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RESUMO

Possuimos uma microbiota intestinal eficiente, a qual tem varios papéis, como por
exemplo a absor¢do de nutrientes, trazendo beneficios para o nosso organismo. Ha
anos vem se estudando sobre a importancia da microbiota intestinal, bem como a
relacéo entre seu desequilibrio e o0 surgimento de doencas, tornando o intestino objeto
de estudo por muitos cientistas. Estudos comprovam que substancias toxicas, como
o Bisfenol A (BPA) podem ser prejudiciais para a nossa saude quando liberadas por
materiais plasticos em contato direto com o calor ou resfriamento. O presente trabalho
teve como objetivo analisar a integridade do tecido intestinal médio de larvas de
Drosophila melanogaster quando expostas ao BPA em concentracdes de 0,1, 1 e 10
mM. Para realizar a analise, larvas de 2° estagio foram expostas ao BPA em placas
de petri durante 48 horas, posteriormente analises foram realizadas. A exposi¢cédo ao
BPA provocou danos a integridade intestinal em larvas de Drosophila melanogaster e
mudanc¢a no comportamento locomotor, onde a larva exposta a maior concentracao
percorreu menor numero de quadrantes comparada ao controle, demonstrando efeitos
negativos causados pelo BPA. Devido a acdo desse composto quimico no organismo,
torna-se preocupante a utilizacdo do mesmo na fabricacéo de alguns materiais, pois
a utilizacado do BPA em diferentes concentracdes pode provocar danos nas células do

intestino, podendo ser associado a alteracdo comportamental.

Palavras-Chave: Bisfenol A; Intestino médio; integridade intestinal.



ABSTRACT

We have an efficient intestinal microbiota, which has several roles, such as the
absorption of nutrients, bringing benefits to our body. For years, the importance of the
intestinal microbiota has been studied, as well as the relationship between its
imbalance and the emergence of diseases, making the intestine the object of study by
many scientists. Studies show that toxic substances, such as Bisphenol A (BPA), can
be relevant to our health when released by plastic materials in direct contact with heat
or cooling. The present work aimed to analyze the integrity of the mid-intestinal tissue
of Drosophila melanogaster larvae when exposed to BPA at concentrations of 0.1, 1
and 10 mM. To carry out the analysis, 2nd stage larvae were exposed to BPA in petri
dishes for 48 hours, subsequent analyzes were carried out. Exposure to BPA caused
damage to intestinal integrity in Drosophila melanogaster larvae and changes in
locomotor behavior, where the larva exposed to the highest concentration traveled
fewer quadrants compared to the control, demonstrating negative effects caused by
BPA. Due to the action of this chemical compound in the body, its use in the
manufacture of some materials becomes a concern, as the use of BPA in different
concentrations can cause damage to intestinal cells, which may be associated with
behavioral changes.

Keywords: Bisphenol A; Midgut; Intestinal integrity
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1 INTRODUCAO

O BPA é conhecido como 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano, derivado de fenol
composto por um anel aromatico plano rigido e uma cadeia lateral alifatica ndo linear
flexivel” (Sheng et al., 2019). O BPA é utilizado principalmente como intermediario
na producdo de plasticos policarbonatos e resinas epdxi, que servem para a
utilizacdo em embalagens, tanto de alimentos, quanto de bebidas (Sheng et al.,
2019). Evidéncias sugerem que a exposicao pré-natal ao BPA, mesmo em baixas
concentracdes, pode aumentar o risco de caracteristicas de Transtorno do Espectro
Autista (TEA), o que pode prever habilidades sociais posteriores (Hansen et al.,
2021).

Considera-se importante estudar a conexao entre o intestino e o cérebro pois,
0 eixo intestino-cérebro consiste em uma comunicacao bidirecional entre o sistema
nervoso central e o sistema nervoso entérico, ligando tanto o centro emocional,
guanto o cognitivo do cérebro as funcdes intestinais periféricas, (Carabotti et al.,
2015). “O sistema nervoso entérico € conectado ao sistema nervoso central,
compondo juntos o0 eixo intestino-cérebro”. Essa ligagdo €& mediada por
moduladores, influenciada por fatores tanto internos quanto externos, e € percebida
no momento que doencas que atingem o trato gastrointestinal podem estar
associadas a sintomas psico-comportamentais e extraintestinais (Ristov et al.,
2017). O intestino da Drosophila € um 6rgdo complexo que consiste em varios tipos
de células de origem heterogénea no desenvolvimento (Aliaga, 2018, p. 358). Sendo
alvo de muitos estudos recentes, destaca-se a importancia de sua utilidade para
diversas pesquisas.

Estudos comparativos entre o intestino humano e o intestino da Drosophila
melanogaster mostram que ambos possuem algumas semelhancas, abrindo portas
para novos estudos. A estrutura do epitélio intestinal da mosca é considerada
simples e é cercado por musculos viscerais, nervos e traqueia (Capo, et al. 2019).
O intestino médio da Drosophila melanogaster vem sendo objeto de estudo para
varios pesquisadores, demonstrando que algumas substancias podem ser danosas
para o 6rgao especifico. Tanto fatores genéticos, quanto ambientais podem afetar a
funcao epitelial do intestino, alterando a estabilidade e a homeostase, podendo levar
a patologias graves (Capo, et al. 2019). Foi proposto em um estudo em Drosophila

melanogaster que a exposi¢cado ao BPA pode causar estresse oxidativo no intestino
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meédio devido ao desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a capacidade de defesa antioxidante celular (Chen et al., 2022). Outro
estudo nos traz que, além de afetar a reproducéo, quando exposto ao BPA, o mesmo
€ capaz de alterar enzimas do sistema antioxidante, isso torna as células mais
vulneraveis ao estresse oxidativo (Silveira, 2016).

Estudar larvas torna-se fundamental para compreender os efeitos causados
por substancias toxicas durante o periodo larval onde ocorre o desenvolvimento
inicial dos tecidos. Ao longo dos trés instares larvais, a biomassa é rapidamente
acumulada, mobilizando recursos alimentares tanto para a producédo de ATP como
para a sintese de biomoléculas (nomeadamente proteinas e lipidios de
armazenamento, posteriormente chega ao periodo pupal (Jacobs, 2020). O intestino
da Drosophila melanogaster no periodo larval e adulta possuem algumas diferencas,
e isso pode ocorrer em vista da diferenca de seus habitos alimentares, para
sustentar seu crescimento, as larvas sdo capazes de ingerir alimentos sélidos,
enquanto as moscas adultas se alimentam com menos frequéncia, ingerindo
liguidos através da sua probdscide (Lemaitre, 2013).

Vérios estudos demonstram impactos negativos relacionados a exposicéo ao
BPA, como por exemplo o possivel envolvimento do BPA no desenvolvimento de
doenca neurodegenerativas e neurodesenvolvimentais em Drosophila melanogaster
em exposi¢des de formas especificas, durante o periodo de vida (Musachio et al.,
2020; Musachio et al., 2021, Kaur et al., 2015). O presente trabalho utiliza a espécie
Drosophila melanogaster no periodo larval como objeto de estudo, tendo como
objetivo geral avaliar se houve alteracdo na integridade intestinal da larva quando

exposta ao BPA associando a alteragdo comportamental.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PRODUTOS QUIMICOS E OBJETO DE ESTUDO

2,2- Bis (4- hidroxifenil) propano (BPA), dimetilsulféxido (DMSO) e Corante Trypan
Blue possuem > 99% de pureza e serdo adquiridos da Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA. Os demais reagentes serdo utilizados da grade analitica da UNIPAMPA, campus
Itaqui. Neste estudo, serdo utilizadas larvas de Drosophila melanogaster da cepa
Harwich, tipo selvagem, obtidas no LAFTAMBIO (Unipampa / Itaqui). As larvas foram
mantidas em ambiente com temperatura controlada de 25 °C =+ 1 °C, 60-70% de
umidade, ciclo circadiano de 12/12 horas claro/escuro e alimentadas ad libitum, com
dieta padrdo, composta por: farinha de milho (76,59%), acucar (7,23%), gérmen de
trigo (8,51%), sal (0,43%), leite em po (7,23%) e antifungico Metilparabeno (0,08%).

2.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O BPA foi dissolvido em DMSO e misturado com alimento padrdo (10 mm de BPA
para 10ml de dieta em cada grupo) (KAUR et al., 2015). Das moscas em estoque, em
meio de cultura padréo, foram retiradas larvas em 2° estagio. Assim, 50 larvas foram
alocadas por grupos, em placas de petri contendo os seguintes tratamentos: Controle
(dieta padrdo mais DMSO), e dietas contendo BPA na concentracao final de 0,1, 1 e
10 mM. As larvas permaneceram em exposicédo ao BPA durante 48 horas. Posterior a
esse tempo, as larvas foram retiradas do meio de tratamento para a realizacdo das

seguintes analises:

2.3 AVALIAC}AO DE MORTALIDADE

A mortalidade induzida pelo BPA em larvas foi avaliada. Apds 48 horas o numero
de larvas mortas foi contabilizado. Cada grupo continha 50 larvas inicialmente do
segundo estagio e de ambos o0s sexos. A exposi¢cao durou 48 horas e ndo houve troca
de alimentac&o durante esse periodo para evitar risco maior de morte causado pela
manipulacdo. O namero total de larvas (250 por grupo) representa 5 experimentos

independentes.

2.4 TESTES COMPORTAMENTAL
2.4.1 TESTE DE RASTEJAMENTO
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O rastejamento larval foi avaliado de acordo com o protocolo de Neckameyer e Bhatt
(2016). O comportamento de locomocao larval € caracterizado por contracdo e
relaxamento peristaltico, que se inicia na cabeca e se estende até a cauda, por onde
ocorre o rastejamento larval. Para a realiza¢ao do teste, 15 larvas de cada grupo foram
adicionadas a arena (placa de Petri) e foi colocada sobre uma folha de papel
milimetrado, e no interior da placa havia uma fina pelicula de agar, que permitia a
visualizacdo dos quadrantes do papel (1 mm cada). Foi contabilizado o numero de
milimetros que a larva percorreu durante 1 min. O namero de (5 larvas por grupo)

representa 3 experimentos independentes.

2.5 TESTE DE EXCLUSAO POR COLORAC;AO TRYPAN BLUE

Esse teste identifica dano nas células intestinais, onde, quanto mais escura for a
pigmentacdo do intestino, maior dano celular. de acordo com (Papus e Ekka, 2017;
Zhang et al., 2021, Zhang et al., 2020; Rieder et al., 2023) com algumas alteracées.
Entéo, as larvas foram adicionadas em uma dieta padrao de 10ml contendo a solugéo
de 0,02% de Trypan Blue, as larvas foram retiradas da dieta contendo a BPA e foram
mantidas durante 10 minutos sem alimentacéo, logo apés foram alimentadas por 30
minutos com dieta padrdo contendo o corante trypan blue e posteriormente foram
retiradas da dieta e mantidas 30 minutos sem alimentacdo. Logo ap6s o tempo
necessario, as larvas foram lavadas com PBS 1X, e posteriormente foram transferidas
ao estereomicroscopio para a analise de coloracdo do intestino. Para realizacao do
teste de exclusao por coloracéo trypan blue, as larvas foram classificadas de acordo
com a coloracao apresentada apds a realizacdo da exposicdo ao trypan blue, andlise
no estereoscopio e contabilizado a coloracdo do intestino de cada larva seguindo a
classificacdo. Classificacdo (0) sem pigmento; (1) pequenos pontos de coloragéo; (2)
todo intestino médio pigmentado de azul claro; (3) pigmentagcdo azul claro e azul
escuro; (4) todo intestino médio em azul escuro. Foi avaliado o intestino de 4 larvas

por grupo, totalizando 16 larvas.
2.6 QUANTIFICACAO DE ESPECIES REATIVAS (RS)

Foi quantificado os niveis de RS em larvas (corpo inteiro), de acordo com o
método descrito por Pérez-Severiano (2004), adaptado para larvas por Musachio et

al. (2023). Assim, 20 larvas por grupo foram homogenizadas em 400 pL de tampéao
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fosfato de potassio KPi, e o homogenato foi centrifugado 14.000 rpm, por 3 minutos.
Depois uma aliquota de 100 pL do sobrenadante foi adicionada a 2890 uL de tampéao
Hepes e a reacao foi iniciada pela adicdo de 10 pL de 2'7' dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCFH-DA, 1 mM). A mistura reacional foi incubada em temperatura
ambiente por 30 minutos no escuro, e posteriormente a fluorescéncia foi lida em

comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e emissao de 520 nm.

2.7 ESTATISTICA

Para analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism, versdo 10. Para
avaliar a normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilk, em seguida a
homoscedasticidade foi analisada pelo teste de Bartlett. Foi realizado a analise de
variancia de 1 via (one way), e para uma distribuicdo Gaussiana foi aplicado o teste
de Tukey, seguido do teste de multiplas comparacdes de dunnett’'s, Para os dados
nao parametricos, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de multiplas
comparagdes de dunn’s. Os dados com uma distribuicdo normal foram expressos em
gréaficos de barra e os ndo paramétricos foram expressos em gréficos interquartil. Foi
considerado diferenca estatistica quando (p < 0,05) e a presenca de * equivale a

diferenca estatistica em relacdo ao controle.

3. RESULTADOS

3.1 AVALIACAO DA MORTALIDADE

As larvas foram expostas a concentracfes diferentes de BPA (0,1, 1 e 10mM), (Fig.
1). Os grupos BPA (0,1 e 1 mM) ndo apresentaram um maior nimero de mortalidade
consideravel quando comparado ao controle. o BPA (10mM) apresentou maior

mortalidade comparada ao grupo controle.
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Figura 1. Avaliagdo da taxa da mortalidade de larvas expostas ao BPA durante 48
horas. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando (p < 0,05). * significa
diferenca em relagéo ao grupo controle.

3.2 TESTE COMPORTAMENTAL

3.2.1 RASTEJAMENTO

O rastejamento (Fig. 2) foi realizado para avaliar quantos quadrantes as larvas
expostas a BPA (01, 1 e 10mM) rastejavam. Os grupos BPA (0,1mM) ndo demonstrou
diminuicao significativa no rastejamento quando comparado ao controle. O grupo (1 e
10mM) apresentaram diminuicdo significativa no niumero de rastejamento das larvas
comparado ao grupo controle.
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Figura 2. Avaliacdo de rastejamento de larvas do terceiro estagio expostas ao Bisfenol
A (BPA 0,1, 1 e 10mM) comparado ao grupo controle durante dois dias. A diferenca
estatistica foi considerada significativa quando (p < 0,05). * significa diferenca em

relacéo ao grupo controle.

3.3 TESTE DE EXCLUSAO POR COLORACAO TRYPAN BLUE
A concentragdo de 10mM demonstrou ter maior efeito no intestino da larva da

Drosophila melanogaster comparada as concentracdes de 0,1mM, 1mM e controle
(Fig. 3).

Figura 3. Efeito do BPA no intestino médio da Drosophila melanogaster adicionando
a coloracdo de trypan blue como método para identificacdo de danos celulares. (A)
Controle; (B) BPA 0,1mM; (C) BPA 1mM; (D) BPA 10mM.

O grupo controle obteve coloragdo de trypan blue pouco perceptivel,
demonstrando pouco dano ou morte celular na regido do intestino médio, o grupo BPA
(0,1mM) apresentou coloracdo clara no intestino de todas as larvas analisadas,
apresentando danos leves ao intestino médio. A escala é igual ao controle
estatisticamente. o grupo BPA (1mM) apresentou danos leves e moderados ao
intestino, coloragdo clara e coloragdo escura em algumas regifes, o grupo BPA
(10mM) demonstrou maior dano celular e apresentou significancia estatistica

comparado ao controle, apresentando coloracdo escura em algumas larvas e outras
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apresentaram tanto coloracédo azul claro, quanto coloracdo azul escuro na regido do

intestino médio.
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Figura 4. Demonstracéo da intensidade da coloragdo do intestino médio em larvas de
Drosophila melanogaster expostas ao BPA (0,1 1 e 10mM) e controle. Os valores sao
expressos como mediana e intervalo (intervalo interquartil). A diferenca estatistica foi
considerada significativa quando (p < 0,05). * significa diferenca em relacéo ao grupo

controle.

3.4 QUANTIFICACAO DE ESPECIES REATIVAS (RS)
O BPA (1 e 10mM) apresentaram maior numero de espécies reativas quando

comparado ao controle, enquanto o BPA (0,1mM) n&o apresentou um valor
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significativo na quantificacdo de espécies reativas comparado ao controle.
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Figura 5. Niveis de espécies reativas (RS) em larvas expostas a 48 horas ao BPA (0,1
1 e 10mM) e controle. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando (p <

0,05). * significa diferenca em relagcéo ao grupo controle.

4. DISCUSSAO

O presente trabalho buscou avaliar os efeitos causados em larvas pela
exposicao ao BPA, tendo como foco a avaliacdo da integridade intestinal e alteracéao
comportamental em larvas de Drosophila melanogaster. A exposicdo ao BPA
(10mM) provocou alteracbes comportamentais em larvas de Drosophila
melanogaster comparado ao grupo controle, diminuindo o nimero de quadrantes
percorridos no comportamento de rastejamento. Estudos indicam que o BPA causa
danos ao sistema nervoso central (SNC), o comportamento de rastejamento pode
ser compreendido como a visualizagdo de possiveis alteracbes no SNC de
Drosophila melanogaster, alterando caracteristicas comportamentais das larvas, as
quais ndo ocorreria em condic¢des tipicas. Estudos trazem que a exposicao ao BPA
durante o neurodesenvolvimento pode afetar o sistema nervoso, resultando em

comportamentos atipicos. Segundo pesquisas, grande parte do sistema nervoso da
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Drosophila melanogaster € formado durante o periodo larval, sendo viavel utilizar

larvas de Drosophila melanogaster como objeto de estudo neurodesenvolvimental.

BPA demonstrou ser responsavel pelo dano ou morte celular no intestino
meédio de Drosophila melanogaster demonstrando efeitos nocivos ao tecido epitelial
intestinal. A quantificacdo de espécies reativas (RS) demonstra que o BPA 1 mM
possui um aumento de espécies reativas comparado ao BPA 10 mM, acredita-se
que isso ocorre pois 0 numero de dano ou morte celular na avaliacdo da integridade
intestinal foi maior comparado a concentracdo de 1mM, esse dano ou morte celular
pode ter diminuido as espécies reativas presentes nas larvas expostas ao BPA
10mM, resultando em um ndmero maior de espécies reativas na concentracao de
1mM. Isso ocorreu pois, na maior concentracdo de BPA utilizado (10mM) houve
maior dano ou mortalidade celular, desta forma, um menor nimero de espécies
reativas presentes, enquanto nas demais concentragcdes 0 numero de espécies
reativas foi aumentando conforme aumentava a concentracao de BPA, mas nessas

concentragdes ndo houve dano celular significativo em comparacgéao ao controle.

A exposicdo ao BPA em larvas do segundo estagio apresentou mortalidade
larval. O BPA (10mM) foi mais nocivo para as larvas de Drosophila melanogaster
quando comparados ao grupo controle, enquanto as demais concentracbes nao
apresentaram diferenca estatistica significativa. Os resultados de mortalidade
demonstram que houve maior mortalidade na maior concentracédo de BPA utilizado,
em vista disso, pode-se afirmar que danos causados pela exposi¢cdo ao BPA levam
a morte de Drosophila melanogaster durante o periodo larval, isso se deve pela acdo

do BPA gue causa danos no intestino e perda de células (Chen et al. 2022).

5 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que o dano no intestino
resultou no aumento da mortalidade e a alteragdo comportamental pode ser
observada pela reducéo da locomocgao que caracteriza a toxicidade do BPA (10mM).
A quantificacdo de espécies reativas demonstra que a concentracdo de BPA 1mM

aumenta o numero RS quando comparado a maior concentragdo BPA 10mM, com
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base nisso, entende-se que sdo necessarios mais estudos comportamentais e
analises bioquimicas para compreender a interacdo entre intestino e cérebro e como
o dano na integridade do intestino pode estar vinculado a alteracbes

comportamentais.
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