atengao
quando exposto a compostos quimicos como os herbicidas.

Hé4 estudos que comprovam que herbicidas podem comprometer gravemente a
integridade dessa barreira intestinal (Di Tommaso et al., 2021; Mesnage et al., 2018). O
estresse oxidativo causado por herbicidas em mamiferos, como em figado e rins de ratos
expostos ao glifosato (El-Shenaway, 2009) e em peixes (Piancini et al., 2015), ¢ um
mecanismo importante que pode aumentar a permeabilidade intestinal. Esse processo €
conhecido como /leaky gut, que permite a translocacdo de endotoxinas bacterianas para a
circulagdo, que predispde o organismo a condigdes inflamatorias e sistémicas. A perda de
integridade da barreira intestinal ndo se limita apenas a passagem de endotoxinas para a
circulacao, mas também pode causar uma sequéncia de respostas bioquimicas e celulares.
Essas altera¢des indicam que a exposi¢do a herbicidas compromete o sistema de defesa do
organismo, sendo necessario avaliar a barreira fisica e os impactos fisioldgicos e metabolicos
associados.

Além de comprometer a barreira fisica, os herbicidas também podem causar
alteragdes bioquimicas e danos celulares. A mesotriona provocou alteragdes bioquimicas e
dano ao DNA de peixes, demonstrando seu potencial téxico em organismos aquaticos
(Piancini et al., 2015). Essas altera¢des, quando ocorrem por um longo periodo, podem gerar
desequilibrios metabolicos e causar doengas sistémicas (Di Tommaso et al., 2021). Logo,

considerando que o intestino ¢ a principal via de entrada de residuos de herbicidas, seus
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impactos em niveis morfologicos e histoldgicos precisam ser investigados com maior

profundidade para haver uma compreensdo completa dos riscos a satde.

2.7. Patologias associadas a exposicoes prolongadas

A exposi¢ao prolongada ou recorrente a herbicidas tem sido associada a uma série de
patologias, incluindo alteragdes no trato gastrointestinal de mamiferos. Estudos demonstram
que, apoOs contato continuo com agroquimicos, podem ocorrer reducdo da altura das
vilosidades intestinais, espessamento da mucosa e infiltrado inflamatorio, comprometendo a
absor¢ao de nutrientes e desencadeando inflamagdes intestinais cronicas (Pietrobon &
Senem, 2015). Uma situacdo semelhante foi observada em peixes expostos a herbicidas,
como o glifosato, em que as alteragdes histopatologicas significativas que foram descritas no
figado e no epitélio intestinal incluiram fusdo de vilosidades, vacuolizagdo hepatocitaria e
infiltrado inflamatorio (Jiraungkoorskul ez al., 2002). No entanto, para a mesotriona, estudos
em peixes apontam principalmente alteragdes bioquimicas, indu¢do de estresse oxidativo,
dano ao DNA e sinais iniciais de toxicidade em células, indicando que esse herbicida pode
desencadear efeitos em multiplos sistemas fisiologicos, apesar de ser considerado menos
persistente (Piancini et al., 2015).

Em mamiferos, embora existam poucos estudos especificos sobre mesotriona, as
evidéncias disponiveis apontam para alteragdes sistémicas associadas a exposicdo oral,
incluindo modulagdo de expressdo génica, processos inflamatorios e distirbios metabolicos
(Mesnage et al., 2018). Esses achados sugerem que a mesotriona, assim como outros
herbicidas da classe HPPD, pode interferir em vias celulares fundamentais e gerar efeitos
cumulativos em Orgdos como figado, rins e trato intestinal. Orgdos envolvidos na
desintoxicag¢do, como figado e rins, também podem apresentar acimulo de radicais livres,
inflamagao e alteracdes estruturais (Klatyik et al., 2024). Ademais, a Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer classificou o glifosato como “provavelmente carcinogénico para
humanos” (Grupo 2A), com base em evidéncias limitadas em humanos, mas suficientes em
animais, destacando mais casos de disturbios endocrinos, hepatopatias, nefropatias e
possiveis efeitos carcinogénicos (IARC, 2015). Além disso, ha evidéncias de que a exposi¢ao
a agrotdxicos com maior incidéncia de doenca de Parkinson, infertilidade e malformagdes
congénitas (Mostafalou & Abdollahi, 2017). No contexto especifico da mesotriona, ainda sdo
escassos os estudos que investigam sua toxicidade em mamiferos, especialmente no intestino
delgado. Os trabalhos existentes indicam que seus metabolitos podem interagir com vias

oxidativas e inflamatérias e que, durante o processo de absor¢do intestinal, o epitélio pode
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sofrer estresse quimico antes mesmo da metabolizagdo hepatica. Assim, apesar de ser
considerada menos téxica que herbicidas mais antigos (Possamai et al., 2023), a mesotriona
apresenta potencial para gerar alteragdes morfofisioldgicas, principalmente em exposigdes
repetidas. Além disso, a possibilidade de efeitos combinados com outros agroquimicos no
ambiente agricola reforca a necessidade de estudos laboratoriais que avaliem detalhadamente

seus impactos na mucosa intestinal.

2.8. Lacunas na literatura e releviancia do estudo

Diante disso, apesar dos avangos, as analises histologicas detalhadas sobre os efeitos
da mesotriona no trato gastrointestinal de mamiferos ainda sdo escassas. Muitos estudos
concentram-se em ambientes aquaticos ou em analises bioquimicas, ndo levando em
consideragdo avaliagdes morfométricas e histopatologicas do intestino delgado de mamiferos.
O intestino € um dos primeiros orgaos a receber esses compostos em sua mucosa, logo, ¢
preocupante a escassez de dados que assegurem a seguranga dessa substancia para humanos.

Nesse contexto, o presente trabalho propde a avaliagao histologica e morfométrica do
intestino delgado de roedores expostos a mesotriona, nas trés regides do intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo), fornecendo dados que contribuirdo para regulamentagdes mais
seguras e para a compreensao da toxicidade desse herbicida em mamiferos.

Diante disso, embora os herbicidas sejam ferramentas importantes para a seguranca
alimentar global, seus efeitos toxicoldgicos ultrapassam o controle de plantas daninhas. A
toxicidade em rins e figado, os danos a barreira intestinal e o potencial de induzir patologias
cronicas exigem avaliagdes aprofundadas, especialmente em compostos relativamente novos,
como a mesotriona. Esta revisdo refor¢a a necessidade de unir dados morfologicos, para que a

compreensdo dos reais impactos dessas substancias colabore com a saide humana e animal.

2.9. Comparaciao com Estudos sobre a Mesotriona e Outros Herbicidas

A literatura tem demonstrado que, embora a mesotriona seja considerada de baixa
toxicidade para mamiferos (EFSA, 2016), pode induzir respostas inflamatérias precoces no
epitélio intestinal, possivelmente via inibi¢ao de HPPD e geragdao de ROS, semelhante aos
mecanismos em plantas (Beaudegnies et al., 2009). Um estudo realizado por Jiraungkoorskul
et al., (2002) com outros herbicidas, como o glifosato, identificaram lesdes similares em
peixes, incluindo degeneracdo celular e infiltrado inflamatorio no trato gastrointestinal, mas

em mamiferos, seus efeitos sdo mais sutis ¢ dose-dependentes. Além disso, estudos em ratos
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expostos ao glifosato relatam necrose hepdatica e renal (El-Shenawy, 2009), mas poucos
exploram o intestino.

Ademais, embora a seletividade desse herbicida para culturas como o milho reduz
seus efeitos sobre plantas-alvo, sua persisténcia no ambiente pode aumentar o risco de
exposi¢ao para vertebrados (Alferness & Wiebe, 2002), refor¢ando a necessidade de estudos

comparativos mais amplos entre diferentes organismos ndo-alvo.

2.10. Implicacdes para a Saude Publica e Meio Ambiente

Os danos intestinais observados tém implicagdes relevantes para a saude publica,
principalmente em contextos de longa exposicdo a mesotriona, via alimentos e agua
contaminados, vias primarias de entrada em humanos (Hodgson, 2010). A progressdao de
lesdes histopatologicas, como perda epitelial e necrose, pode comprometer a barreira
intestinal, levando a "leaky gut" e translocacao de endotoxinas, predispondo a inflamagdes
sistémicas e patologias cronicas, como distirbios enddcrinos, metabdlicos e neurologicos
(Mostafalou & Abdollahi, 2017; IARC, 2015). Embora a mesotriona seja aprovada para uso
agricola (EFSA, 2016), seus efeitos cumulativos em mamiferos, unidos a outros componentes
em formulacdes comerciais (Cox & Surgan, 2006), destacam a necessidade de reavaliagdes
regulatorias, incluindo eventual revisdo dos limites de exposicdo, mais rigorosos para
proteger populacdes vulneraveis, como criangas e agricultores. Do ponto de vista ambiental, a
persisténcia da mesotriona no solo e dgua subterranea (Alferness & Wiebe, 2002) representa
um risco ecoldgico, afetando ndo s6 mamiferos, mas também ecossistemas aquaticos, onde ja
foram relatados impactos em peixes (Piancini et al., 2015). Isso refor¢a a necessidade de
estratégias de manejo sustentdvel, como rotagdo de culturas e monitoramento ambiental, para
diminuir os efeitos toxicos desse herbicida, contribuindo assim para a seguranca alimentar

global e a preservagao da biodiversidade.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

- Avaliar os efeitos da exposicao a mesotriona no intestino delgado de ratos Wistar.

3.2. Objetivos Especificos
- Analisar histologicamente as trés regides do intestino, duodeno, jejuno e ileo, de ratos

Wistar expostos & mesotriona.
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- Descrever potenciais patologias ocasionadas pela exposicdo a mesotriona nas regides
intestinais de duodeno, jejuno e ileo de ratos Wistar;

- Realizar a andlise histomorfométrica das regides do duodeno, jejuno e ileo, incluindo
medidas de altura das criptas, espessura da submucosa, espessura das camadas

musculares circular interna e longitudinal externa e altura do epitélio;

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Animais e comité de ética

Este estudo faz parte de um projeto mais amplo que envolve a analise da exposi¢ao a
mesotriona em diferentes 6rgaos. Neste experimento, foram utilizados 15 ratos Wistar
fémeas, adultos, procedentes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas 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
(12h claro/escuro), recebendo racao comercial e agua ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram avaliados e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

Experimentais da UFV (numero de protocolo 32/2023).

4.2. Delineamento experimental

Apo6s sete dias de aclimatagdao, os animais foram divididos, aleatoriamente, em 3
grupos experimentais (5 animais/grupo): controle (dgua destilada), exposicdo a 125 mg/kg de
mesotriona e exposicdo a 250 mg/kg de mesotriona. Os tratamentos foram feitos via oral,
através de gavagem. A administracdo ocorreu uma vez ao dia, durante 14 dias, sempre no
mesmo horario, as 9h da manha, para padronizagdo da absor¢ao. A mesotriona foi diluida em
agua destilada, utilizada como solvente para as solugdes experimentais, sendo o volume

ofertado de 0,5 mL, por animal.

4.3. Eutanasia e coleta de material biologico

No 14° dia, os ratos foram pesados e colocados em jejum por 10h. Posteriormente,
eles foram sedados com xilazina 30 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. Apds abertura da cavidade abdominal, o intestino delgado
foi removido e dissecado em suas respectivas regides, duodeno, jejuno e ileo. As regides

foram selecionadas de acordo com a literatura e anatomia do 6rgdo. Para a regido do duodeno
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foram definidos os trés primeiros centimetros apds o final do estdbmago. Para o jejuno, foi
definida a regido medial do 6rgdo. Ja na regido do ileo, foi definida a porcao final préxima ao
ceco no intestino grosso (Sousa, 2021). Fragmentos destas regides foram fixados em

formalina tamponada 10%, por 24h para as analises histoldgicas.

4.4. Processamento histologico do intestino delgado para microscopia de luz

Os fragmentos do duodeno, jejuno e ileo fixados em formalina 10% foram
desidratados em séries crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95%, absoluto) e embebidos
em resina (Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Germany). Cortes histolégicos com
espessura de 3 um foram obtidos utilizando navalha de vidro acoplada ao micrétomo rotativo
(RM, Leica Biosystems, Nussloch, Germany). Também foi realizada a inclusdo em parafina,
apos as séries de alcool, as amostras foram clarificadas em xileno e embebidas em parafina,
para analise introdutoria, a fim de reconhecer a organizagdo geral dos tecidos, identificar
possiveis areas de interesse e verificar a integridade das estruturas histologicas antes das
analises detalhadas. Cortes histologicos com 5 pm de espessura foram obtidos utilizando
navalha de aco acoplada ao micrétomo rotativo (RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch,
Alemanha). Para evitar a analise da mesma area histoldgica, as segcdes do 6rgao foram feitas
em semi-série, descartando-se 10 cortes histologicos (30 um e 50 pm, respectivamente) entre
um e outro que foram usados nas andlises. Os cortes em resina foram esticados em dgua em
temperatura ambiente e os cortes em parafina foram esticados em dgua morna e estes foram
coletados em laminas histologicas. Logo apds, os cortes foram corados com os corantes
hematoxilina e eosina (HE) para a visualiza¢do da organizagao tecidual nas trés regides do
intestino delgado. As ldminas histoloégicas foram montadas com Entellan® (Merck,
Frankfurt, Germany). As analises foram feitas utilizando microscopio de luz (Nikon Eclipse

Ei E100, Téquio, Japao) nas objetivas de 4, 10 e 20x.

4.5. Analises histologicas, histopatologicas e histomorfométricas

A avaliagdo histopatoldgica foi realizada qualitativamente, considerando aspectos
relacionados a organizagdo estrutural tipica das trés regides do intestino delgado, como
morfologia das vilosidades e criptas, presenca de glandulas, integridade epitelial e
composi¢do das camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. A observacao das
alteracdes foi realizada em microscopia de luz, com registros fotograficos obtidos em

aumento de 10x. A identificacdo das lesdes foi baseada nos critérios morfologicos descritos
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por Santos e Alessi (2016) em Patologia Veterindria, como a ocorréncia de descamagdo
epitelial, perda de definicdo celular, infiltrado inflamatorio, necrose, hiperplasia e
desorganizacdo das vilosidades, permitindo caracterizar alteracdes compativeis com
processos toxicos ou inflamatorios. A classificacdo da severidade das lesdes teve como base a
integragdo desses critérios morfologicos com a escala de cinco niveis proposta por Chiu
(1970) (Tab. 1). Nessa avaliagdo, a intensidade da patologia ndo foi determinada apenas pelo
aspecto de uma unica vilosidade, mas pela extensdo e recorréncia da lesdo ao longo dos
diferentes campos e cortes analisados. Dessa forma, padrdes como necrose parcial foram
definidos quando a lesdao aparecia de forma limitada e nao se repetia de em multiplos cortes,
enquanto alteracdes distribuidas em maior nimero de campos, afetando areas mais amplas do
tecido, foram classificadas com graus mais elevados de severidade. A aplicagdo desse critério
baseado na extensdo tecidual e na repeticdo entre cortes sucessivos, segue praticas
laboratoriais recomendadas e garante maior precisao na representacao do comprometimento
real da mucosa intestinal, evitando interpretagdes baseadas em alteragdes isoladas.

Para as andlises histomorfométricas (altura das criptas, espessura da submucosa,
espessura das camadas musculares circular e longitudinal e altura do epitélio.), foram
fotogratados 30 campos histoldgicos por animal em fotomicroscopio acoplado a um sistema
de captura de imagem na objetiva de 4x, sendo a andlise realizada da seguinte forma: cada
foto contendo 3 vilosidades no minimo, com registro da camada muscular, submucosa e
mucosa, utilizando os cortes histologicos corados em HE. As medi¢des foram realizadas no
programa de analise de imagens Image ProPlus. Foram realizadas 50 medi¢des para cada uma
das 3 regides de cada animal nas fotomicrografias (Fig. 1). A altura da cripta foi medida
tracando uma linha desde a base da vilosidade até o inicio da submucosa. Para as medidas de
espessura de submucosa, camada muscular circular interna e longitudinal externa, foram
tracadas linhas verticais abrangendo a area de cada uma das respectivas camadas. A altura do
epitélio foi medida tragando uma linha vertical sobre todo o epitélio (Fig. 1). Os resultados

foram expressos em micrometros (pm).
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Tabela 1: Classificacao de alteracées do tecido intestinal segundo Chiu (1970) citado por

Mosa et al. (2017)
Nivel Achados microscopicos
0 Nenhuma alteracdo na mucosa
1 Apesar das alteracdes de Grunhagen na regido subepitelial, as estruturas vilosas
estdo preservadas e ndo ha dano celular ou inflamacao
2 Lisamento em nivel celular, aumento do espago entre as estruturas vilosas e
formag¢ao de Grunhagen na regido subepitelial
3 Destrui¢ao das estruturas vilosas livres, dilatagdo em nivel capilar e inflamacao em
nivel celular
4 Células inflamadas, material necrético, hemorragia e ulceracao devido a destruicao
quase total das estruturas vilosas
5 Nenhuma estrutura visivel além de material amorfo no tecido submucoso ¢ a

membrana mucosa totalmente destruida

Figura 1. Imagem representativa da analise morfométrica de jejuno. Coloracdo HE. Azul:

altura de cripta; Amarelo: espessura da submucosa; Verde: altura da camada circular interna;
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Preto: altura da camada longitudinal externa; Laranja: altura do epitélio. A barra de escala

representa 100um no aumento de 4x em microscopia.

4.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Em seguida, os dados foram submetidos ao teste de andlise de variancia
unidirecional (one way ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste post hoc de
Newman-Keuls, o qual permite identificar quais grupos diferem entre si por meio de
comparacdes multiplas sequenciais. Esse teste organiza as médias em ordem crescente e
compara apenas os pares de grupos com diferencas suficientemente grandes, utilizando
intervalos criticos progressivos. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao

da média (DP).

5. RESULTADOS
5.1. Analises histoldgicas, histopatologicas e histomorfométricas do duodeno

Animais controle apresentaram o duodeno com suas quatro camadas, mucosa,
submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa apresentou vilosidades longas e espessas
com o epitélio simples e cilindrico, havendo a presenga rara de células caliciformes. Abaixo
do epitélio foi observada a presenga da lamina propria com vasos sanguineos e células
imunoldgicas. Na base das vilosidades foram encontradas as criptas de Lieberkiihn. J& a
camada submucosa apresentou tecido conjuntivo denso, com presenga de glandulas de
Brunner. Em seguida, foram observadas as camadas musculares, constituidas de musculo liso
disposto em duas subcamadas, a circular interna e outra longitudinal externa. Por fim, a

camada serosa se mostrou formada por tecido conjuntivo frouxo (fig. 3).
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Figura 3. Imagem representativa da regido do duodeno. A barra de escala representa 100pum

no aumento de 4x em microscopia.

As andlises histomorfométricas do duodeno ndo diferiram entre os grupos
experimentais (p > 0,05; Fig. 2). No duodeno, as medidas morfométricas revelaram a
preservacao da estrutura intestinal entre os grupos. Os valores morfométricos obtidos para as

diferentes camadas do duodeno estao apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros histomorfométricos do duodeno (média = DP) de ratos controle
(recebendo 4agua) e animais expostos a mesotriona em duas concentracdes (n = 5

animais/grupo), por gavagem durante 14 dias (p > 0,05).

Parametro Controle 125 mg/kg 250 mg/kg

Altura das criptas 290,54 £42,04 296,97 £ 46,91 307,62 + 27,04

Espessura da submucosa 147,13 £ 11,23 174,88 £ 138,68 97,07 + 30,59

Muscular circular interna 102,93 +£ 33,91 113,32 + 18,64 97,68 £ 11,24
Muscular longitudinal 74,45 + 34,81 67,18 £14,93 57,06 +7,17
externa

Altura do epitélio 48,63 + 10,76 45,11 £ 9,68 43,78 +4,23

Ja a andlise histopatoldégica mostrou mudangas qualitativas importantes no tecido
duodenal. Em ratos do grupo controle, observou-se infiltrado inflamatoério histiocitario
discreto, classificado como Grau 1 de acordo com Chiu, indicando lesdo leve no duodeno. Ja

nos ratos que receberam mesotriona na concentragdo de 125 mg kg™, verificou-se perda de
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defini¢do do epitélio, necrose discreta e hiperplasia do epitélio, além de um aumento de
glandulas de Brunner. A classificacdo dos conjuntos de lesdo para o duodeno neste grupo
ficou entre Grau 1 e 2, devido ao inicio de desprendimento epitelial. Ratos do grupo 250 mg
kg apresentaram altera¢des mais intensas no duodeno, como hiperplasia epitelial intensa,
espessamento do epitélio e dreas mais amplas de perda epitelial, compativeis com Grau 2-3

de Chiu, incluindo destrui¢do parcial das vilosidades e maior intensidade de lesdo (Fig. 3).
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Figura 4. Alteragdes histopatologicas no duodeno de ratos Wistar. Coloragdao HE. A:
Infiltrado Inflamatério no grupo controle; B: Hiperplasia Epitelial no grupo de 125 mg/kg; C:
Necrose Parcial no grupo de 250 mg/kg. A barra de escala representa 40um no aumento de

10x em microscopia.

5.1. Analises histoldgicas, histopatoldgicas e histomorfométricas do jejuno

Ao analisar laminas do jejuno, animais do grupo controle apresentaram o 6rgao com
as quatro camadas, mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa apresentou vilosidades
longas, finas e mais espacadas em relacdo as do duodeno. Estas estavam revestidas por
epitélio simples cilindrico com maior presenca de células caliciformes em relagdo ao
duodeno, distribuidas ao longo da superficie. A lamina propria mostrou-se bem desenvolvida,
composta por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos ¢ células do sistema imune. E na
base das vilosidades também foram encontradas as criptas de Lieberkiihn. A submucosa se
mostrou composta predominantemente por tecido conjuntivo denso e vasos. As camadas
musculares eram formadas por fibras musculares lisas organizadas em uma camada circular
interna ¢ uma longitudinal externa, assim como o duodeno. A camada serosa, mais externa,

foi composta por tecido conjuntivo frouxo revestido por mesotélio (fig. 5).
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Figura 5. Imagem representativa da regido do jejuno. A barra de escala representa 100um no

aumento de 4x em microscopia.

A histomorfometria do jejuno ndo variou entre os grupos experimentais quanto aos
parametros de espessura da mucosa, submucosa e camadas musculares do jejuno (p > 0,05;

Fig. 4). Os valores obtidos estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Parametros histomorfométricos do jejuno (média + DP) de ratos controle
(recebendo 4gua) e animais expostos a mesotriona em duas concentracdes (n = 5

animais/grupo), por gavagem durante 14 dias (p > 0,05).

Parametro Controle 125 mg/kg 250 mg/kg
Altura das criptas 234,76 + 80,34 259,89 + 81,91 261,11 £ 72,41
Espessura da submucosa 51,49 £12,99 54,30 + 14,25 57,24 £ 10,58
Muscular circular interna 76,36 +£28,12 78,82 +£13,86 72,78 £ 12,68
Muscular longitudinal 56,00 +£21,49 51,25+ 12,43 47,53 £ 10,05
externa

Altura do epitélio 42,61 £4,79 41,27 £3,90 38,96 + 3,30

A analise histopatologica permitiu identificar alteragdes leves que nao resultaram em
diferencas significativas nos parametros histomorfométricos. Em ratos controle houve perda
moderada da defini¢do epitelial. O jejuno, portanto, recebeu classificagdo em Grau 1 de Chiu.
Ja o jejuno de animais do grupo 125 mg/kg apresentou hiperplasia moderada das vilosidades,

aumento da proliferacdo de células epiteliais, sendo as alteragdes de Grau 2. Amostras de
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jejuno de ratos que receberam mesotriona na concentragio de 250 mg kg™ hiperplasia intensa
das vilosidades, com espessamento e proliferacdo de enterocitos, e areas com desorganizagao
epitelial, sendo classificados em Grau 2-3 de Chiu. Esta classificacdo indicou progressdo da

lesdo com o aumento da dose (Fig. 5).

40 pm s 40 um § 40 pm

W
T — g ——— —_—

Figura 6: Alteragdes histopatologicas no jejuno de ratos Wistar. Coloragio HE. A:
Desorganizagao epitelial no grupo controle; B: Hiperplasia epitelial moderada no grupo de
125 mg/kg; C: Hiperplasia epitelial moderada no grupo de 250 mg/kg. A barra de escala

representa 40um no aumento de 10x em microscopia.

5.3. Analises histologicas, histopatologicas e histomorfométricas do ileo

Nas laminas histologicas do grupo controle, observou-se que a mucosa do ileo
apresentava vilosidades mais curtas, mais espacadas e com aspecto mais achatado quando
comparadas as do duodeno e jejuno, revestidas por epitélio simples cilindrico contendo maior
numero de células caliciformes. A lamina propria apresentava vasos sanguineos e células
imunologicas, e as criptas de Lieberkiihn permaneciam evidentes na base das vilosidades. A
submucosa era formada por tecido conjuntivo denso ndo modelado, com vasos sanguineos e
linfaticos, e nas laminas do grupo controle ndo foram identificadas placas de Peyer. As
camadas musculares estavam bem definidas, com disposicdo circular interna e longitudinal
externa. A serosa mostrava-se constituida por tecido conjuntivo frouxo recoberto por

mesotélio (fig. 7).
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Figura 7. Imagem representativa da regido do ileo. A barra de escala representa 100pm no
aumento de 4x em microscopia.

Da mesma forma, a histomorfometria no ileo ndo foi alterada apds a exposicdo a
mesotriona, independentemente das concentragdes testadas (p > 0,05; Fig. 7). Seus valores
morfométricos foram de maneira estatistica, semelhante aos outros grupos, porém, com maior

varia¢ao na submucosa do grupo 250 mg/kg e estes estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Parametros histomorfométricos do ileo (média + DP) de ratos controle (recebendo
dgua) e animais expostos a mesotriona em duas concentragdes (n = 5 animais/grupo), por

gavagem durante 14 dias (p > 0,05).

Parametro Controle 125 mg/kg 250 mg/kg
Altura das criptas 236,16 £25,12 231,58 + 38,52 201,46 £23,02
Espessura da submucosa 42,47 £9,05 44,49 + 7,08 83,81 + 64,93
Muscular circular interna 73,95 +10,84 73,54 +£9,49 65,49 + 4,36
Muscular longitudinal 64,86 + 19,59 49,52 + 13,71 43,17 £ 5,93
externa

Altura do epitélio 37,97 £ 8,43 36,05 +£6,21 40,15 +5,32

Entretanto, as analises histopatologicas tiveram o conjunto de lesdes mais evidente
entre as trés regides. No grupo controle, foram encontrados alguns infiltrados inflamatorios
histiocitarios leves, foi possivel observar areas com necrose leve, caracterizando lesdes entre

Grau 2 de Chiu. Ja o ileo de animais do grupo 125 mg/kg apresentou perda de defini¢cao de
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epitélio, proliferacdo de enterdcitos, necrose de grau leve, sendo as alteragdes de Grau 2. Por
fim, o grupo 250 mg kg teve perda de definigdo de epitélio, necrose intensa e infiltrado
inflamatorio, com desorganizagdo estrutural de vilosidades, recebendo classificagdo de Grau

3 de Chiu, indicando destruicao parcial das vilosidades e a lesdo mais severa entre os grupos

avaliados (Fig. 6).
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Figura 8: Alteracdes histopatologicas no ileo de ratos Wistar. Coloragdo HE. A: Perda de
definicdo do epitélio no grupo controle; B: Infiltrado inflamatério histiocitario no grupo de
125 mg/kg; C: Necrose intensa no grupo de 250 mg/kg. A barra de escala representa 40pum

no aumento de 10x em microscopia.

6. DISCUSSAO

6.1. Resultados Morfométricos

A andlise morfométrica demonstrou que a exposi¢do subaguda a mesotriona, nas
doses de 125 mg/kg e 250 mg/kg, ndo resultou em alteracdes significativas. As medidas de
altura das criptas, espessura da submucosa, camadas musculares e altura epitelial
permaneceram dentro dos padrdes fisioldgicos descritos para roedores saudaveis, sugerindo
que, de maneira geral, a estrutura intestinal permaneceu normal. Esse fato ¢ consistente com
estudos que mostraram que exposi¢des agudas ou de curta duracdo a mesotriona, provoca
alteragdes bioquimicas antes que ocorram danos morfologicos detectaveis (Zhang et al.,
2020; EFSA, 2016). A manutencdo da morfologia do epitélio pode ser explicada pela sua
elevada capacidade de renovagdo, que apresenta um ciclo de renovacdo completo a cada dois
a cinco dias (Bischoff, 2011). Quando essa taxa de turnover celular, unida ao papel protetor
das jungdes oclusivas e da camada de muco e da microbiota intestinal, o epitélio se mantém
estavel mesmo diante de efeitos toxicos moderados (Di Tommaso et al., 2021). Dessa
maneira, podem ter sido rapidamente resolvidas as pequenas alteragdes, evitando que maiores
modificagdes estruturais fossem encontradas pelas técnicas morfométricas utilizadas. No

entanto, mesmo nao tendo alteragdes quantitativas significativas, ao analisar detalhadamente,



31

observou-se que os dados indicaram ser dose-dependente, demonstrados por redugdes

progressivas na altura epitelial e alteragdes graduais em camadas especificas.

6.2. Alteracoes Histopatolégicas

A avaliacdo histopatoldgica revelou alteragdes que se intensificaram de acordo com o
aumento da dose, evidenciando um padrao progressivo de agravamento lesional. A aplicagdo
da Classificagcdo de Chiu (1970; Fig. 1), que ¢ reconhecida como referéncia para avaliar
lesdes isquémicas e toxicas do intestino, permitiu quantificar o nivel de lesdao e demonstrar
que, embora a morfometria ndo tenha tido diferencas estatisticas, o tecido apresentou
alteragdes estruturais compativeis com estresse toxico.

No duodeno, a presenca de infiltrado discreto no grupo controle e de perda epitelial
leve no grupo 125 mg/kg sugere fase inicial de comprometimento epitelial superficial,
coerente com fases iniciais de dano toxico. A ocorréncia de hiperplasia e descamagdo
epitelial mais evidente no grupo 250 mg/kg, classificada como Grau 2—3 de Chiu, indica que,
a medida que a dose aumenta, o epitélio intensifica sua tentativa de regeneragdo,
acompanhada por areas de dano mais acentuado. Essa resposta hiperplasica ¢ caracteristica de
estimulos toxicos de intensidade moderada a mucosa, ja descritas em exposicoes a herbicidas
que alteram o equilibrio oxidativo (Jiraungkoorskul et al., 2002; El-Shenawy, 2009). No
jejuno, observou-se leve perda da defini¢do epitelial no controle, hiperplasia no G2 e
intensificacdo no G3, reforgou a natureza compensatoria dessas respostas. Esta € a regido de
maior atividade absortiva, o que o torna sensivel a distirbios metabodlicos e oxidativos.
Devido a isso, a hiperplasia mais acentuada nas doses elevadas indica ativacao proliferativa
como um mecanismo de defesa, algo que ¢ também relatado em modelos experimentais
submetidos a estresse quimico (El-Shenawy, 2009; Mesnage et al., 2018). O ileo, que por sua
vez, foi a regido mais afetada, algo que era esperado fisiologicamente, podendo ser explicado
pelo fato da existéncia das placas de Peyer, que tornam essa regido mais reativa a estimulos
toxicos e imunologicos, o que justifica a presenga de necrose, inflamagdo intensa. As
alteracdes no grupo de dose 125 mg/kg indicaram, embora o tecido ainda tenha mantido parte
de sua estrutura, ja existia comprometimento estrutural inicial e ativacao de mecanismos de
reparo, especialmente pela proliferagao epitelial compensatoria. A mudanca para o Grau 3 de
Chiu no grupo 250 mg/kg demonstra que o dano ultrapassou a capacidade regenerativa local
(Junqueira & Carneiro, 2022; Chiu et al., 1970).

Isso confirma que a histopatologia ¢ mais sensivel do que a histomorfometria para

detectar lesdes iniciais, sendo um algo bem descrito na toxicologia gastrointestinal (Hodgson,
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2010). Enquanto medidas de altura e espessura captam apenas alteragdes grosseiras, a analise
qualitativa permite observar problemas antes que se tornem mudangas morfométricas

mensuraveis.

6.3. Vulnerabilidade do ileo

Lesdes mais graves foram observadas no ileo, e pode ser explicada por caracteristicas
fisioldgicas e imunoldgicas proprias dessa regido. Diferentemente do duodeno e do jejuno, o
ileo contém uma elevada concentragdao de placas de Peyer, estruturas linfoides especializadas
na protecdo imunoldgica. Essa maior atividade imune aumenta a sensibilidade a toxinas,
microorganismos € compostos xenobioticos, favorecendo respostas inflamatorias mais
intensas (Park et al., 2023). A absor¢ao de substancias degradadas mais lentamente, como
metabolitos oxidativos gerados pela inibi¢do da HPPD, também tende a ocorrer mais nesta
regido, uma vez que o ileo ¢ responsavel pela etapa final da absor¢ao de nutrientes, agua e
sais biliares (Junqueira & Carneiro, 2022; Gartner & Hiatt, 2014). Essas caracteristicas
ajudam a explicar por que, no ileo, foram observadas tendéncias morfologicas, como discreto
decréscimo na altura das criptas, maior variagdo na espessura da submucosa, além de
infiltrado inflamatorio mais intenso e necrose progressiva nas doses elevadas, ainda que sem
diferencas estatisticamente significativas nos parametros histomorfométricos. Assim, a maior
vulnerabilidade do ileo observada neste estudo ¢ coerente com sua fisiologia e com relatos
prévios de toxicidade intestinal induzida por herbicidas e outros xenobioticos (EI-Shenawy,

2009; Piancini et al., 2015).

6.4. Toxicidade da Mesotriona

A mesotriona atua como inibidor da 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, interferindo
na via metabdlica de carotendides e compostos aromaticos essenciais (Beaudegnies et al.,
2009; Mendes, 2023). Essa inibicdo aumenta a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), causando estresse oxidativo, um dos mecanismos centrais na toxicidade de herbicidas.
Alguns estudos demonstram que exposi¢des a alguns herbicidas podem alterar proteinas de
juncdes oclusivas como ZO-1, ocludina e claudinas aumentando a permeabilidade intestinal,
levando ao chamado “/eaky gut” (Di Tommaso et al., 2021). Esses mecanismos explicam por
que as alteragdes histologicas apareceram mesmo sem mudancas morfométricas

significativas, o dano inicial ocorre em nivel subcelular.
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7. CONCLUSAO

A exposicao subaguda a mesotriona, nas doses de 125 e 250 mg/kg, ndo promoveu alteragdes
morfométricas significativas no duodeno, jejuno e ileo de ratos Wistar. No entanto, a
avaliacdo qualitativa revelou alteracdes histopatologicas que se intensificaram de forma
dose-dependente, incluindo perda de definigdo epitelial, hiperplasia, infiltrado inflamatério e
necrose focal, evidenciando que o tecido intestinal respondeu ao herbicida mesmo na
auséncia de mudangas mensuraveis pela morfometria. As lesdes foram mais pronunciadas no
ileo, regido que apresentou maior inflamabilidade e necrose, compativel com sua maior
reatividade imunolégica. No duodeno e no jejuno, observaram-se alteragdes iniciais, como
hiperplasia epitelial e discreta desorganizacdo de vilosidades, que sugerem ativagdo de
mecanismos proliferativos compensatérios. Esses achados reforgam a ideia de que a
histopatologia ¢ mais sensivel do que a morfometria para detectar danos iniciais, sobretudo
em exposicoes de curta duragdo, nas quais a taxa elevada de renovagdo epitelial pode
mascarar alteragdes quantitativas. Assim, conclui-se que, embora a mesotriona ndo tenha
gerado alteracdes morfométricas detectaveis no periodo investigado, induziu alteracdes
celulares e estruturais compativeis com toxicidade intestinal subclinica. Esses resultados
indicam que o intestino delgado responde precocemente a presenga do herbicida e que
exposicdes repetidas ou por periodos mais longos podem amplificar esses efeitos,
especialmente no ileo. Recomenda-se que estudos futuros incluam tempos maiores de
exposi¢do, avaliagdo de biomarcadores de estresse oxidativo, inflamacdo e integridade
epitelial, analise da microbiota intestinal e investigagcdo utilizando a formulacdo comercial
completa. Tais abordagens permitirdo compreender de forma mais aprofundada o impacto da
mesotriona no trato gastrointestinal de mamiferos e contribuir para avaliagdes de risco mais

consistentes para a saude humana, animal e ambiental.
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