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“Eu tentei noventa e nove vezes e falhei, mas na
centéssima tentativa eu consegui, nunca desista dos seus
objetivos mesmo que esses paregcam impossiveis, a
proxima tentativa pode ser a vitoriosa’.

Albert Einstein
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BASSO, Camila Regina. Alteragoes morfolégicas em jejuno de ratos Wistar
expostos a baixas doses de Malation. 2021. 89 f. Tese (Doutorado em Patologia
Experimental) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Os organofosforados (OF) sdo mundialmente utilizados na agricultura e centros
urbanos de paises tropicais para o controle de pragas e vetores de doengas como
Dengue e Chinkunguya. Sao reconhecidos por causar a morte de insetos por atuar
em alvos colinérgicos. Contudo, estudos demonstram que pode ocorrer agao em alvos
nao colinérgicos favorecendo problemas de saude frente a exposigao a baixas doses
de forma prolongada. Neste trabalho, objetivou-se avaliar os efeitos decorrentes da
exposicao continua a baixas doses do OF malation sobre o jejuno de ratos. Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina (UEL). Ratos machos Wistar com 21 dias de idade
distribuidos em trés grupos, controle, o qual recebeu solug¢ao salina 0,9% e os grupos
que receberam baixas doses de malation, 10mg/kg (M10) e 50 mg/kg (M50), via
gavagem por 40 dias. No 41° dia experimental foi realizada a eutanasia e coleta do
jejuno para avaliar a estrutura morfolodgica da parede do 6rgao, quantificar e mensurar
as populagdes neuronais dos plexos nervosos, evidenciados por imunofluorescéncia.
Também foi avaliado o consumo de ragdo, massa de pellets fecais e a atividade de
butilcolinesterase no jejuno. Os dados foram avaliados quanto ao tipo de distribuicao
para definigao de testes estatisticos de comparacao entre grupos. O teste t de student
foi utilizado para dados com distribuicdo normal e Mann Withney para os dados com
distribuicado livre, considerando p<0,05 como nivel de significancia. Em ambos os
tratamentos foi observado aumento significantivo na massa corporal, na massa bruta
e seca dos pellets fecais. No M10 ainda foi observado aumento na massa jejunal
(p<0,05) e no tratamento M50 aumento no consumo de ragao e na area das placas de
Peyer (p<0,05). Quanto as caracteristicas morfolégicas da parede do jejuno, o M10
apresentou atrofia em todos os paramétros da camada mucosa, da tela submucosa,
e das musculares (p<0,05). Ja no grupo M50, observou-se atrofia da camada mucosa,
da altura de enterdcitos e nucleos, de vilos, da muscular da mucosa e tela submucosa
(p<0,05). No plexo submucoso, no grupo M10, os neurbnios da populagcéo geral,
subpopulacao fracamente marcada para calretinina tiveram redu¢cdo do numero de
neurdnios, e junto a subpopulagdo fortemente marcada para calretinina, sofreram
hipertrofia e os corpos celulares no grupo M50 da populagao geral e da subpopulagao
fracamente marcada sofreram atrofia (p<0,05). No plexo mioentérico, M10 apresentou
atrofia dos corpos celulares da subpopulagdo colinérgica e hipertrofia da
subpopulagao nitrérgica (p<0,05), sendo que em M50 as duas subpopulagdes
sofreram hipertrofia (p<0,05). Conclui-se que as doses de malation avaliadas
apresentam baixa toxicidade para o jejuno de ratos, pois provocam atrofia das
estruturas microscopicas da parede jejunal e alteram o tamanho dos corpos celulares
dos plexos nervosos.

Palavras-Chave: organofosforado; intoxicacéo; intestino delgado; sistema nervoso
entérico.



BASSO, Camila Regina. Morphological changes in the jejunum of Wistar rats
exposed to low doses of Malation. 2021. 89 p. Thesis (Doctorate in Experimental
Pathology) — State University of Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

Organophosphates (OF) are used worldwide in agriculture and urban centers in
subtropical countries to control pests and vectors of diseases such as Dengue and
Chikungunya. They are known to cause insect death by acting on cholinergic targets.
However, studies show that there may be action on non-cholinergic targets favoring
health problems when exposed to low doses in a prolonged manner. In this study, we
aimed to evaluate the effects of continuous exposure to low doses of malathion on the
jejunum of rats. All procedures were approved by the Ethics Committee on Animal Use
of the State University of Londrina (UEL). Male Wistar rats 21 days old distributed in
the control group received 0.9% saline solution or low doses of malathion, 10 mg/kg
(M10) and 50 mg/kg (M50), by gavage for 40 days. On the 41st day, the animals were
euthanized and the jejunum was collected to evaluate the morphological structure,
quantify and measure the neuronal populations of the nerve plexuses, evidenced by
immunofluorescence. Feed intake, fecal pellet mass, and butylcholinesterase activity
in the jejunum were also evaluated. The data were evaluated for the type of distribution
to define statistical tests for comparison between groups. Student's t-test was used for
data with normal distribution and Mann Withney test for data with free distribution,
considering p<0.05 as the significance level. In both treatments, a significant increase
in body mass, gross mass, and dry mass of fecal pellets were observed. In M10 an
increase in jejunal mass was also observed (p<0.05) and in M50 an increase in feed
intake and Peyer plaques area (p<0.05). Regarding morphological characteristics of
the jejunal wall, the M10 group showed atrophy in all parameters of the mucosal layer,
submucosal layer, and muscular layer (p<0.05). In the M50 group, atrophy of the
mucosal layer, height of enterocytes and nuclei, villi, mucosal muscle, and the
submucosal mesh was observed (p<0.05). In the submucosal plexus, in group M10,
the neurons of the general population, subpopulation weakly labeled for calretinin had
a reduction in the number of neurons, and together with the subpopulation strongly
labeled for calretinin, suffered hypertrophy and the cell bodies in group M50 of the
general population and the weakly labeled subpopulation suffered atrophy (p<0.05). In
the myenteric plexus, M10 showed atrophy of the cholinergic subpopulation cell bodies
and hypertrophy of the nitrergic subpopulation (p<0.05), and in M50 both
subpopulations suffered hypertrophy (p<0.05). It is concluded that the evaluated
malathion doses present low toxicity to the rat jejunum, as they cause atrophy of the
microscopic structures of the jejunal wall and alter the size of the cell bodies of the
nerve plexuses.

Key words: enteric nervous system; intoxication; organophosphate; small intestine.
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1 INTRODUGAO

Os organofosforados (OF) s&o produtos quimicos amplamente utilizados em
todo o mundo. Nesse grupo quimico, o malation tem sido um dos mais utilizados no
controle do Aedes aegypti, mosquito transmissor do virus da zika, chikunguya e
dengue, doengas de alta prevaléncia em paises tropicais e que sdo um problema
de saude publica (EPA, 2017). Além de ser utilizado no controle de vetores de
doengas, também é utilizado com regularidade diretamente na agricultura para o
controle de insetos pragas em varios cultivares. Ainda, 0 uso excessivo nos
campos agricolas favorece amplamente a contaminagdo de recursos hidricos
proximos, o que aumenta os riscos de ingestdo e ou contato para seres humanos e
animais (BALJINDER; JAGDEEP; KASHMIR, 2014).

Os OF sao capazes de controlar a populacdo de insetos adultos,
transmissores de doengas ou pragas de plantagdes de forma eficaz, mas pode
também exercer efeitos adversos significativos em espécies nao alvos, incluindo o
ser humano (BALJINDER; JAGDEEP; KASHMIR, 2014; COSTA, 2018). Por causa
da fosforilagdo da acetilcolinesterase, o malation exerce uma toxicidade colinérgica,
com possibilidade de desencadear polineuropatias tardias (COSTA, 2006), além de
alteracbes estruturais e celulares decorrentes da atuagdo em alvos néao
colinérgicos (TERRY JR., 2012). Diante disso, tem se investigado os possiveis
efeitos decorrentes da exposicdo prolongada a baixos niveis, suceptibilidade
genética a toxicidade aos OF e toxicidade no desenvolvimento e neurotoxicidade
(COSTA, 2006).

O malation vem sendo, utilizado amplamente no ambiente de forma continua
em baixas doses, mas o emprego indiscriminado na agricultura e no controle de
vetores de doencas possibilita a contaminagcdo ndo sé do solo e de recursos
hidricos, como de alimentos. Devido a essa constante exposicéo, se tornou um dos
OF alvos desses estudos de atuagdo no organimo animal e/ou humano. Os
resultados das pesquisas ja mostraram alteracbes em trato reprodutor masculino
com alteragdo de viabilidade e quantidade de espermatozoides (ERTHAL et al.,
2020), alteragdes no figado como espessamento do tecido conjuntivo do espacgo
porta e vasos congestos (INOUYE et al, 2014), infiltrados de células
mononucleares, hemorragia, dilatacdo de capilares sinusdides, congestao vascular

e necrose (KALENDER et al., 2010), além de espessamento do tecido conjuntivo
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bronquiolar, descamacao epitelial bronquiolar e hemacias na luz de brénquios e
bronquiolos nos pulmdes (INOUYE et al., 2014) de ratos, sendo descritas ainda,
alteragdes em sistema nervoso (CASIDA, 2009), sao descritos efeitos neuropaticos
que parecem ocorrer devido a inibicado na produgdo da enzima, mais do que por
sua inibigdo, ou seja, podem interferir nos processos de transporte axoplasmatico,
na manutengéo e no reparo da integridade das células nervosas (CALDAS, 2000).
Mesmo com todos esses estudos, a literatura ainda nao relata danos causados por
essa substancia diretamente nas estruturas da parede do intestino delgado e, no
sistema nervoso entérico. A fim de avancar no estado da arte no que diz respeito
as alteragdes morfoldégicas em 6rgdos de animais expostos de forma prolongada a
baixas doses de malation, parece de extrema relevancia que se avalie alteragcdes
estruturais na parede e no sistema nervoso entérico (SNE) que ocorrem no

intestino delgado.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Organofosforados (OF)

Os organofosforados sdo formados por elementos orgénicos degradaveis
(SILVA; DE CARLI, 2021), que compdem um amplo grupo de pesticidas e que
pode ser encontrado em centenas de produtos em todo o0 mundo. Sao basicamente
ésteres do acido fosférico e sua nomenclatura se baseia nos atomos e radicais que
se ligam ao atomo central de fosforo (NAUGTHON; TERRY JR., 2018).

Apresenta uma ampla diversidade estrutural em seus componentes, o que
resulta em uma variabilidade nas propriedades fisico-quimicas como, a voltatidade,
por exemplo, o que permite sua aplicacdo diversificada (BARBOSA, 2004). Sao
classificados em trés subgrupos: os derivados de fenil (etil, metil paration, etc.), os
heterociclicos (clorpirifos, clorpirifos metil, etc.) — classe de agrotéxico com alto
interesse comercial e toxicologico, e os alifaticos (malation, vapona, etc.)
(COLEONE, 2014; CAN, 2014).

Os OF sao amplamente usados como solventes industriais, lubrificantes,
plastificantes, aditivo para combustiveis, medicamentos, desfolhantes e pesticidas
(apresentam funcédo anti-helmintica), fungicida, inseticida e herbicida (COSTA,

2018). Sdo na sua maioria, produtos descritos como fortemente toxicos e
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apresentam alta taxa de mortalidade quimica. Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), ja sdo mais de 3 milhdes de casos registrados, acidentais ou
intencionais, de envenenamento por OF. Em paises agricolas, sdo especialmente
preferidos entre os pesticidas, devido ao baixo pre¢o e alto rendimento (VANOVA
et al., 2018).

O uso de OF como pesticida esta relacionado ao sucesso apresentado no
controle das pragas devido a caracteristica de atividade biolégica forte que
apresentam e a relativa instabilidade na biosfera (BARBOSA, 2004). A escolha de
uso por esse grupo de pesticida nas ultimas décadas foi uma medida de
substituicdo ao uso de compostos organoclorados, responsaveis por grandes
prejuizos ambientais devido a alta taxa de toxicidade e degradagdo ambiental
(COLEONE, 2014).

No entanto, a contaminag¢do de recursos hidricos, vegetagéo agricola, solo,
além de vegetagcdo ndo agricola oferece riscos a saude de inumeras espécies
animais, incluindo o ser humano, pois permanecem em constante exposicdo em
doses baixas (VASSEGHIAN et al., 2021).

Os estudos mais recentes ja mostram que OF vém sendo detectados com
frequéncia no ambiente e nos tecidos de animais e humanos (NAUGTHON;
TERRY JR., 2018), pois devido ao caracter lipossoluvel podem ser rapidamente
hidrolisados e absorvidos pelos tecidos, pela barreira placentaria ou
hematoencefalica (SILVA, DE CARLI, 2021). Por se tratar de uma substancia
altamente toxica e pelo fato de a exposicdo poder resultar em efeitos deletérios a
saude, estes produtos também tem se tornado alvo de preocupacdo. Disturbios
neuroldgicos, psiquiatricos de longo prazo, como prejuizos na memoria, atencao e
outros dominios de cogni¢cdo, doengas cronicas que manifestam esses sintomas
tém sido atribuidas a exposi¢cado aos organofosforados (NAUGTHON; TERRY JR.,
2018), além de relatos de formigamento e queimagdo em membros superiores,
seguido de fraqueza e ataxia dos membros inferiores, com possibilidade de
evolugdo para paralisia espastica, que implica em lesdo em neurdnios motores
(efeito direto na medula espinhal) em casos de exposigao prolongada aos OF
(CALDAS, 2000).

Os OF caracterizam-se pela inibicdo aguda da acetilcolinesterase, que
também pode afetar diversos alvos que desencadeiam estresse oxidativo, déficits

de transporte axonal, neuroinflamagao e autoimunidade (NAUGTHON; TERRY JR,,
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2018). A acetilcolinesterase (AChE) € uma importante enzima do sistema nervoso,
responsavel pela hidrolise da acetilcolina presente nas sinapses (FIGURA 1A) e
com fungcdo de mediagao quimica da transmissao de impulsos nervosos por meio
das fibras pré-ganglionares parassimpatica e pods-ganglionares simpaticas
(CAMARA et al., 2012).

A inibicio da acetilcolinesterase desencadeia o0 acumulo do
neurotransmissor, acetilcolina (ACh), nas jungbes nervosas (FIGURA 1B),
favorecendo sua agao de forma intensa e prolongada nas sinapses nervosas, uma
super estimulagdo colinérgica. O que interfere na propagacédo dos estimulos
nervosos, levando a efeitos muscarinicos, pdés-ganglionares, no sistema nervoso
parassimpatico e simpatico, nicotinicos, pré-ganglionares, no sistema nervoso
simpatico, além de efeitos nicotinicos nas jungées neuromusculares (RUSYNIAK;
NANAGAS, 2004; BRAGA; VALLE, 2007), além de efeitos motores no sistema
nervoso central que, em insetos, possivelmente resultara em paralisia e morte
(BRAGA,; VALLE, 2007).

Figura 1. Representagdo esquematica da interagdo entre dois neurénios por meio
da sinapse quimica. A. Sinalizagdo colinérgica — funcionamento inalterado. B.
Efeito dos organofosforados sobre a acetilcolinesterase — funcionamento alterado
por meio da atuacdo de OF atuando sobre a acetilconilesterase, favorecendo a
inibicho desta enzima e consequentemente, a ndo degradacdo do
neurotransmissor. ACh — acetilcolina; AChE — enzima acetilcolinesterase.

Fonte: Adaptado de Correa et al. (2019).
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Ainda, estudos vém indicando que a neurotoxicidade pode ser decorrente da
exposicao prolongada e continua a baixas doses de OF, resultando em sintomas
neurocomportamentais tardios, os quais ocorrem sem sintomas colinérgicos
visiveis, demonstrando ser independentes da inibicdo da AChE (SINGH; SHARMA,
2000; SALVI et al., 2003). Segundo Terry Jr. (2012), a exposigao prolongada a OF
em que ocorrem alteragbes de fungdo em alvos n&o colinérgicos, afeta outras
proteinas, além da AChE e uma variedade de receptores e de enzimas.

Os efeitos desencadeados nos insetos ou em mamiferos exposto aos OF
depende das propriedades do produto, sendo destaque a solubilidade em lipidios,
estabilidade da unido a acetilcolinesterase e da atividade da enzima (BALJINDER,;
JAGDEEP; KASHMIR, 2014). A forma de atuacdo do OF também interfere nos
efeitos desencadeados, uma vez que alguns apresentam metabolizagao indireta,
como € o caso do malation, quando ocorre formacdo de metabdlitos primarios
toxicos e direta, quando a substéncia age diretamente nas células e tecidos
(TERRY JR., 2012).

No organismo, a colinesterase se apresenta de duas formas: a primeira
conhecida como acetilcolinesterase ou colinesterase verdadeira ou eritrocitaria
(AChE), encontrada nos eritrécitos, no tecido nervoso (CALDAS, 2000; CAMARA et
al., 2012), no pulmdo e nos musculos estriados (CAMARA et al., 2012). Sua
sintese ocorre durante a eritropoiese, sendo renovada entre 60 e 90 dias e tem
afinidade especifica para a acetilcolina (CALDAS, 2000).

A segunda forma de colinesterase é a sérica, butilcolinesterase,
pseudocolinesterase ou colinesterase inespecifica (BChE), encontrada no figado,
pancreas, intestino delgado, no plasma e em menor concentragcdo no sistema
nervoso central e periférico (CAMARA et al., 2012), hidrolisa varios ésteres,
incluindo a acetilcolina. Sua sintese ocorre a nivel hepatico e a renovagao ocorre
no periodo entre 07 e 60 dias. No sistema nervoso central esta presente em células
gliais, mas ndo em neurdnios (CALDAS, 2000).

Em casos e intoxicacdo por OF, a determinagcdo de colinesterase
laboratorialmente é uma ferramenta importante (BALJINDER; JAGDEEP;
KASHMIR, 2014), embora a determinagao possa n&o coincidir com o quadro clinico
(CALDAS, 2000). O tempo de meia vida e a fungdo como biomarcador dessas
enzimas sao diferentes. A colinesterase eritrocitaria apresenta o tempo de meia

vida de trés meses e biomarcador com funcao de efeito ao OF e cerca de sete dias
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e biomarcador de exposicdo no caso da butilcolinesterase. Com base nessas
diferencas, € possivel identificar de forma temporal a intoxicagdo em aguda ou
crénica (FELZENSZWALB, 2005; GEORGINO; GOMES; DRUMOND, 2005).

Camara et al. (2012) demonstraram em analises com humanos expostos a
OF, que a dosagem de acetilconesterase e butilcolinesterase apresentam valores
com grande variabilidade interindividual. O coeficiente de variagdo no sexo
masculino é de aproximadamente 47,5% na acetilcolinesterase e 24,6% na
butilcolinesterase. Importante ressaltar que fatores como idade, sexo, massa
corpérea e doencas cardiacas ou hepaticas podem interferir nos valores
observados decorrentes da exposicdo. Diante da dificuldade em estabelecer um
valor de referéncia para essas enzimas, € necessaria a determinacao de valores de
referéncia para cada grupo analisado.

Estudos com ratos demonstraram que os niveis de BChE nos tecidos,
exceto nos musculos e no cérebro s&o superiores aos niveis de AChE (LI et al.,
2000). Foi observado que ratos selvagens apresentam até dez vezes mais BChE
do que AChE. No soro e no intestino, foram observados, 1.03 e 0.21 unidades no
tecido de AChE e 3.31 e 6.10 unidades no tecido de BChE, respectivamente
(DUYSEN et al., 2001).

Os OF, como demonstrado anteriormente, interferem no sistema nervoso
dos insetos, interferindo na propagag¢ao dos impulsos nervosos, mas os estudos
demonstram que essas substancias podem acarretar alteragdes ou danos de forma
similar nos mamiferos, incluindo os humanos. Vale ressaltar que, os efeitos
observados e o grau de intoxicagao decorrentes da exposigao sdo dependentes da
via de contato, tempo de exposicdo e a dose a qual o organismo foi exposto
(COLEONE, 2014).

2.1.1 Malation

O malation S-[1,2-di (etoxicarbonil) etil] dimetil fosforotionato (C1oH190sPS>)
€ um OF utilizado em larga escala em todo o mundo, as pesquisas recentes
mostram um consumo entre 32 e 44% do total de pesticidas organofostorados
(VASSEGHIAN et al., 2020). Esse produto apresenta as seguintes caracteristicas
fisico-quimicas: massa molar de 330 g\mol™, solubilidade considerada pequena em

agua, na faixa de 20°C a 25°C, alta solubilidade em solventes orgénicos e em
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compostos lipidicos (SILVA; DE CARLI, 2021), ponto de ebulicdo de
aproximadamente 156°C e polaridade quanto ao pH, moderado ou fracamente
polar (COLEONE, 2014).

Esse produto apresenta classificagcdo toxicolégica na classe |, como
extremamente toxica e classificacdo do potencial de periculosidade ambiental e, na
classe, Il como muito perigoso ao meio ambiente (SILVA; GUIMARAES;
FERREIRA, 2001). Estudos em ratos mostram a DL50 do malation de 2100
mg/kg/dia (CALDAS, 2000). O malation ainda é classificado quanto a
biotransformagao em inibidor indireto, pois se apresenta na forma tion que nao tem
acgao sob a colinesterase, necessitando da agao enzimatica (molécula de enxofre é
substituida por uma de oxigénio) para passar a forma oxon, que possui agao
inibitéria sob a colinesterase (SILVA; GUIMARAES; FERREIRA, 2001). Por ser um
composto lipofilico pode alcangar concentragbes significativas no tecido nervoso,
e/ou outros tecidos ricos em lipidios (CALDAS, 2000).

Usado no controle de mosquitos e uma variedade de insetos que atacam
plantas, arbustos, legumes e frutas. Ainda é encontrado na composi¢ao de outros
produtos pesticidas usados em jardins ou ambientes fechados, como estufas de
produgcao para o controle de insetos, produtos para controle de ectoparasitas em
animais domeésticos, e produtos para controle de piolhos em humanos (OMS,
2003).

O malation, amplamente usado em paises como os Estados Unidos e
agéncias estaduais locais para o controle de mosquitos adultos, a fim de impedir a
propagacao do vetor Aedes aegypti e propagacao do Zika virus, Chikungunya e
Dengue (EPA, 2017). No Brasil, o malation, foi adotado pelo Ministério da Saude
em 2002, para o controle do mosquito transmissor do virus da dengue, periodo em
que foi criado, no Brasil, o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), que
propOds as Diretrizes Nacionais para a prevencdo e controle de epidemias de
Dengue, a qual recomendava: O uso de substancias quimicas — inseticidas, para o
controle do vetor na fase larval ou adulta (BRASIL, 2009).

Para a aplicacao, foi previsto o uso de equipamentos acoplados a veiculos
realizando a distribuigdo de goticulas a ultrabaixo volume, ou seja, a pulverizagao,
que possibilita a dispersao por todo o ambiente e ndo somente voltado a controle
de inseto adulto (BRASIL, 2009). Em ambientes abertos, o malation tem rapida

degradagao por hidrélise, biodegradacéo e fotdlise. Quando liberado no ar, é
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degradado na ATM por reacdo com o radical hidroxila, produzido
fotoquimicamente. A meia vida para essa reacdo € de aproximadamente 5 horas
(ATSDR, 2000). Assim, essa substancia é classificada como nao persistente ou
moderadamente persistente no ambiente (COLEONE, 2014).

O malation da origem ao seu metabdlito primario, malaoxon, substancia com
efeito tdxico, além de outros dos seus metabdlitos como, malation monoacido (a e
B), dietil fumarato, acido O, O dimetilfosforotidiotico (EPA, 2006). A exposi¢cao ao
malation ou aos seus subprodutos pode levar a intoxicagdo que pode causar
diferentes efeitos agudos, subcronicos ou cronicos. Sao relatadas alteragbes no
sistema nervoso central, simpatico, parassimpatico, além de, ser citotdxico,
carcinogénico e gerar efeitos deletérios em células reprodutivas (GIRI et al., 2002;
PAVAO; LEAO, 2005).

Barnejee et al. (1999) relataram que a exposigdo a esse OF também esta
relacionada a efeitos imunossupressores no organismo em diferentes niveis.
Podendo causar alteragdes fisiologicas e patoldgicas no estado nutricional, nas
fungdbes hormonais, no metabolismo hepatico e outros mecanismos
imunoregulatérios. Podem interferir direta ou indiretamente nas células linfoides,
células T, macrofagos, no metabolismo das imunoglobulinas ou mesmo na

biossintese macromolecular.

2.1.2 Exposigao e possiveis efeitos do OF — Malation

Os pesticidas em contato com os mamiferos podem ser absorvidos pela via
respiratoria, dérmica e/ou gastrointestinal, acarretando em diversos e diferentes
sinais e sintomas especificos de intoxicagdo aguda, subcrénica ou crbnica, com
manifestagéo leve, moderada ou grave (POSSAMAI et al., 2007). O uso extensivo
do malation resulta na contaminacdo das culturas alimentares, sistemas hidricos
naturais e no solo, o que expde animais € humanos constantemente a ingestao de
agua e alimentos com residuos (NEWHART, 2006).

Aindam por via oral é bastante comum casos de intoxicagdo aguda acidental
ou em tentativas de suicidio, ja a via dérmica é a mais comum nas intoxicagoes
ocupacionais, seguidas das respiratérias (THOMPSON et al., 1998).

O tempo de exposicdo, a dose e a via de administragdo do composto

influenciam diretamente se a absorgao pelos tecidos sera em maior ou menor grau
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(BOUCHARD et al.,, 2003). A eliminacdo do malation no homem ocorre
principalmente pela urina, ocorrendo no periodo maximo de 2 dias. Nos ratos, a via
de excregcdo também é a urina, mas em um tempo mais curto, de 80 a 90% é
excretado nas primeiras 24 horas apos a exposi¢ao. Os ratos convertem de 4 a 6%
do malation em malaoxon e apresenta um tempo de meia-vida ao composto de 1,4
dias no sangue, se administrado oralmente (WHO, 2003).

Em casos de exposigdo aguda ao malation pode ocorrer a chamada
sindrome muscarinica na qual sdo observados sintomas como: disturbios
cardiocirculatorios, disturbios gastrointestinais (aumento de movimento peristaltico
e ténus intestinal, aumento da secrec¢ao digestiva, vdmitos e codlicas) entre outros
sintomas. Sindrome nicotinica com sintomas como: espasmos, tremores da
musculatura esquelética, flacidez e paralisia muscular, tremor de lingua, labios,
olhos ou palpebras e fibrilagbes musculares sdo muito comuns. Ainda, pode ocorrer
sindrome do sistema nervoso central como inquietude, insdnia, cefaleia, convulsao
ou coma (WHO, 2003; COSTA, 2018).

Estudos mostram que a exposi¢cdo ao malation é téxica ao figado, aos rins,
testiculos e cérebro de humanos e animais, pois a molécula do malation é
rapidamente metabolizada no corpo na forma analoga, bioativa, o malaoxon. Este
bioativo é soluvel em lipidios, sendo geralmente armazenado no figado na forma de
vacuolos, causando um aumento significativo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (BURATTI et al., 2005). A biotransformacao que favorece a toxicidade do
malation tem relacdo com a conversdo deste composto em radicais livres. Os
estudos mostram que esses radicais junto a outras espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio participam do mecanismo de acao deste composto (BANERJEE et al.,
1999).

Silva e De Carli (2021), afrmam que um dos mecanismos associados a
toxicidade do malation é a formacédo de radicais livres provenientes do estresse
oxidativo causado nas células. Este fator indica uma ligagéo entre o malation e o
processo de envelhecimento e a ocorréncia de doencgas degenerativa com acao
dos radicais livres. Entretanto, é importante destacar que os mecanismos
envolvidos na toxicidade induzida por esse OF ainda sao limitados.

A exposi¢cao ao malation causa alteragédo dos niveis de substéncias que sao
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), favorecendo o aumento dessas

substancias no organismo, e assim, alteram a atividade das enzimas antioxidantes
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glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), superoxido dimutase (SOD),
catalase e danos no DNA (SILVA, DE CARLI, 2021). Tais alteragdes também foram
observadas em camundongo expostos a doses de 100, 500 ou 1500mg/kg/dia de
malation por periodos de 15 a 120 dias (YARSAN et al., 1999).

Ainda, segundo Severcan et al. (2019), a exposi¢cdo crénica ao malation
pode levar a danos ao figado, pois causa vasodilatagdo nos capilares sinusoéides e
a formacgao de vacuolos lipidicos nos hepatdécitos, infiltragdes leucociticas, dilatagao
e congestao dos vasos sanguineos com hemorragia. Estudos em ratos mostram
aumento nos niveis de citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral a
(TNF-a) e interleucina 6 (IL-6).

Terry Jr. (2012) em estudos com animais observou que exposigcdes crénicas
ou repetidas a OF em niveis que nao estdo associados a toxicidade aguda pode
resultar em multiplos sintomas neurocomportamentais e particularmente déficit
cognitivo. Segundo Pope, Karanth e Liu (2005), uma variedade de efeitos podem
ser observados a longo prazo, decorrente da exposig¢ao repetidas a OF abaixo do

limiar para a toxicidade colinérgica aguda.

2.2 Trato Gastrointestinal - Intestino delgado

O tubo digestério ou gastrointestinal (TGI) é formado pelo dobramento do
embrido, envolvendo parte do saco vitelinico e revestido pela endoderme. O TGl é
dividido em eséfago, estdbmago, intestino delgado, intestino grosso e canal anal,
além de apresentar os 6rgaos anexos como o figado, vesicula biliar e pancreas que
participam do processo de digestdo indiretamente (FIGURA 2) (GREENWOOD-
VAN MEERVELD et al., 2017).

Em toda sua extensdo, o tubo digestério, apresenta a mesma arquitetura
geral, sendo constituido por quatro camadas concéntricas que possuem algumas
particularidades de acordo com a funcdo desempenhada. Sdo descritas como
camada ou tunica mucosa, camada ou tela submucosa, camada ou tunica
muscular e camada ou tunica serosa (FIGURA 3) (GLEREAN; SIMOES, 2013).
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Figura 2. Representacdo dos 6rgaos do trato gastrointestinal e 6rgdos anexos.

Esophagus
Liver /
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Gallbladder y Pancreas

Small
intestine

Rectum

Fonte: American Cancer Society, 2021.

Cada regiao apresenta fungdes especializadas, como transporte, digestao
quimica, absor¢cdo de nutrientes, agua, ions e eletrolitos. Especificamente, o
intestino delgado é o local onde ocorre o final da digest&do quimica dos alimentos e
a absorcéao de nutrientes. O intestino delgado apresenta um comprimento médio de
5m a 7m em humanos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018) e em ratos Wistar adultos
€ de aproximadamente 100 cm (BARRA et al.,, 2008; HRYN et al.,, 2019). O
comprimento desse 6rgdo, aliado as especializagbes na superficie da mucosa,
desempenha um importante papel no aumento da superficie de contato com o

quimo, fator relevante a absorcéo de nutrientes (MENIN et al., 2008).

Figura 3. Representacdo das camadas constituintes da parede do trato
gastrointestinal.

Fonte: Adaptado de Universidade Federal de Alfenas (2021).
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S&o conhecidas as regides de duodeno, jejuno e ileo no intestino delgado,
regides que apresentam semelhancgas histolégicas, mas sua identificacdo pode ser
realizada por pequenas caracteristicas (GARTNER; HIATT, 2007). No jejuno, por
exemplo, sdo observadas pregas permanentes (valvas de Kerckring), em forma
circular ou espiral, que sdo compostas pela camada mucosa e a tela submucosa,
no duodeno e ileo, tais pregas podem ser observadas, mas n&do sao caracteristicas.
As pregas favorecem o contato do quimo com a mucosa, regido em que as células
absortivas ou enterécitos estdo localizadas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018), além
de diminuirem a velocidade do movimento do quimo ao longo do TGI (GARTNER,;
HIATT, 2007). Como o jejuno é a maior porgao do intestino, a absorgdo de
nutrientes ocorre na sua maioria, nesta porcdo (ABRAHAMSOHN, 2016;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

2.2.1. Tunica Mucosa e tipos celulares

Na camada mucosa, o tecido epitelial, o tecido conjuntivo frouxo e algumas
células musculares lisas, continuas a muscular da mucosa, formam protrusées
digitiformes ou folidceas, conhecidas como vilos ou vilosidades (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2018). Os vilos s&o estruturas permanentes, sendo mais numerosos
no duodeno do que no jejuno e no ileo (GARTNER; HIATT, 2007).

A lamina propria que compde a camada mucosa apresenta atividade
imunoldgica. Células como plasmocitos, linfécitos, leucocitos extravasados,
macréfagos, mastécitos e fibroblastos séo residentes em meio a este tecido, além
de ndodulos linfoides solitarios, adjacentes ao epitélio de revestimento da mucosa
(HIB, 2003; GARTNER; HIATT, 2007).

No ileo sdo comuns grupos permanentes de nddulos linfoides,
coletivamente descritos como Placas de Peyer. Os nédulos linfoides ao encostarem
no epitélio de revestimento, substituem as células colunares por células M, que
endocitam antigenos do lumen intestinal (GARTNER; HIATT, 2007).

Nos vilos, o epitélio de revestimento é do tipo simples colunar, sendo
continuo ao epitélio das criptas. As células do revestimento da mucosa séo
chamadas de enterdcitos ou células absortivas, além das células caliciformes, que
também compde o revestimento. Nas criptas, sdo visiveis, os mesmos tipos

celulares do revestimento, além de células enteroenddécrinas, tronco e células de
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Paneth, sendo essas exclusivas da regido basal das criptas no intestino delgado
(FIGURA 4) (ABRAHAMSOHN, 2016; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

Figura 4. Célula M, sem microvilos, presente na mucosa do intestino, entre os
enterdcitos, regido basal da célula em contato com linfécitos e prolongamentos
citoplasmaticos de macrofago.

Célulam Linfécito

Fonte: Hibb, (2003).

Nos enterdcitos sao observados os microvilos, projecdes digitiformes da
membrana plasmatica que aumentam a superficie de contato celular, auxiliando na
funcdo de absorcdo de nutrientes do érgédo. A presenga de pregas, vilos e
microvilos sdo responsaveis por um grande aumento da superficie do 6rgao, pois é
estimado que as pregas favorecam um aumento de trés vezes, os vilos, cerca de
10 vezes e os microvilos de aproximadamente 20 vezes, o que resulta em um
aumento total de cerca de 600 vezes (GARTNER; HIATT, 2007; GLEREAN;
SIMOES, 2013; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018).

As células caliciformes sao produtoras de mucinogénio, cuja forma hidratada
€ a mucina, um componente do muco que constitui uma camada protetora que
reveste o lumen. Ja as células M sdo células com micropregas que endocitam e
transportam antigenos do lumen para a lamina prépria, presentes somente nas
regides de placas de Peyer, quando o revestimento epitelial simples colunar é
substituido por células M que ndo apresentam microvilos. Essa mudanca de tipo de

epitélio € um processo fisioldgico que permite as células apresentarem a fungéo de
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endocitose na regido de revestimento das placas de Peyer (GARTNER; HIATT,
2007). As células enteroendocrinas presentes no intestino delgado, secretam uma
variedade de hormodnios gastrointestinais (CORMACK, 2008). Sdo presentes as
células G, secretora de gastrina no duodeno, célula D, secretora de somatostatina,
célula D1, célula EC, célula P, célula K, célula S, célula |, além de bombesina no
duodeno, peptideo vasoativo intestinal (VIP), serotonina, peptideo inibidor gastrico
(GIP), secretina, motilina (Mo) e colecistoquinina (CCK) (HIB, 2003).

As criptas sao glandulas tubulosas simples, que se abrem nos espagos entre
os vilos como perfuragbes do epitélio de revestimento. A metade das criptas &
composta pelas células absortivas e caliciformes, sendo que a regido basal da
cripta ndo apresenta os enterécitos e poucas células caliciformes. A maioria das
células nesta regido é do tipo célula tronco, que sofrem extensa proliferagao para
repor as células do epitélio das criptas, da superficie da mucosa e dos vilos
(SHARMA; KAUR; DHALLA, 2011).

As células de Paneth, também presentes na base das criptas, sao faciimente
identificadas devido a grande presenga de granulos de secregao eosindfilicas no
citoplasma apical. Essas células sao produtoras de agente antibacteriano, lisozima,
defensinas e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). As células de Paneth, ao
contrario das demais células presentes no intestino, apresentam um tempo de vida
longo, cerca de 20 dias (GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2018) (FIGURA 5).

As células do intestino delgado sdo constantemente renovadas sendo que a
cada 3 a 5 dias todas as células do revestimento séo repostas (ABRAHAMSOHN,
2016). Cerca de 70 bilhdes de células surgem diariamente no epitélio digestério
(GLEREAN; SIMOES, 2013). As células do revestimento das vilosidades entram
em apoptose e descamam, sendo repostas por células que migram a partir do
fundo das criptas, originadas a partir de células tronco que apresentam alta
atividade mitotica, as células formadas se diferenciam em enterdcitos ou células
caliciformes e alcangam as regides de descamagao celular (GLEREAN; SIMOES,
2013; ABRAHAMSOHN, 2016).
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Figura 5. Mucosa, vilos, criptas no intestino delgado e células componentes da
mucosa do intestino delgado.
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Fonte: Gartner; Hiatt, (2007).

Na camada muscular da mucosa do intestino delgado ocorre a presenga de
um estrato circular interno e outro longitudinal externo de células musculares lisas.
As fibras musculares da camada circular interna penetram as vilosidades e se
estendem pelo eixo até a ponta do tecido conjuntivo frouxo, chegando a membrana
basal. Durante a digestao, essas fibras musculares apresentam contragao ritmica,
encurtando os vilos varias vezes por minuto (GARTNER; HIATT, 2007).

2.2.2. Tela Submucosa

A tela submucosa do intestino delgado € composta por tecido conjuntivo
fibroelastico com rico suprimento vascular e linfatico. No duodeno sao conhecidas
as glandulas de Brinner ou duodenais, responsaveis por produzir um fluido
mucoso, rico em bicarbonato de sédio (GARTNER; HIATT, 2007). A inervagao
intrinseca da submucosa provém do plexo submucoso, parte do sistema nervoso
parassimpatico (HIB, 2003).
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2.2.3. Tunica Muscular e Serosa

A tunica muscular é construida por dois estratos de células musculares lisas:
a circular interna e a longitudinal externa. Entre esses dois estratos da camada
muscular localiza-se o plexo mioentérico, sendo o principal suprimento nervoso
intrinseco da tunica muscular, camada responsavel pela atividade peristaltica do
intestino delgado (GARTNER; HIATT, 2007). O plexo mioentérico atua na
modulagdo da contratilidade dos musculos lisos que alinham o trato
gastrointestinal, fundamental para o transito intestinal (SOENEN et al., 2016).

Estudos mostram que a camada muscular na regido do jejuno de ratos
apresenta uma espessura de 106 a 120um e os corpos celulares de neurbénios do
plexo mioentérico apresentam uma area inferior a 156um, denominados pequenos,
de 156 a 308um, considerados neurénios médios, e com area superior a 308um,
grandes neurdnios (DE BRITTO et al., 2011). Os dois principais grupos de
neurdnios mioentéricos sao neurdnios colinérgicos, que sao excitatorios e os
nitrérgicos que sao inibitérios (SOENEN, et al., 2016). A variagao de tamanho tem
relagdo com a atividade do neurénio.

O plexo submucoso e o plexo mioentérico, responsaveis pela inervacdo do
intestino delgado, compde o Sistema Nervoso Entérico. O revestimento externo do
intestino delgado é realizado pela tunica serosa, camada fina de tecido conjuntivo
frouxo com epitélio de revestimento simples pavimentoso e vasos sanguineos
(GARTNER; HIATT, 2007).

2.3 Sistema Nervoso Entérico (SNE)

A parede do trato gastrointestinal, nas regidbes de eséfago, estbmago e
intestinos, apresenta uma grande quantidade de tecido neural que constitui o
chamado Sistema Nervoso Entérico - SNE (GERSHON, 2002) (FIGURA 6A). Este
sistema é composto por extensos plexos de fibras nervosas que sao derivadas
parcialmente de fibras simpaticas e parassimpaticas, pré e pds-ganglionares, além
de neurdnios intrinsecos a parede intestinal (SOUZA et al., 1993) (FIGURA 6B).
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Figura 6. Distribuicdo do sistema nervoso entérico nos 6rgaos do trato digestorio.
A. Distribuicdo do plexo mioentérico do es6fago ao intestino grosso e plexo
submucoso a partir do intestino delgado. B. Organizacado e distribuicdo do plexo
submucoso e mioentérico na parede do intestino.
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Fonte: Adaptado de Frauches et al. (2016) (A) e Furness, (2012) (B).

O monitoramento e o controle do sistema digestivo pelos neurénios é um
processo hierarquico. O SNE é capaz de gerar reflexos locais apropriados, além de
participar de reflexos entre 6rgaos. Os reflexos entero-entéricos passam por vias
de ganglios pré-vertebrais, sem incluir necessariamente o sistema nervoso central.
Os sinais transmitidos dos orgdos digestivos por vias aferentes extrinsecas
primarias ao sistema nervoso central desencadeiam reflexos que atuam de volta no
sistema digestivo. Alguns sinais aferentes ao sistema nervoso central (SNC)
mediam a coordenagdo com outros sistemas corporais, sendo que alguns estao
relacionados a sensacbes como nauseas, dores, saciedade e desconforto
(FURNESS, 2006).

2.3.1 Organizacgao e distribuicdo do sistema nervoso entérico

As células nervosas e as de suporte, conhecidas como glias entéricas,

permanecem agrupadas em pequenos aglomerados, denominados de ganglios e
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interligados por feixes de fibras nervosas, compondo o SNE (FURNESS, 2006).
Neste sistema ocorre a formacédo de circuitos neurais que controlam as fungdes
motoras, o fluxo sanguineo local, o transporte e a secregdo na mucosa, além de
modular as fungbes imunoldgicas e enddcrinas no trato digestério (COSTA;
BROOKES; HENNIG, 2000), no sistema biliar e no pancreas (FURNESS, 2006).

Neurbnios primarios aferentes presentes no SNE sdo sensiveis a
substancias quimicas e a estimulos mecanicos, a interneurénios, ou a neurdnios
motores que agem em diferentes células efetoras, incluindo musculo liso, células
de Cajal (células marca-passo), vasos sanguineos, glandulas mucosas e epitélio,
além de células intestinais envolvidas na resposta imune (COSTA; HENNING,;
BROOKES,1998).

Um dos aspectos mais relevantes do SNE é o fato que os circuitos séo
capazes de responder as funcdes do TGl de modo independente aos comandos da
medula espinal ou do cérebro, devido a presenca dos corpos celulares que compde
0s ganglios da parede de parte do trato gastrointestinal. Os circuitos formados por
ganglios e feixes de fibras compdem os circuitos ganglionares (FURNESS, 2006).

Os circuitos ganglionares, no intestino delgado e no intestino grosso sao
compostos pelos ganglios, constituindo o plexo submucoso e plexo mioentérico. Os
axobnios dessas células nervosas inervam outros ganglios e também, os tecidos dos
orgaos digestivos, como a camada muscular e a camada mucosa (FURNESS,
2006). A maioria dos neurdnios entéricos envolvidos no controle das funcbes
motoras estdo localizados no plexo mioentérico, com alguns neurdnios primarios
aferentes dispostos no plexo submucoso (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000).

2.3.1.1 Plexos submucoso e mioentérico

O arranjo dos ganglios no plexo submucoso, as funcdes e tipos de neurbnios
destes ganglios diferem entre as espécies. Nos humanos e nos porcos, exemplos
de grandes mamiferos, os ganglios submucosos formam plexos distintos, mas
interconectados que se organizam em diferentes niveis de profundidade e com
populagdes neuronais diferentes, sendo essas variagdes aparentes na morfologia e
natureza quimica das células nervosas constituintes (TIMMERMANS; HENS;
ADRIAENSEN, 2001; FURNESS, 2006).
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Na tela submucosa em grandes mamiferos, Furness (2006) descreve que
0s ganglios sdo compostos por um numero menor de células nervosas, mas estes
corpos celulares costumam ser maiores do que os presentes nos ganglios do plexo
mioentérico. O plexo submucoso é continuo ao redor da circunferéncia e ao longo
do comprimento do intestino delgado e grosso.

Nesta tela, ainda sdo observados géanglios mais préximos a mucosa e
ganglios mais proximos a camada muscular, todos interconectados entre si. Sdo
chamados de plexo submucoso interno, localizado mais proximo a mucosa,
composto por muitos neurdnios que inervam a mucosa e alguns poucos que
suprem a muscular, e, plexo submucoso externo, o mais proximo a tunica muscular
que fornece inervacdo a camada muscular circular e a longitudinal, além de
fornecer inervacao para a mucosa (TIMMERMANS; HENS; ADRIAENSEN, 2001;
FURNESS, 2006).

Em cobaias, exemplo classico de pequeno mamifero, o plexo submucoso é
composto por somente uma camada de ganglios, sendo que o0s neurbnios
presentes contem substancias secretomotoras, mas nao neurdnios motores que
suprem o musculo externo. O plexo submucoso nos pequenos mamiferos
apresenta maior semelhanga ao plexo submucoso interno presente nos grandes
mamiferos (FURNESS, 2006). A formagdo do plexo também apresenta relagéo
com o tamanho das espécies, em camundongos, o0 plexo submucoso € colonizado
2 a 3 dias apds a colonizagao do plexo mioentérico. Em humanos, o atraso na
formacdo do plexo submucoso € de 2 a 3 semanas, apos a formacgao do
mioentérico (WALLACE; BURNS, 2005).

Plexos submucosos ganglionados e extensos nado sao caracteristicos no
esb6fago e estbmago, como sao no intestino delgado e grosso. No estdbmago dos
pequenos mamiferos, como cobaias e ratos, também s&o raros ou mesmo
ausentes o0s ganglios submucosos, sendo a inervagido intrinseca da mucosa,
realizada pelo plexo mioentérico, ja em humanos ou caes, grandes mamiferos, os
ganglios submucosos estao presentes (FURNESS; BORNSTEIN,1991).

Ainda, ocorre um plexo de feixes de fibras finas presentes no tecido
conjuntivo, que forma a camada superficial dos 6érgdos do trato digestorio,
conhecido como plexo subseroso. Este plexo fica entre o revestimento seroso da
cavidade peritoneal e o0 musculo externo do intestino. A fungéo destes feixes é a de
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conectar nervos extrinsecos a nervos das camadas mais profundas da parede
intestinal como a camada mucosa e a tela submucosa (FURNESS, 2006).

Na camada muscular, a inervagao é organizada de acordo com a camada
longitudinal e a circular. A muscular longitudinal apresenta inervagéo proveniente
do plexo muscular longitudinal, o qual € formado por finos feixes de fibras nervosas
paralelas, no interior do musculo, ou pelo chamado, componente terciario do plexo
mioentérico. Este componente terciario € composto por axénios em feixes que se
encontram dispostos na superficie do musculo (FURNESS, 2006).

A muscular circular apresenta feixes de nervos finos, paralelos ao
comprimento das células musculares em toda a espessura do musculo circular.
Esses feixes conectam-se com os componentes primarios e secundarios do plexo
mioentérico e com o plexo muscular profundo no intestino delgado. Os feixes de
fibras nervosas do plexo muscular circular formam uma malha continua ao redor da
circunferéncia do intestino e por meio do nervo obliquo, ao longo do comprimento
do musculo (FURNESS, 2006).

Nos pequenos mamiferos a maioria dos axbénios que formam o plexo
muscular, derivam de neurbénios motores, cujos corpos celulares estédo localizados
nos ganglios mioentéricos. Mas, existem algumas poucas fibras que provém de
células nervosas presentes nos ganglios externos do plexo submucoso.
Comumente, em espécies maiores, os ganglios sdo mais numerosos do que em
espécies pequenas (FURNESS, 2006).

2.3.1.2 Neurbnios entéricos

Os neurdnios entéricos sao classificados por meio da combinacdo de
propriedades dos reflexos entéricos, morfologia, tipo de neurotransmissores
entéricos e receptores, apresentando-se com uma variedade de tipos (FIGURA 7).
Os neurdnios aferentes primarios (EPAN) apresentam os corpos celulares nos
ganglios nodosos e na jugular (vagal aferente), ou nos géanglios de raiz dorsal
(aferentes da coluna vertebral). O termo aferente € para determinar que séao
neurbnios que carregam informac¢ao, mas nao causam sensagdes, e primarios por

serem os primeiros. Os sinais desses neurbénios sao transportados por meio dos
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neurénios intestinofugais, que apresentam corpos celulares no intestino, mas

projetam além da parede intestinal os prolongamentos (FURNESS, 2006).

Figura 7. Representacdo de neurdnios no intestino delgado de cobaias. Tipos de
neurénios segundo as fungdes, morfologia do corpo celular, neurotransmissores e
projecdes. 1. Interneurbnio ascendente; 2. Neurdnio intestinofugal; 3. Motor
inibitério do musculo circular; 4. Motor excitatorio do musculo longitudinal; 5. Motor
inibitério do musculo longitudinal; 6. Motor excitatério do musculo circular; 7.
Aferente primario intrinseco mioentérico; 8 Interneurénio descendente (reflexos
locais); 9. Interneurdnio descendente (reflexo secretomotor); 10. Interneurdnio
descendente; 11. Vasodilatador/secretomotor colinérgico; 12. Vasodilatador/
secretomotor nao-colinérgico; 13. Aferente primario intrinseco submucoso e 14.
Secretomotor (nao-vasodilatador) colinérgico. Legenda: Muc. Mucosa, MM.
Muscular da mucosa, PS. Plexo submucoso. MC. Musculo, PM. Plexo mioentérico,
ML. Musculo longitudinal.
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Fonte: Adaptado de Frauches et al. (2016).

Os chamados neurbnios aferentes primarios intrinsecos (IPAN) séo
neurénios distribuidos tanto nos ganglios submucosos quanto no mioentérico e néo
transmitem sensag¢des como dor no intestino (FURNESS, 2006). Cerca de 14% dos
neurénios submucosos sao IPAN e no mioentérico sdo aproximadamente 30% do

total. Esses neurdnios respondem aos estimulos quimicos luminais, deformacao
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mecanica da mucosa e alongamento radial, além de tensdo muscular (COSTA,;
BROOKES; HENNIG, 2000). Além de estarem envolvidos nas fungdes fisiologicas
no intestino delgado e intestino grosso, como secregcbes e fluxo sanguineo,
também participam do controle de doengas nesses 6rgaos (FURNESS, 2006).

Os IPAN se projetam para as vilosidades e se ramificam dentro dos ganglios
submucosos e mioentéricos (FURNESS, 2006). Esses neurbnios ainda, se ligam
circunferencialmente a interneurénios ascendentes e descentes do mioentérico,
neurdénios motores da muscular longitudinal, neurénios motores inibitérios e
excitatérios da muscular circular e neurbnios motores da muscular circular.
Possivelmente as subpopulacbes se conectam por caminhos separados,
ascendentes e descendentes (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000).

Neurdnios excitatorios e inibitorios inervam a camada muscular circular e
longitudinal e muscular da mucosa em todo o trato digestério. Os
neurotransmissores primarios dos neurdnios excitatorios sdo a acetilcolina e as
taquicininas, que atuam diretamente no musculo liso e indiretamente, via rede de
células intersticiais no plexo profundo (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000;
FURNESS, 2006). Ja os neurbnios inibitérios apresentam multiplos
neurotransmissores, como o 6xido nitrico (NO), peptideo vasoativo intestinal (VIP)
e trifosfato de adenosina (ATP). O papel do neurotransmissor de neurdnios
inibitérios varia entre as regioes e as espécies (FURNESS, 2006).

A maioria dos neurbnios que inervam o0 musculo circular tem os corpos
celulares nos ganglios mioentéricos, com alguma variagado entre as espécies, por
exemplo, em cobaias, todos os neurdnios estdo nos ganglios mioentéricos. Em
caes, ratos, porcos e humanos uma parte desses neurdnios estdo alojados em
ganglios submucosos, os demais nos ganglios mioentéricos (TIMMERMANS;
HENS; ADRIAENSEN, 2001; FURNESS, 2006). Parte dos neurbnios que inervam a
muscular circular, na maioria das espécies sao descritos como motores inibitorios
(COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000), além de neurbnios motores excitatorios
(FURNESS, 2006).

Os neurbnios motores excitatérios representam em média, 14% da
subpopulacdo neuronal na muscular circular com receptores nicotinicos rapidos e
lentos que recebem estimulos de neurénios aferentes primarios e de interneurdnios
ascendentes colinérgicos, além de estimulos de interneurbnios excitatérios

descendentes. Os neurdnios motores inibitérios representam 17% da populagao e
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recebem entradas nicotinicas rapidas de neurbnios aferentes primarios e entradas
ndo colinérgicas de neurdnios aferentes primarios descendentes (COSTA;
BROOKES; HENNIG, 2000).

Os neurdnios motores responsaveis pela inervagdo do musculo longitudinal
representam em média, 25% do total com corpos celulares localizados no plexo
mioentérico de pequenos animais, ja em porcos e grandes mamiferos, os corpos
celulares estdo no mioentérico com alguns corpos celulares no plexo submucoso.
Independentemente da espécie, os neurbnios motores que inervam a muscular
longitudinal sdo muito numerosos (FURNESS, 2006). Esses neurbnios apresentam
pequenas proje¢des para o musculo longitudinal e recebem entradas sinapticas de
neurénios aferentes primarios de vias ascendentes e descendentes (COSTA;
BROOKES; HENNIG, 2000).

No plexo submucoso, a fim de confirmar os tipos de neurdnios e a identidade
funcional das diferentes classes dessas células nervosas, Fantaguzzi et al. (2009)
realizaram imunomarcagdes com calretinina em ileo de camundongos. A calretinina
marcou 91% da populagdo neuronal e em preparagcdes marcadas com VIP e
calretinina, 88% dos neurbnios VIP eram fracamente marcados por calretinina,
sendo que nenhum neurdnio fortemente marcado era positivo para VIP,
demonstrando a possibilidade de serem neurénios colinérgicos.

Ainda nesse plexo s&o descritos a presenga de corpos celulares de
neurbnios nado colinérgicos como: VIP/NPY/TH/calretinina,  neurbnios
vasodilatadores: VIP / NPY / calretinina, neurénios secretomotores: ChAT / CGRP
/ somatostatina /calretinina e pequenas populagbes de neurbnios mecanicos
secretomotores colinérgicos e nao colinérgicos (FANTAGUZZI et al., 2009).

A muscular da mucosa também apresenta inervagao por neurénios motores
inibitérios e excitatorios, sendo que os corpos celulares estdo alojados no plexo
submucoso (FURNESS, 2006). Ja os interneurdnios estdo presentes em todas as
regides do intestino e apresentam variagdes entre as regides do intestino delgado e
grosso. Os interneurdnios ascendentes compde uma classe pequena, com
aproximadamente 5% dos neurbnios entéricos, sendo que recebem entradas
sinapticas rapidas de outros interneurénios ascendentes que formam uma cadeia
ascendente de excitacdo (COSTA, BROOKES, HENNIG, 2000). Também é comum
os interneurdnios ascendentes receberem entradas sinapticas nicotinicas rapidas e

lentas dos neurdnios aferentes primarios. Eles apresentam enzimas para a sintese
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de acetilcolina, taquicininas e também peptideos opidides (COSTA; BROOKES,;
HENNIG, 2000). Esses tipos de interneurdnios estdo envolvidos em reflexos locais
de motilidade, assim como dois tipos de neurbnios colinérgicos descendentes
(FURNESS, 2006).

Ja os interneurdnios descendentes compreendem cerca de 7% do total com
varias classes, cada grupo difere na neuroquimica, sendo trés delas colinérgicas
por conterem a enzima para a sintese de acetilcolina, conhecida como colina
acetiltransferase (COSTA; BROOKES; HENNIG, 2000). Os interneurdnios
descendentes, somatostatina (SOM) e ChAT, parecem estar envolvidos na
passagem do complexo migratério mioelétrico (CMM) ao longo do intestino.
Recebem entradas sinapticas rapidas e lentas, principalmente de neurbnios
aferentes ndo primarios e formam uma cadeia sinaptica de interneurdnios ligados
com outros neurénios do plexo mioentérico e submucoso (COSTA; BROOKES;
HENNIG, 2000). O CMM sao ondas de atividade excitatoria conduzidas ao longo
do intestino, mediadas pelo sistema neural intrinseco do intestino delgado. As
ondas do CMM iniciam entre o estdmago e o duodeno e passam por toda a
extensdo do intestino delgado (FURNESS, 2006).

2.4 Efeitos decorrentes da exposigao a Organofosforados

A exposicao a pesticidas vem sendo associada as doengas neurologicas e
psiquiatricas em criangas e adultos em muitos estudos epidemiolégicos, pois a
exposi¢cao a varias classes de pesticidas parece causar aumento de TDAH
(transtorno e déficit de atencéo e hiperatividade), de comprometimentos motores,
de diferencgas estruturais no cérebro e de doengas neurogenerativas como doenga
de Parkinson e doenca de Alzheimer (BHATT; ELIAS; MANDOKI, 1999;
ASCHERIO et al., 2006). Os OF podem atravessar a placenta devido as suas
propriedades de solubilidade lipidica e a imaturidade da barreira hematoencefalica
no inicio do desenvolvimento embrionario, além do fato que, a propriedade lipofilica
os torna mais propenso a apresentar concentragdes significativas no tecido
nervoso (CALDAS, 2000) e/ou em 6rgaos com tecidos ricos em lipidios como o
cérebro (ANDERSEN; NIELSEN; GRANDJEAN, 2000).
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As enzimas envolvidas no metabolismo de pesticidas tém atividade
diferencial e niveis de expressdo ao longo do desenvolvimento, 0 que também
pode predispor, durante o desenvolvimento do sistema nervoso, a concentragdes
elevadas de produtos quimicos téxicos. A enzima paraoxonase 1 (PON-1), € uma
importante enzima do tipo fosfotriesterase ou A-esterase, capaz de hidrolisar os
compostos OF, desempenhando acgio direta de detoxificacdo, sendo que os niveis
plasmaticos de PON-1 podem diferir ao longo do desenvolvimento (COLE et al.,
2003; COSTA, 2006).

A vulnerabilidade do desenvolvimento a exposicdo a pesticidas pode
continuar na vida pdos-natal, pois por meio da amamentacgao, as criangas podem ser
altamente expostas a substancias toxicas ambientais (COLE et al., 2003), além do
consumo de agua e/ou alimentos contaminados, o que favorece uma exposi¢cao
prolongada em quantidades pequenas (VASSEGHIAN, et al., 2021). Estudos
mostram que a exposi¢ao de criancas a pesticidas OF leva a decréscimo no indice
de memoria e cognigdo. Em ratos, ocorrem alteragdes nos transportadores de
serotonina (5-HT), nos receptores 5-HT no cérebro, diminuicdo de colina
acetiltransferase (ChAT) e transportador vesicular de acetilcolina (vVAchT), entre
outras alteracdes (QIAO et al., 2002; ALDRIDGE et al., 2003).

A toxicidade dos compostos OF apresentam como mecanismo principal ou
primario a inibicdo da enzima AChE (BANKS; LEIN, 2012), mas alguns estudos
indicam que a intoxicagao, seja cronica ou aguda, pode levar a outros efeitos nao
somente atribuidos a inibicdo da enzima, os chamados efeitos ndo colinérgicos
(DUYSEN et al.,, 2001). A natureza lipofilica do metabdlito do malation, por
exemplo, facilita a interagio com a membrana celular, desencadeando
perturbagdes na estrutura da bicamada fosfolipidica da célula (ANDERSEN;
NIELSEN; GRANDJEAN, 2000; VIDEIRA et al., 2001).

Por essa caracteristica, os OF mesmo em baixas doses, podem interagir
diretamente com membranas de diferentes células do corpo (NIIJIMA et al., 1999),
resultando em modulagdao do estresse oxidativo (ANGUIANO; DE CASTRO;
PECHEN DE D’ANGELO, 2001). No caso do OF malation, foi observada a
incidéncia de estresse oxidativo em diferentes tecidos, como no figado, cérebro,
rim e testiculos (ABDOLLAHI et al., 2004) e até mesmo em algumas areas do
cérebro (FORTUNATO et al., 2006).
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Ainda em baixas doses de OF foram observadas ocorréncias de fosforilagao
de proteinas e disfungdo em mitocéndrias (HARGREAVES, 2012) e em doses mais
elevadas foram observados danos ao DNA (PEARSON; PATEL, 2016; VANOVA et
al., 2018). Saleh et al. (2003) relataram ainda que os OF também afetam vias
bioquimicas que ndo envolvem a modulacdo da AChE, como alteragdes
cromossOmicas. Os efeitos dos OF sobre as mitocdndrias é bastante relevante,
pois sdao organelas que apresentam importancia e participagcdo nas funcgdes
neuronais normais, o que inclui a homeostase do calcio, o metabolismo aerdbico e,
até mesmo, processos apoptoticos (HOLLENBECK; SAXTON, 2005). A exposicao
cronica de baixo nivel induz neurodegeneragdo apoptotica, desencadeando o
aumento de Ca*?, levando a prejuizos na atividade dos complexos mitocondriais
(KAU et al., 2007).

Estudos em ratos demonstraram que os OF em doses relativamente altas,
podem alterar o transporte axonal, processo fundamental nos neurdnios, em que
varias organelas e vesiculas ligadas a membrana e cargas adicionais sao
transportadas ao longo de microtubulos do corpo celular ao axénio, esse processo
€ essencial durante o crescimento axonal e também para o desenvolvimento
neuronal (MADAY et al., 2014). Yang et al. (2008) observaram em estudos in vitro
diminuicao do crescimento axonal decorrente da exposi¢cao aos OF.

Terry Jr. et al. (2007) observaram que tanto o transporte anterégrado quanto
o retrogrado de vesiculas no nervo ciatico (ex vivo) foram prejudicados em ratos
expostos repetidamente a OF, sendo que os déficits no transporte axonal foram
persistentes, detectados por um periodo de até 14 dias apdés a exposicdo. Os
mecanismos envolvidos nos déficits presentes nos axdnios decorrente da
exposicao aos OF ainda ndo sdao completamente elucidados, mas evidéncias
mostram que essas substancias podem alterar a funcdo de proteinas motoras
como a cinesina e componentes do citoesqueleto neuronal como os microtubulos
(GEARHART et al., 2007).

Ha evidéncias também que os OF danificam a polimerizagdo da tubulina e
outros fatores que participam da montagem e estabilidade dos microtubulos,
desencadeando prejuizos no transporte axonal (PRENDERGAST et al., 2007).
Alguns OF ou seus metabdlitos se ligam de forma covalente aos residuos de
tirosina na tubulina, um efeito que pode explicar a interrupcdo na polimerizagao
observada na tubulina (JIANG et al., 2010).
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Estudos mais recentes mostram que os OF ainda podem desencadear
alteracdes nas modificacbes pos traducionais de moléculas no transporte axonal,
por exemplo, alguns OF podem diminuir a acetilagdo da tubulina, o que prejudica
0s movimentos das mitocondrias nos axdnios e nos corpos celulares em neurdnios
de ratos (RAO et al., 2017). Estudos ainda mostram que OF como os clorpirifés
pode induzir a peroxidagao lipidica no tecido nervoso de ratos em desenvolvimento,
mesmo com sinais leves de toxicidade sistémica nos animais (SLOTKIN, 2005),
aléem da diminuicdo dos antioxidantes mitocondriais glutationa e superoxido
dismutase, por exemplo (NAUGHTON; TERRY JR., 2018).

A exposigao repetida a baixos niveis de OF induz respostas inflamatérias em
astrécitos cultivados, o que representa aumento de IL-6 e GFAP (MENSE et al.,
2006). A exposicao aguda aos OF aumenta a expressao de varios genes
relacionados a citocinas associadas a inflamag¢ao, como a IL-6 e a IL-1p (KOO et
al., 2018). Exposi¢cbes agudas e crbnicas a essas substancias também
desencadeiam neuroinflamagéo por ativar as microglias e estimular o aumento de
citocinas pro-inflamatoérias em camundongos (VIVIANI et al., 2014).

O aumenta da inflamagao apo6s a exposi¢cao aos OF é descrito nos estudos,
0 que sugere a possibilidade de estar ligado a alteragées no estresse oxidativo
(JANG et al., 2015). Liang et al. (2018) demonstraram que niveis aumentados de
marcadores de estresse oxidativo como GSGG, GSH e tirosina no cérebro apos a
exposicdo aguda a OF sao acompanhados por aumentos nas citocinas
inflamatdrias como TNF-a, IL-1j3, IL-6, KC e GRO. Estudos realizados com soro de
humanos expostos a OF demonstram que pode favorecer a produg¢ao de anticorpos
direcionados as proteinas, como as proteinas de neurofilamentos, proteinas
associadas aos microtubulos, proteina associada aos microtubulos 2 (MAP-2),
proteina basica de mielina, glicoproteina associada a mielina, proteina acida fibrilar
glial e calcio calmodulina quinase Il. Destacam-se principalmente as que sao
conhecidas por desempenhar papéis relevantes na estrutura e funcdo dos
neurdnios, incluindo a mielinizagdo dos axbnios e o transporte axonal
(NAUGHTON; TERRY JR., 2018).

Quanto as caracteristicas estruturais e morfolégicas em 6rgaos, também sao
observadas alteragcbes decorrentes da exposigdo prolongada a baixas doses de
OF. Estudos com ratos adultos, expostos a baixa dose de malation por periodo

prolongado com administragao intraperitoneal mostram alteragées no figado como:
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espacgo portal pouco preservado, espessamento do tecido conjuntivo da regido
portal e vasos congestos. Nos pulmdes foi observado infiltrado inflamatério
mononuclear, constituido de macréfagos e linfocitos, descamacéao epitelial nos
bronquiolos, presenca de hemacias na luz e espessamento de tecido conjuntivo
bronquiolar (INOUYE et al., 2014). Mansour e Gamet-Payrastre, (2014) observaram
em fémeas de camundongos expostas a baixas doses por periodo prolongado de
clorpirifos, aumento de massa corporal e disturbios no I6bulo hepatico,
degeneragao hidrépica e areas hemorragicas no figado, hipertrofia glomerular,
descolamento do epitélio nos tubulos renais e degerenagao hidrépica nos tubulos
contorcidos préoximais, além de acumulo de células inflamatérias e espessamento
da parade dos vasos sanguineos nos rins, e ainda degeneracao de alguns foliculos
ovarianos.

Vismaya (2014) observou em ratos jovens expostos a baixas doses de
monocrotofos diminuigdo do tempo de trénsito instestinal e aumento da massa do
intestino delgado, além de presencga de infiltrados inflamatérios na base e ao longo
do comprimento das vilosidades, congestao, erosao da superficie epitelial dos vilos
e hipertrofia de células caliciformes. Sharma, Kaur e Dhalla, (2011) relataram
reducdo de massa do intestino delgado e mudangas histopatolégicas como perda
de vilos, degeneragcdo em criptas, grande quantidade de células picnéticas e
diminuicdo do numero total de células nas criptas devido a exposicdo de
camundongos adultos a doses agudas de metil paration administrada
intraperitonealmente por curto periodo de tempo.

Em ileo de ratos adultos expostos a baixas doses de diazinon foi observado
aumento da estimulacéo das contracdes musculares (TRAILOVIC et al., 2017). Em
um estudo comparativo dos efeitos de doses baixas e intermediarias de forma
prolongada ao OF phoxim em jejuno de ratos jovens, ndo foram observadas
alteragcdes de massa corporal ou na morfologia do érgao de ratos expostos a
baixas doses. Sendo que ocorreu aumento da massa corporal dos animais e
diminuicdo da altura dos vilos em jejuno de ratos expostos a doses intermediarias
(SUN et al., 2018).

Dessa forma, este estudo foi desenvolvido a partir da hipotese de que a
exposi¢ao oral a baixas doses de malation por varios dias consecutivos poderia
causar modificagdes na estrutura morfolégica da parede do jejuno, incluindo os

componentes neuronais de sua inervacgao intrinseca, como parte do processo de
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adaptacdo de individuos a agressdo cumulativa causada por pequenas

quantidades deste pesticida.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de duas diferentes doses de malation, consideradas baixas
de acordo com a DL 50 oral para ratos (2100mg/kg/dia), decorrente da exposi¢cao

continua por 40 dias consecutivos no jejuno de ratos Wistar.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar as caracteristicas macroscépicas e microscépicas da parede do
jejuno de ratos jovens expostos continuamente a doses de malation
consideradas baixas;

- Verificar se a exposicdo a baixas doses de malation causa alteragcdes na
populacao geral e nas subpopulacdes fortemente e fracamaente marcadas
para calretinina e colinérgicas e nitrérgicas de neurdnios dos plexos
submucoso e mioentérico, respectivamente;

- Averiguar se ocorre alteragdes estruturais na parede do jejuno de ratos
jovens expostos a baixas doses de malation, e se havendo alteragoes,
ocorre o comprometimento do aproveitamento de nutrientes para o

desenvolvimento de massa corporal.
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ABSTRACT

Malathion (MAL) is among the organophosphorus (OP) most used worldwide as
pesticide. This OP has rapid metabolism in the environment, but the impact of long-
term and low-dose MAL exposure on the intestinal structure is not fully understood.
Thus, this study aimed to evaluate the jejunal structure of rats exposed to two
different low doses of MAL for long-term period. Young male Wistar rats were
assingned into groups that received 0.9% saline solution (control) or were treated
with 10mg/kg (M10) and 50mg/kg (M50) of MAL via gavage for 40 consecutive
days. After euthanasia, the jejunum was collected for microscopy analysis, i.e.,
histopathology of the intestinal wall and organization of the enteric nervous system.
Both doses did not change the body mass gain and the area of the jejunum. The
lowest dose (10 mg/Kg) caused atrophy general atrophy in the jejunal histology
layers and also depletion of intraepithelial linfocytes and goblet cells producing
neutral and acid mucins. General and weakly submucosal neurons labeled for
calretinin were hypertrophyied and the general and cholinergic myenteric ones were
atrophied. The highest dose (50 mg/Kg) presented similar histopathological
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changes in the jejunal wall, while the enteric neurons were atrophied in the
submucosal plexus and hypertrophied in the myenteric plexus. We conclude that
long-term and low-doses of MAL causes morphological changes on the jejunal wall
but no changing the development of the rats.

Palavras-chave: organophosphorus, toxicity, small intestine.

1. Introduction

Malathion is an organophosphorus (OP) widely used in the world due to its
high efficacy as a pesticide and low toxicity to mammals (BURATTI et al., 2005;
UMETSU et al., 2009). In addition to its applicability in agriculture, malathion was
also used for several years to control Aedes aegypti, which is the vector of the
dengue, chikungunya and Zika viruses, which are still a public health problem in
several tropical countries nowadays (OPAS, 2019).

When sprayed into the environment or applied to vegetables, malathion can
be absorbed by animals and humans through the dermal, respiratory or digestive
routes. After absortion, enterocytes and hepatocytes biotransformed malathion into
malaoxon, which is the primary metabolic responsible for its toxicity (BURATTI et
al., 2005).

Acute, subchronic or chronic intoxication can occur depending on the
concentration, time and route of exposure to malathion (VINHAL; SOARES, 2018).
In acute intoxication, occurs the inhibition of the acetylcholinesterase enzyme,
triggering typical symptoms of the cholinergic syndrome, such as increased
sweating, salivation, bronchoconstriction, miosis, increased intestinal moaotility,
diarrhea, tremors, muscle spasms. In addition, malathion can depress the central
nervous systema leading to dizziness, inhibition of the central respiratory center and
even coma (COSTA, 2018). Subchronic and chronic intoxications result from the
action of malathion metabolites on non-cholinergic targets, such as production of
reactive oxygen species in the liver, brain, kidney and testis (ABDOLLAHI et al.,
2004) and biochemical and physiological changes in lymphocytes (POSSAMAI et
al., 2007).

Long-term and low-dose malathion exposure has been a concern of some

research groups, as this OP has been used in agriculture since the mid-1940s



57

(COSTA, 2006; COSTA, 2018) and, for the control of disease-carrying vector
insects in urban centers for nearly 20 years (FARENHORST; ANDRONAK;
McQUEEN, 2015).

There are some reports highlighting damages caused by long-term and low-
dose OP exposure. For example, young male rats showed alterations in the viability
and quantity of sperm (ERTHAL et al., 2020). Regarding the body development,
there is studies showing reduction (VISMAYA, 2014b) or increase (YAMAGUCHI et
al., 2017) of the body mass of young rats. Long-term and mid-doses of malathion
exposure cause thickening of the bronchiolar connective tissue, epithelial
desquamation in the bronchi, presence of red blood cells in the lumen of the
bronchioles and mononuclear inflammatory infiltrate in the lungs; in addition to
hepatic alterations, such as poorly preserved portal space, thickening of the
connective tissue in the portal region and congested vessels (INOUYE et al., 2014).

Considering the impact on the intestine, low-dose of monocrotopho provokes
a delay on the intestinal transit time and increase in the intestine mass, besides the
appearance of inflammatory infilirates at the base and along the length of the villi,
goblet cell hypertrophy and erosion of the epithelial surface of the villi due to
repeated low dose exposures (VISMAYA, 2014a). Ratos exposed to low-dose (20
mg/Kg) of phoxim for 28 days did not present changes in the body mass or structure
of the intestine, but a mid-dose (180 mg/Kg) caused increase of the body mass and
atrophy Vvilli height (SUN et al., 2018). Trailovi¢ et al. (2017) found increased
stimulation of muscle contractions in the ileum of rats exposed to low-dose of
diazinon.

This background shows that OP are able to damade the body depending on
the dose, exposition time and via of administration. However, the scientific literature
is lack regarding the impact of the malation low-dose exposition on the intestine

and, thus, this study evaluated the toxicity of this OP on the jejunum of Wistar rats.

2. Material e Methods

All procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of
Animals at the State University of Londrina CEUA/UEL (Official Letter No.
137/2016).
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2.1 Animals

Thirty 21-day-old male Wistar rats from the Central Animal Facility of the
State University of Londrina were used. The rats were kept in 41x 34x17 cm
polypropylene cages (n=5 animals). Water and chow (NUVILAB) were provided ad
libitum. The rats underwent a period of acclimatization for 5 days, antiparasitic
treatment and then were exposed to malathion or 0.9% saline (control group), for 40

days, via gavage.

2.2 Experimental groups

The animals were randomly assigned into three experimental groups
(n=10/group): the control group received 0.9% saline solution; the M10 group
received 10mg/kg of malathion and the M50 group received 50 mg/kg of malathion,
by gavage, for 40 consecutive days.

The rats were individually weighed, twice a week, during the experimental
period, in order to correct the amount of malathion necessary to maintain the
predefined doses (10 or 50 mg/kg) and to monitor the body mass variation, to verify

if malation alters the body development of the rats.

2.3 Food consuption and faecal pellet phenotype

During the last week of the experiment, all rats were isolated in individual
cages for 12 hours (night period), returning to collective cages during the day. Food
consuption, number and mass (gross and dried) of the total fecal pellets/rat/night

were evaluated as an indication of the degree of digestibility of the food.

2.4 Samples collecting

On the 41° day of the experiment, when the rats were 65 days old, they were
euthanized by inhaling carbon dioxide. The entire jejunum was collected, washed
with a 0.1M PBS solution pH 7.4 to remove the luminal content. The jejunal length
and width were measured in order to calculate the total area of the organ, which
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was used as a correction factor for density population of submucosal and myenteric
neurons.

The number of Peyer's patches in the jejunum was quantified. Besides, the
major and minor axis of each patch was measured with a caliper in order to
calculate their area, considering they presented an elipses shape.

A 1 cm proximal jejunal fragment/rat was weighed. Another 1 cm-fragment
was immediately frozen in liquid nitrogen and kept at -800C for the quantification of
butylcholinesterase activity. Two more fragments were collected and fixed in 4%
buffered paraformaldehyde for three hours, then washed with PBS and stored in
PBS + sodium azide: the first was destinated to the rotine processing protocol to
obtain histopathological slides and the second was used to make whole-mounts that
were submitted to the immunefluorescence.

Retroperitoneal fat from each rat was weigth to verify whether there was an

increase or decrease in lipid deposition resulting from exposure to malathion.

2.5 Butylcholinesterase activity

Frozen jejunum fragments were thawed, macerated in 500 uL of saline and
centrifuged at 14,500 rpm for 10 minutes. Then, the homogenate was removed and
centrifuged at 14,500 rpm for 5 minutes to obtain the supernatant. The sediment
was discarded.

The supernatant was processed to determine the activity of
Butyrylcholinesterase\mg of proteins using the PCHE method with the aid of the
Flex® reagent cartridge kit (Dimension® clinical chemistry system - Siemens). To
correct the value of butylcholinesterase, the quantification of total proteins from the
remaining homogenate was performed using the Bradford method (ZAIA; ZAIA;
LICHTIG, 1998).

2.6 Histopathological analysis

Four 5 ym semi-serial cross sections from each animal were stained with
hematoxylin and eosin (HE) and seven images per section were captured in a
photomicroscope (Axiophot Zeiss light — Moticam 2500 camera, 5.0 pixel, USB 2.0)



60

totaling 28 images/animal. The 5x objective was used to capture images to measure
the total and mucosal thickness: the height of the villi and the depth of the crypts.
The 20X objective images were used to mesuared the submucosal and muscle
layers thickness. Regarding the muscle layer, the number of smooth muscle cell
nuclei was counted in five images per section/rat using a 63x objective, in order to
verify if there was a reduction in the number of smooth muscle cells. The Image Pro
Plus 4.5 software was used to performe these analysis.

The 40x objective was used to quantify the number of intraepithelial
lymphocytes present in the range of 100 enterocytes per villi/section/rat. In addition,
in th 63x objective, we counted all cells in mitotic division (without differentiating the
mitotic phases) present in the 10 crypts/section/rat.

Alcian Blue (AB) pH 1.0, AB pH 2.5 and periodic acid-Schiff (PAS) stains
were performed in order to quantify goblet cells producing sulfomucins, sialomucins
and neutral mucins, respectively. Quantification was performed directly under an
optical light microscope, using a 40x objective, considering a sequence of 100

consecutive epithelial cells per animal, from the top of the villi to the deepest part of

a crypt.

2.7 Enteric nervous system

Whole-mount preparations containing only the submucosal (submucosal
plexus) or the muscular (myenteric plexus) went submitted to antigen recovery
using a solution containing sodium citrate under microwave heating for 2 minutes,
power of 90 (ODA et al., 2017). At room temperature, they were washed three times
for 5 minutes, then, antigen blocking was performed with a solution containing 0.1 M
PBS, 3% BSA and 0.5% Triton X-100 for 1 hour.

Whole-mounted preparations containing the submucosal plexus were
incubated for 48h with primary antibodies aiming to label the total neuronal
population (anti-HuC/D mouse; 1:500; Invitrogen, A21271) and neuronal
subpopulations weakly and strongly immunoreactive for calretinin (anti-goat Cal:
1:1000; Merck Millipori, AB1550). Secondary antibodies (488 donkey anti-mouse e
588 donkey anti-goat) were applied for 2 hours protected from the light.

Whole-mounted preparations containing the myenteric plexus were incubated

for 48 hours with primary antibodies to label the total neuronal population (anti-
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HuC/D mouse; 1:500; Invitrogen, A21271), cholinergic neuronal subpopulation (anti-
goat ChAT; 1:100; Merck Millipori, AB144P) and nitrergic (anti-nNOS rabbit; 1:1000;
Santa Cruz, SC8309). Secondary antibodies (488 donkey anti-mouse, 568 donkey
anti-goat ou 594 donkey anti-rabbit) were applied for 2 hours protected from the
light.

Images were captured using a fluorescence photomicroscope (Zeis Axio
Imager A1 — AxioCam MRc 5). To analyse the submucosal plexus, 14 images/rat
were used to quantifly the total number of the neurons (total population and
subpopulations) and to measure the cell body area of 100 neurons using the Image
Pro Plus 4.5 software. The number of neurons found in the 14 images was
projected to 1 cm? To analyse the myenteric plexus, we perform the same

procedure but using 32 images.

2.8 Statistical analysis

The data obtained were analyzed using Prism 6 software (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). The type of distribution was analyzed using
the Shapiro-Wilk test and results from data presenting normal distribution were
expressed as mean + SEM, whereas results were expressed as a median (25th-
75) for left data. Data from M10 and M50 rats were separately compared to the
control group. The stastical t test for unpaired samples was used for data that
presented normal distribution and the Mann Whitney test for data with free

distribution. For all tests, the significance level considered was 5%.

3. Results

3.1 Effects of exposure to low doses of malathion

Rats exposed to the two doses of malathion (10 and 50 mg/Kg) did not
show behavioral changes typical of intoxication with OP, such as stress,
restlessness, diarrhea, excessive tearing or respiratory distress. The
quantification of the butylcholinesterase activity in the jejunal wall demonstrated
that it was not inhibited by the administered doses of malathion (Fig. 1A).



The food consumption of rats exposed to malathion was approximately 2%
higher in the M10 group (P>0.05) and 6% higher in the M50 group (P<0.05) when
compared to the control group. This implied a greater gain in body mass in rats
from M10 and M50 compared to the control (P<0.05), but there was no greater
accumulation of retroperitoneal fat. The gross and dried mass of the faecal
pellets increased proportionally to the feed intake (P<0.05), so there was no
significant difference in the degree of digestibility of the feed. These results are
shown in the Table 1.

Jejunal dimensions remained unchanged after long-term and low-dose
exposure to malathion (Fig. 1B-D), but jejunum mass was greater in the M10
group when compared to the control (Fig. 1E; P<0.05). The number of Peyer's
patches was not altered by malathion (Fig. 1F), but its area was greater in the
jejunum of rats from the M50 group when compared to the control group (Fig. 1G;
P<0.05).

3.2 Morphometric analysis of the jejunal wall

The morphometric analysis of the microscopic aspects of the jejunal wall
of rats exposed to a dose of 10mg/kg of malathion showed atrophy of the
mucosal layer (Fig. 2A; P<0.05), enterocyte height (Fig. 2B; P< 0.05), villi (Fig.
2D; P<0.05), crypt depth (Fig. 2E; P<0.05), mucosal muscle (Fig. 2F; P<0.05),
submucosal layer (Fig. 2G ; P<0.05), circular (Fig. 2H; P<0.05) and longitudinal
(Fig. 21; P<0.05) and total (Fig. 2J; P<0.05) muscle layer and, consequently, of
the total jejunal wall thickness (Fig. 2K; P<0.05) when compared to the same
parameters in the control group. The 50mg/kg dose caused atrophy in the
mucosal layer (Fig. 2A; P<0.05), enterocyte height (Figs. 2B and C; P<0.05), villi
height (Fig. 2D; P<0.05), mucosal muscle (Fig. 2F; P<0.05) and submucosal
layer (Fig. 2G; P<0.05). These results are illustrated in the Fig. 3.

The analysis of the number of nuclei in the muscle layer showed a
significant increase in the longitudinal muscle only in the group M10 when
compared to the control (P<0.05). Regarding the quantification of cells in the
jenual lining, there was a reduction in the number of intraepithelial lymphocytes
(P<0.05), goblet cells PAS™ (P<0.05) and AB 1.0" (P<0.05) in both groups

exposed to malathion. Goblet cells AB 2.5" (P<0.05) were in less quantity only in
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the M10 group when compared to the control. In both malathion groups, an
increase in the number of cells dividing mitotically in the crypts was visible
(P<0.05). These results are found in the Table 2.

3.3. Morphometric alterations of the submucosal and myenteric plexi

Although the long-term and low-dose of malathion exposure has caused
atrophy of components of the jejunal wall, no loss of enteric neurons was
observed (Figs. 4-7).

Regarding submucosal neurons, it was observed that the number of the
HuC/D+ general population (Fig. 4A) and of the subpopulation weakly labeled for
calretinin (Fig. 4C) was decreased in the M10 group when compared to the
control group (P<0.05). The strongly calretinin-labeled submucosal neurons (Fig.
4B) showed no changes in number. The M10 rats presented neuronal
hypertrophy in cell bodies of the general population and strongly and weakly
subpopulations labelled for caretinin (Figs, 4D-5; P<0.05). While the 50 mg/kg
dose caused atrophy of cell bodies in the general population and subpopulation
weakly labeled for calretinin (Figs. 4D-F; P<0.05, illustrated in Fig. 5).

The number of myenteric neurons was unchanged (Figs. 6A-C). In rats
exposed to a dose of 10mg\kg, atrophy of the cell bodies of the general
population (Fig. 6D; P<0.05) and of the cholinergic subpopulation (Fig. 6E;
P<0.05) was observed, with hypertrophy of the nitrergic subpopulation (Fig. 6F;
P<0.05). Besides, the 50mg\kg dose caused hypertrophy of the cholinergic and
nitrergic subpopulations (Figs. 6E-F; P<0.05, illustrated in Fig. 7A and B).

4. Discussion

To control the population of the Aedes aegypti in the urban environment,
WHO recommends the use of some organophosphorus (OP), as malathion being
one of the most used for years in endemic cities (WHO, 2002). Furthermore, this
OP is widely used to control pests in crops, exposing workers to the risk of
accidents and frequent exposure to the primary metabolite, formed after
dispersion in the environment (BASTOS et al., 2020). This substance is even
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more toxic and can cause adverse effects when exposure occurs for a long term
(EPA, 2006).

The literature describes many of the adverse effects in different organs
and systems of the human body, but there are few studies evaluating the
consequences of long-term and low-dose exposure of malathion for mammals
(DE SILVA; SAMARAWICKREMA; WICKREMASINGHE, 2006) and none of
these studies specifically evaluated changes in the structure of the small
intestine.

In this study, we present scientific evidence that low doses of malathion
(10 and 50 mg/kg) administered orally to rats for 40 days cause slight structural
damage to the jejunum wall, which apparently did not impact the growth and
development of these animals.

OP intoxication presents a characteristic clinical panel of cholinergic
hyperstimulation and can usually be laboratory confirmed by measuring
cholinesterases in the blood (CAMARA et al., 2012). On the other hand, Terry Jr.
(2012) draws attention to the fact that long-term exposure to OP has been related
to changes in function in non-cholinergic targets, including a variety of receptors
and enzymes. If long-term exposure to OF occurs affecting non-cholinergic
targets, the quantification of cholinesterases tends to remain unchanged in the
incident tissues, including the small intestine (SALVI et al.,, 2003). The
butyrylcholinesterase activity evaluated in the jejunum of rats of this study
supports this indication, as there was no significant difference between the
exposed groups in relation to the control group. The consequences of the
exposure of the rats evaluated in this study were evident when the histological
structure of the jejunal wall was verified, as will be discussed later.

Interestingly, the feed consumption of rats exposed to malathion increased
by 2% at the 10 mg/kg dose and by 6% at the 50 mg/kg dose. Rats exposed to
OP do not always show changes in feed intake (HAZARIKA, 2012; BONEBERG
et al., 2017), which suggests that different parameters of the experimental design
should be considered when aiming to assess food intake, such as: type of
molecule, dose, route of administration and exposure time of the OP; as well as
the strain, sex and age of the rats. It is worth mentioning here that intoxication
with OP can cause nausea and vomiting (JOKANOVI, 2009), which indicates

activation of the postrema area in the CNS and consequent inhibition of neuronal
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circuits that generate the sensation of hunger (GELONEZE NETO; PAREJA,
2006). Therefore, the increase in feed intake observed in this study indicates low
toxicity of the malathion doses evaluated here.

Our results also demonstrate that this increase in feed intake translated
into an increase in body mass, as the degree of feed digestibility was not altered
by exposure to malathion. For this understanding, the proportion of dried mass
present in the faecal pellets in relation to the amount of ingested feed was
considered. This result indicates that the jejunum, the main region of the
digestive tube that performs digestion and absorption of nutrients (HRYN et al.,
2019), did not presented its function significantly altered, despite the alterations
in the histological structure. Considering that the experimental design to assess
the consequences of exposing rats to OP varies greatly, in the literature there are
descriptions of an increase (YAMAGUCHI| et al.,, 2017) and a reduction
(VISMAYA, 2014b) in body mass, which can also be a result variations in the
form of metabolization, direct or indirect, and the type of metabolite produced
from OP (COLEONE, 2014).

Despite the greater gain in body mass, rats exposed to malathion did not
have their metabolism changed in terms of lipid accumulation, unlike what was
observed in female rats exposed to different doses of acephate, which showed
an increase in 29% of fat mass (YAMAGUCHI et al., 2017), and in male rats
exposed to intermediate doses of poxim, which also showed increased body
mass (SUN et al., 2018). Therefore, once again, different OP can interfere in the
metabolism of rats in a heterogeneous way.

The increase in body mass of rats exposed to malathion was not
accompanied by changes in the dimensions of the jejunum, which indicates that
M10 and M50 group did not need to expand the jejunum structure to promote
digestion and absorption of the greater amount of feed than was being ingested.
In this particular case, the expansion of tissues directly exposed to malathion
would be counter-intuitive, since atrophy of tissues and organs that are in direct
contact with OP is expected, as confirmed in histological analyses. Although the
atrophy was only observed at the microscopic level, the mass of the jejunum in
relation to its length was increased in the M10 group. If tissue structure was
reduced in this group, it is suggested that the observed mass increase is related

to fluid accumulation indicating edema. Studies evaluating the effect of low-dose
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exposure of monocrotophos in rats also caused an increase in jejunal mass
(VISMAYA, 2014a; 2014b). In the lungs of rats exposed to malathion, thickening
of the bronchiolar connective tissue was also observed, which may be indicative
of edema (INOUYE et al., 2014).

Still on the macroscopic structure of the jejunum, an increase in the area
of Peyer's patches was observed in the jejunum of M50 rats, which could be
considered an indication of increased lymphoid tissue activity in the intestinal
mucosa. However, it is important to highlight here that the number of
intraepithelial lymphocytes was reduced in both groups exposed to malathion
when compared to the control group. Malathion is known to promote biochemical
and physiological changes in lymphocytes (POSSAMAI et al., 2007), which may
have favored intraepithelial lymphocytes hypoplasia in groups exposed to OP.
Furthermore, during the histopathological analysis, the presence of inflammatory
infiltrates was not observed. Therefore, the increase in the area of Peyer's
patches may have resulted from a reorganization of lymphoid tissue in the jejunal
wall, possibly due to changes in the intestinal microbiota.

In this sense, it is important to consider that the intestinal microbiota acts
as a defensive barrier in the animal, preventing the fixation of pathogens or the
action of toxic substances on the organ wall (CHIQUIERI et al., 2007). It is
estimated that 90% of OP administered orally are absorbed in the small intestine,
which can directly affect the intestinal microbiota (COOK; SHENQY, 2003; SUN
et al., 2018). A study using mice exposed to malathion showed that the
population of commensal bacteria likely to assume a pathogenic character has
completely disappeared (GAO et al., 2018). Xia et al. (2013) also observed a
decrease in the proportion of proteobacteria and an increase in the proportion of
Firmicutes and Lactobacillales in the small intestine of rats exposed to low doses
of OP, which confirms that these substances can alter the intestinal microbiota
and favor an increased immune response.

The histomorphometric analysis of the jejunal wall revealed that rats
exposed to malathion at doses of 10 and 50mg/kg had an atrophied structure
when compared to the control group. This is the main parameter of the present
study, which demonstrates that even low doses of malathion (10 and 50 mg/kg),
which are within the limit recommended by the WHO (MS, 2001), are capable of

causing toxicity in rats and thus, it is suggested that in other mammals as well.
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Tissue atrophy in the small intestine may result either from loss of cytoplasmic
mass/extracellular matrix or from loss of cell numbers (BOUHET et al., 2004;
BRACARENSE et al., 2012) and these phenomena are commonly related to a
progressive accumulation of free radicals (PACHER; BECKMAN; LIAUDET,
2007; BROWN, 2010). In fact, several studies report that malathion is capable of
triggering oxidative stress and, consequently, causing damage to different cell
types (KARAMI-MOHAJERI et al., 2014; ABDEL-SALAM et al., 2016).

In rats exposed to a dose of 10mg/kg, atrophy was observed in all
parameters evaluated. In the group exposed to a dose of 50mg/kg, a smaller
amount of atrophied structures was observed. Intestinal crypts were atrophied in
the M10 group, with no atrophy in the M50 group when compared to the control
group. This part of the mucosa is responsible for the turnover of the intestinal
epithelium (HRUN et al., 2019), and it is therefore possible to infer that the dose
of 50mg/kg of malathion caused greater replacement of epithelial cells that were
in direct contact with the OP, without lead to atrophy of the crypts. This can be
confirmed by the significant increase in the number of mitotically dividing cells in
the intestinal crypts of this group. This idea is further corroborated by the fact that
M50 enterocytes are impacted. Thus, it is suggested that this greater turnover of
the intestinal epithelium, in some way, may have contributed to minimizing the
absorption and centrifugal diffusion of malathion in the jejunal wall of rats from
the M50 group. In the group exposed to a dose of 10mg/kg, the mitotic division
rate was also increased in the crypts, but the impact caused by exposure to
malathion to enterocytes was smaller, since the cells were not altered. Atrophy of
the intestinal crypts may have occurred due to continuous exposure to low dose.

In addition to the direct effect of malathion, it is also important to consider
that this atrophy is due to dysbiosis caused by the presence of OP (CHIQUIERI
et al., 2007), which favors an environment for the fixation of pathogenic
microorganisms. Several studies in the literature show a reduction in structures
that have direct contact with the intestinal lumen when exposed to toxic agents
(McLAUGHLIN et al., 2004; PINTON; NOUGAYREDE; DEL RIO, 2009; SUN et
al., 2018). Conversely, there are also studies that observed an increase in the
height of the villi in the jejunum of rats that received intraperitoneal injections of
low doses of monocrotophos (VISMAYA, 2014b) and still others that did not
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observe any histomorphological changes, as in the case of male rats exposed to
30 and 90 days at low doses of glyphosate (LARSEN et al., 2012).

Considering the contact between the intestinal wall and the lumen
environment, it is important to emphasize that dynamic and balanced interactions
between the mucus layer on the epithelium, enterocytes, microbiota and the
animal's immune system are essential for the maintenance of mucosal
homeostasis intestinal (LIEVIN-LE; SERVIN, 2006; DHARMANI et al., 2009; KIM,;
HO, 2010). The mucus layer that covers the epithelium, resulting from mucins
secreted by goblet cells, favors the elimination of intestinal contents and provides
the first line of defense against chemical and physical aggressions caused by
ingested food, toxic or pathogenic substances, present in the intestinal lumen
(HOLLINGSWORTH; SWANSON, 2004; KIM; HO, 2010). The number and
activity of goblet cells is regulated by several types of mediators, many of them
secreted by cells of the immune system (CARVALHO; COLLARES-BUZATO,
2005).

In the present study, depletion of almost all types of goblet cells was
observed in both groups exposed to malathion, which suggests that the mucus
layer on the surface of the intestinal epithelium of these rats was thinner
compared to the control group. Thus, the jejunal enterocytes of M10 and M50
rats, and consequently the underlying tissue layers, were more exposed to the
toxic environment of the lumen. Even so, as already mentioned, tissue
constituents that indicated greater reactivity of the immune system in rats
exposed to malathion were not observed. The depletion of goblet cells and
decreased mucin secretion may indicate an adaptive response to OP residues in
the intestinal lumen. Contrary to our results, Vismaya (2014a) observed goblet
cell hypertrophy in the jejunal villi of rats exposed to low doses of
monocrotophos. It is noteworthy here that different results between the studies
that evaluated structural changes in the small intestine in relation to OP may be
related to the form of administration and type of metabolization (direct or indirect)
of OP.

OP are lipophilic molecules that can reach significant concentrations in
tissues containing a large amount of lipids (ANDERSEN; NIELSEN;
GRANDJEAN, 2000), as in the case of nervous tissue. Therefore, this study also

evaluated neurons of the enteric nervous system. In this sense, it was observed
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that the toxicity observed in microscopic structures of the jejunal wall was not
enough to cause loss of neuronal cells in the myenteric plexus, while loss of
submucosal neurons was observed for the general population and the
subpopulation weakly labeled for calretinin.

It important to consider that neurons are cells that are not easily replaced
and that are often capable of showing adaptation mechanisms for their survival,
among which their high plasticity stands out (FURNESS, 2006). In fact,
hypertrophy and atrophy of neuronal cell bodies were observed in both jejunal
plexuses of rats exposed to malathion. In addition to the physiological aspect
(plasticity), it is suggested that these cell body size changes may have resulted
from pathological structural changes caused by malathion.

There are several studies that describe that long-term and low-dose
exposures to OP can lead to deficits in axonal transport (HIROKAWA,
TAKEMURA, 2004; DUNCAN; GOLDSTEIN, 2006; TERRY JR., 2012). This
transport is responsible for the movement of lipids, mitochondria, synaptic
vesicles, enzymes, receptor proteins, growth factors and other macromolecules
between the cell body and the axon (DUNCAN; GOLDSTEIN, 2006). Changing
this flow can imply the metabolic activity of the neuronal cell body, leading to
atrophy or hypertrophy, due to a possible decrease or accumulation of enzymes,
lipids, mitochondria or macromolecules (TERRY JR., 2012; DOS SANTOS et al.,
2016).

The submucosal and myenteric plexi are formed by functional
subpopulations that are identified by chemical codes, which are formed by a set
of molecules that form a signature for each functional group (FURNESS, 2006).
In this study, the main subpopulations of these two plexi were evaluated, and all
showed some degree of cell body size impairment.

Submucosal neurons strongly labeled for calretinin were hypertrophied in
animals from M10 and did not show morphometric alterations in the M50 group
when compared to the control group. Neurons weakly labeled for calretinin were
atrophied in both the M10 and M50 groups when compared to the control group.
These neurons are responsible for the dilation of blood vessels in the mucosa
and for the secretion of chloride and, therefore, regulate the flow of fluid between
the mucosa and the intestinal lumen (OLSOON; HOLMGREN, 2001).
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Considering the myenteric plexus, nitrergic neurons were hypertrophied in
both groups exposed to malathion, while cholinergic ones were atrophied in M10
and hypertrophied in M50. Nitregic neurons are inhibitory motors and cholinergics
are excitatory motors and, therefore, are directly related to peristaltic movements
and intestinal transit time (OLSOON; HOLMGREN, 2001). The repercussion of
these cell body size changes for the function of each cell type requires specific
analyses, which were not performed because the general condition of rats
exposed to malathion was good, and they even demonstrated development and
body mass gain, which indicated that the body was getting an adequate amount
of nutrient through the process of digestion and absorption carried out by the
jejunum. Furthermore, these animals did not have diarrhea or constipation and
the increase in the mass of the fecal pellets was proportional to the higher feed
intake, which indicates that the intestine was being adequately regulated.

Thus, it is concluded exposure of 10 and 50 mg/kg of malathion presents
low toxicity to the jejunum of rats, causing atrophy of the microscopic structures
of the jejunal wall, but without compromising the homeostasis of the organism,
since rats exposed to malathion showed body development similar to rats in the
control group. This confirms the hypothesis that long-term and low-dose

exposure of malathion is able to change the structure of the jejunal wall.
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Tahle 1. Evaluation of food and related parameters. Feed consumption/day (g). Faecal weight /
pellet number (g). Dried faecal weight / pellet number (g). Degree of digestibility (%), Delta
weight (g). Retroperitonesl fat (g). Data with normal distribution were presented as mean %
S.E.M. Data with non-normal distribution were presented as median (25-75% percentiles).
*Significant difference, p ©0.05, of treatments inrelationtothe control group

Parameter Control K10 M50

Feed consumption/day |z}

17.50 17.75 18.50
[14.50; 19.00) [16.00; 19.13) [16.38 ;19.50) *
Faecalweight/ pelletnumber [g) 6.247 6.967 7.379
[5.332 ;7.576) (5.613 ;8.520) * (6.150;9.1949) *
Dried faecal weight / pellet number|g) 3.387£0.79 3.822+0.82"* 4.119+0.79"
Degree of digestibility [3) 18.50 20.00 23.00
[15.75; 27.25) (18.00; 23.00) (19.75; 24.25)
Delta weight [g) 168.2 +3554 193.1+2925* 196.7+22 46"
Retroperitoneal fat|g) 1.075+0.51 1.722+0.85 1.583+0.53
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Figure 2. Morphometric analysis. (A) Mucosa of
the jejunum (um). (B) Enteracytes height (pm).
(C) Enterocyte height core (um). [D) Villus
height (um). (E} Crypts depth (wm). (F] Mucosa
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(pm). (1) Muscle (pm). (K) Total wall (pm). Data
presented as median (percentiles 25 -75);

Unparied t test — Mann Whitney test, n= 6 per group. *Significant difference, p <0.05, of

treatments inrelationtothe control group.
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Table 2. Quantification of cells in the jejunum wall. Intraepithelial lymphocytes (nb) in the
mucosa. PAST Globet cells (nh), A8 1.0° Globet cells (nh), AB 2.5 Glohet cells (nb)and numhber
of mitosis fisures per crypt. Longitudinal muscle: core (nb/mm?) and Circular muscle: care
inbfmm?) in the muscle. Data with normal distribution were presented as mean £5.E.M. Data
with non-normal distribution were presented as median (25-75% percentiles). *Significant
difference, p <0.05, of treatments in relation to the control group.

Parameter

Intraepithelial lymphocytes [nb)

Control

26.00
[22.00;31.00}*

W10

18.00
[15.25:21.50)*

i)

18.50
[15.00;2175)*

Pas+Globet cells [nb) 13.00 10.50 10.00
{11;00 ; 14.00) (9,25;12.000 * (9.00;11.004*
AB 1.0+ Globet cells(nb} 14.00 12.00 11.00
[12.25; 15.00) (11.00;13.000* [9.25;11.75*
AR 2.5+ Globet cells[nb} 14.00 10.00 11.00
(3.00; 15.00) (3.00;11.75)* (9.25; 12.00)
Number of mitosis figures [crypt) 3.0 4.0 5.0
(2.0;4.0) (3.0;5.00* (#.0;6.00*
Longitudinal muscle: core [nb/mm?) 264070329 Go34+1161* 42825034
Circularmuscle: core (nb'mm? 1406512617 19291 £ 6140 1239511333
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Figure 4. Submucous plexus. (A) General neurons (nb/cm?). (B) Neurons strongly
immunoreactive to calretinin (nb/cm?). (C) Neurons weakly immunoreactive to calretinin
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|

Figure 5. Immunofluorescence photomicrographs of the submucosal plexus. General neurons —
HuC/D. White arrow - Neurons strongly immunoreactive to calretinin and asterisk - Neurons
weakly immunoreactive to calretinin. Increase of 200x.
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Figure 7. Immunofluorescence photomicrographs of the myoenteric plexus. A. General neurons
— HuC/D. Asterisk- Immunoreactive neurons for ChAT (Cholinergics). Increase of 200x.

Figure 7B. B. General neurons — HuC/D. White arrow - Immunoreactive neurons for nNOS
(Nitrergics). Increase of 200x.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando a hipétese que a exposicao oral a baixas doses de malation
por varios dias consecutivos causa modificagdes na estrutura morfolégica da
parede do jejuno, incluindo os componentes neuronais de sua inervagao intrinseca,
como parte do processo de adaptagcdo de individuos a agressdo cumulativa
causada por pequenas quantidades deste pesticida, conclui-se que essa
exposigao:

1. N&o reduziu a atividade da enzima buticolinesterase na parede jejunal de
ratos expostos de ambos os grupos.

2. Nao causou alteragbes macroscopicas na parede jejunal de ratos expostos
de ambos os grupos.

3. Aumentou a massa bruta e seca dos peletes fecais de ratos expostos a
ambas as doses.

4. Causou atrofia nas camadas, mucosa, tela submucosa e camada muscular
da parede do jejuno de ratos expostos a dose de 10mg/kg, com deplecdo de
células caliciformes PAS®, AB1.0" e AB2.5" e linfécitos intraepiteliais, além de
aumento no numero de figura de mitoses nas criptas. Atrofia também foi a
alteracdo observada na camada mucosa e na tela submucosa da parede de ratos
expostos a dose de 50mg/kg, com deplegéo de células caliciformes PAS®, AB1.0"
e linfocitos intraepiteliais, além de aumento no numero de figura de mitoses nas
criptas.

5. Causou reducao do numero de neurbnios da populacéao total e subpopulacao
fracamente marcada para calretinina, além de hipertrofia destas populagdes
juntamente com a subpopulacdo fortemente marcada para calretinina no plexo
submucoso de ratos expostos a dose de 10mg/kg e atrofia na populacédo geral e
subpopulacao fracamente marcada para calretinina em ratos expostos a dose de
50mg/kg.

6. Causou atrofia de neurbnios colinérgicos no plexo mioentérico de ratos
expostos a ambas as doses e hipertrofia de corpos de neurdnios nitrérgicos de

ratos expostos a ambas as doses.
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A dose de 10mg/kg de malation foi a menor dose avaliada mostrando maior
numero de alteracbes na parede do jejuno, aliada a deplegdo de células como
caliciformes e linfocitos intraepitelais e aumento do numero de figuras de mitose
nas criptas, o que pode indicar uma demanda maior na renovagdo das células
epiteliais dos vilos. Também foi observado aumento da massa corpérea dos
animais, sem aumento do consumo de racdo. A populacdo e subpopulagdes
neuronais também foram alteradas levando a atrofia e hipertrofia, dependendo da
subpopulagao, tanto em plexo submucoso, quanto em mioentérico.

Na maior dose avaliada, 50mg/kg as alteragbes na parede do jejuno foram
menos incidentes, mas com semelhanca na deplegao celular observada na menor
dose. Respostas bastante semelhante foram observadas em relagao a populagao e
subpopulagdes de neurdnios do plexo submucoso e mioentérico, 0 que permite
demonstrar que mesmo frente a tais alteracbes, ndo ocorreram danos ao
funcionamento do jejuno, mantendo as fungbes comuns ao o6rgao, digestdo e

absorgao de nutrientes, sem causar alteragdes no crescimento dos animais.
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arimais parencenies 20 Mo Chordaa, subflo Vensbrats (exceto o bomem). para fins de pesquisa
Genlifics {ou ersno), enconva-se de acondo com o6 pracedon da Lai o° 11,794, de § de owtubro de
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