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RESUMO 

 

O uso inadequado de herbicidas pode resultar em intoxicações agudas e, às 

vezes crônicas por exposição em longo prazo a baixos níveis, podendo atuar ainda 

como agentes teratogênicos, mutagênicos, cancerígenos e disruptores endócrinos, 

levando ao aparecimento de doenças neurodegenerativas e distúrbios reprodutivos. 

Estudos têm revelado que a melatonina tem propriedades antioxidantes, anti-

inflamatórias e imunomoduladoras e atua na reprodução. Essa indolamina está entre 

os agentes que têm se mostrado benéfico em intoxicações por herbicidas, porém não 

há relatos de seu uso contra intoxicações por Glifosato-Roundup® e/ou Paraquat 

associado com Glifosato-Roundup®. Assim, investigou-se o efeito da melatonina sobre 

indicadores reprodutivos e parâmetros hepáticos em ratas prenhes expostas a doses 

subletais dos herbicidas Paraquat (50 mg/kg do peso corporal) e/ou Glifosato-

Roundup® (500 mg/kg do peso corporal). Foram utilizadas 35 ratas prenhes, divididas 

aleatoriamente em 7 grupos com 5 animais cada, sendo o grupo I (controle/salina), os 

grupos (II e III) expostos aos herbicidas Paraquat e Glifosato-Roundup® 

respectivamente, o grupo IV exposto aos herbicidas associados, enquanto as ratas 

dos grupos (V e VI) foram exposta aos herbicidas individualmente e o grupo (VII) 

exposto aos herbicidas associados, porém os grupos (V, VI e VII) foram tratados 

simultaneamente com melatonina (10 mg/kg do peso corporal).Tanto a exposição 

como o tratamento com melatonina foram durante o terço inicial da gestação. Assim, 

após esses procedimentos foram analisados o perfil hematológico, função e estresse 

oxidativo hepático, parâmetros reprodutivos como peso das fêmeas, peso dos ovários, 

número de sítios de implantação, de corpos lúteos, perdas pré-implantação, taxa de 

implantação, histopatologia do fígado, histopatologia e histoquímica dos sítios de 

implantação e morfometria dos epitélios superficial e glandular do endométrio. A 

aplicação experimental dos herbicidas Glifosato-Roundup e/ou Paraquat 

proporcionaram toxicidade materno-embrionário e hepática, onde podem-se detalhar 

os seguintes efeitos: redução nos seguintes parâmetros: ganho de peso corporal, 

peso dos ovários, no número de sítios de implantação, na taxa de implantação, no 

número total de corpos lúteos e aumento do percentual de perdas pré-implantação. 

Quanto ao perfil hematológico observou-se redução no número de eritrócitos, na 

concentração de hemoglobina, nos valores do hematócrito, aumento na contagem 

total de leucócitos, no número de neutrófilos segmentados, de eosinófilos e redução 



no número de linfócitos. Além disso, nas análises bioquímicas e do estresse oxidativo 

hepático foram observadas redução nos níveis séricos de albumina, aumento dos 

níveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) 

e fosfatase alcalina (FA), níveis altos de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) e redução dos níveis de glutationa reduzida (GSH). A análise histopatológica 

dos sítios de implantação revelou desorganização do blastocisto e degeneração do 

citotrofoblasto localizado dentro da cavidade blastocística, enquanto na análise 

histoquímica observou-se redução no número de células natural killer uterinas (nNK). 

A análise morfométrica de parâmetros do endométrio revelou redução dos epitélios 

superficial e glandular, bem como no diâmetro das glândulas endometriais. Na análise 

histopatológica de amostras de fígado foi observada a presença de hepatócitos 

necróticos, infiltrado inflamatório portal e centrolobular, congestão dos capilares 

sinusoides. Após tratamento com melatonina verificou-se que os parâmetros 

supracitados foram similares aos do controle, exceto os níveis de albumina sérica em 

ratas do grupo associado (Paraquat 50 mg/kg e Glifosato-Roundup® 500 mg/kg de 

peso corporal) que permaneceram baixos. Dessa forma pôde-se concluir que a 

melatonina na dose de 10 mg/kg de peso corporal atuou como um agente protetor 

contra a toxicidade materno/embrionária induzidas experimentalmente por herbicidas, 

favorecendo a manutenção do peso corporal, de parâmetros reprodutivos, 

hematológicos, bioquímicos e redução do estresse oxidativo hepático. 

 

Palavras-chave: Herbicidas. Antioxidante. Ratas Wistar. Fígado. Melatonina. Estresse 

oxidativo. Endométrio. Embriogênese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The inadequate use of herbicides may cause serious and sometimes chronic poisoning 

due to long exposure to low levels. Herbicides may also be teratogenic, mutagenic, 

cancerigenous agents and endocrine disruptors, with the occurrence of 

neurodegenerative diseases and reproduction disorders. Several studies have shown 

that melatonin has antioxidant, anti-inflammatory and immune-modulating qualities, 

besides affecting the reproduction system. It is a beneficent agent in the intoxication 

by herbicides even though no reports are extant on the use of melatonin against 

intoxications by Glyphosate-Roundup® alone or associated to Paraquat. Current 

analysis investigates the effect of melatonin on the reproduction and hepatic aspects 

in female rats exposed to sub-lethal doses of the herbicide Paraquat (50 mg/kg) and/or 

Glyphosate-Roundup® (500 mg/kg) of body weight, alone or associated. Thirty-five 

pregnant rats were used, randomly divided into 7 groups with 5 animals each. Group I 

(control/saline), groups (II and III) exposed to Paraquat and Glyphosate-Roundup® 

respectively, the IV group exposed to the associated herbicide, while the rats of the 

groups (V and VI ) were exposed to the herbicides alone and group (VII) above the 

associated herbicides, however the groups (V, VI and VII) were simultaneously treated 

with melatonin (10 mg/kg body weight). Both exposure as treatment with melatonin 

was during the first third of pregnancy. Thus, the hematological profile, function and 

hepatic oxidative stress, reproduction parameters such as body weight gain, ovaries 

weight, number of implantation sites, corpora lutea, pre-implantation losses, 

implantation rates and histopathology of implantation sites and liver were analyzed. 

Results post-exposure to associated or single herbicides revealed decrease in body 

and ovary weights, number of implantation sites, implantation rate (the implantation 

rate (number of implanted embryos compared with the number of corpora lutea), total 

number of corpora lutea, percentage increase of pre-implantation losses. The 

hematological profile revealed a reduction of erythrocytes in hemoglobin 

concentrations, in hematocrit rates, increase in total counts of leucocytes, in the 

number of segmented neutrophils, eosinophils and decrease in lymphocytes. 

Moreover, decrease in serum levels of albumin, increase in serum levels of alanine 

aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and alkaline phosphatase 

(AP), high levels of reactive compounds to thiobarbituric acid (TBARS) and reduction 

in the levels of reduced glutathione (GSH) were reported in biochemical and hepatic 



oxidative stress analyses. The histopathological analysis of the implantation sites 

revealed the disorganization of blastocyte and degeneration of cytotrophoblasts within 

the blastocyte cavity, whilst in histochemical analysis was observed reduction number 

of uterine natural killer cells (uNKs). Morphometry revealed decrease endometrial 

parameters of superficial and glandular epithelium, as well as the diameter of the 

endometrial glands. In the histopathological analysis of liver samples was observed 

the presence of necrotic hepatocytes, portal and central lobular inflammatory infiltrate 

and congestion of sinusoid capillaries. Treatments with melatonin provided results 

significantly similar to those in control animals, with the exception of serum albumin 

levels in rats associated group (Paraquat 50 mg/kg) and/or Glyphosate-Roundup® 500 

mg/kg of body weight), which remained low. Treatment with melatonin at a dose of 10 

mg/kg of body weight is a protecting agent against experimentally induced maternal 

and embryo poisoning by herbicides. Body weight, reproduction, hematological, 

biochemical parameters maintenance and hepatic oxidative stress was reduced.  

 

Keywords: Herbicides. Antioxidant. Wistar rats. Liver. Melatonin. Reproduction. 

Oxidative stress. Endometrial. Embryogenic. 
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Figura 2. Análise histopatológica de amostras de sítios de implantação. No grupo 

controle demonstrou estruturas preservadas como trofoblasto (Ct), embrioblasto 

(*), cavidade blastocística (CB) e decidualização bem definida (ZDM) (Fig. A). Nos 

grupos expostos aos herbicidas nas concentrações subletais 50 mg/kg (Paraquat) 

500 mg/kg (Glifosato-Roundup®) apresentaram desorganização do trofoblasto (T), 

processo de decidualização reduzido (Dc) e degeneração celular (seta) dentro da 

cavidade blastocística (Fig. B). Os grupos após o tratamento com Melatonina 

apresentaram níveis de organização estrutural similares aos observados nas ratas 

do grupo controle (Fig C). 

 

Figura 3. Histoquímica dos sítios de implantação das ratas dos grupos 

experimentais. (3A) G1 - controle, observar marcação forte; (B) G2 – PQ, (3C) G3 

– Glifosato-Roundup® e (D) G4 - PQ+Glifosato-Roundup®, notar marcação leve; 

(E) G5 - PQ+Melatonina, (F) G6 – Glifosato-Roundup®+Melatonina notar 

marcação semelhante ao controle, exceto em (G) G7 - PQ+Glifosato-

Roundup®+Melatonina. Quantificação de grânulos de polissacarídeos (glicose) 

em Pixels. Barras sobre asteriscos diferem significativamente do controle pelo 

teste de Tukey (*** p>0.001. ** p> 0.01 and * p>0.05).  
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de sete grupos experimentais. Notar que a exposição ao Paraquat (PQ) e sua 

associação com o Glifosato-Roundup® apresentou diminuição do ganho de peso 

e prevenção quando tratado com Melatonina. 

 

Figura 2. Avaliação da peroxidação lipídica nos grupos G1-G7. Média ± erro 

padrão de TBARS hepático nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferença 

significativa entre o grupo controle e os grupos expostos aos herbicidas Paraquat 

(PQ) e Glifosato-Roundup® *p<0,05 ***p<0,001 e prevenção quando tratado com 

Melatonina *p<0,001 (ANOVA/Tukey). 
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Figura 3. Avaliação do nível de GSH nos grupos G1-G7. Média ± erro padrão de 

GSH hepático nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferença significativa 

entre o grupo controle e os grupos expostos aos herbicidas Paraquat (PQ) e 

Glifosato-Roundup® ***p<0,001 e prevenção quando tratado com melatonina 

(MLT) ***p<0,001 ** p<0,01 (ANOVA/Tukey). 

 

Figura 4. Fig. 4. Histopatologia do fígado de ratas prenhes. (A e A1) Controle. 

Notar em A veia centro lobular circundada por cordões de hepatócitos (círculo 

tracejado). Em A1 evidenciar capilares sinusoides (setas tracejadas) entre os 

hepatócitos e células de Kupffer (dupla seta). Alterações histológicas no grupo 

exposto aos herbicidas associados (B e B1). Notar em (B) congestão dos capilares 

sinusoides (círculos contínuos) e na veia porta (asterisco), infiltrado inflamatório 

portal (setas). Em (B1) hepatócitos necróticos (pontas de setas), além do infiltrado 

e congestão da veia porta. Grupo tratado com Melatonina (C e C1). Notar em (C) 

parênquima preservado com veia centro lobular circundada por cordões de 

hepatócitos (círculo tracejado), porém com áreas de reação inflamatória focal 

(seta tracejada) e congestão discretas (asterisco) (Fig. C1).  
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CAPÍTULO I 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O uso de agrotóxicos no processo de produção agrícola com consequências 

para a saúde humana e ao meio ambiente é alvo de constante preocupação no âmbito 

da saúde pública e por parte da comunidade científica (ANVISA, 2003; SINITOX, 

2009; GONÇALVES, 2012).  

Os países em desenvolvimento são os que mais consomem esses produtos e 

de forma indiscriminada no cultivo agrícola (PERES; MOREIRA; LUZ, 2007) e o que 

se constata é a elevação da incidência de intoxicações agudas que chega a ser 13 

vezes maior, quando comparada aos países industrializados (DELGADO; 

PAUMGARTTEN, 2004). 

O Brasil, embora seja um país em pleno desenvolvimento industrial, tem sua 

economia ainda baseada na agricultura, o que leva ao contínuo aumento das 

importações, bem como o desenvolvimento da indústria de adubos e defensivos 

químicos para as lavouras. Além disso, os agricultores têm sido estimulados a utilizar 

uma grande variedade de insumos químicos a fim de aumentar a produtividade e 

reduzir as perdas das safras. Esta ação tem levado ao uso indiscriminado de 

agrotóxicos, colocando em risco a saúde dos produtores, do meio ambiente, dos 

consumidores e dos animais (ARAÚJO, 2007), bem como de seus familiares ligados 

direta e/ou indiretamente à agricultura (BURIOLA; OLIVEIRA, 2013). Assim, no início 

dos anos 1990, o País já era o quinto mercado mundial, sendo que em 1994 e em 

1998 atingiu a quarta e a terceira posições, respectivamente, apenas superado pelos 

EUA e Japão. Desde 2009, o Brasil assumiu a posição de primeiro consumidor 

mundial de agrotóxicos (DAMS, 2006; PORTO; SOARES, 2012).  

De acordo com o recente dossiê elaborado pela Associação Brasileira de 

Saúde Coletiva/Abrasco (CARNEIRO et al., 2015), o consumo de agrotóxicos na safra 

de 2011 resultou, em média, 12 litros/hectare e exposição média 

ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotóxicos por habitante (IBGE/ 

SIDRA, 2012; SINDAG, 2011). Além disso, um terço dos alimentos consumidos 

cotidianamente pelos brasileiros está contaminado pelos agrotóxicos (CARNEIRO et 

al., 2015). 
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Na literatura mundial, os agrotóxicos têm sido relacionados a diversos efeitos à 

saúde. Além dos danos agudos, muitos danos crônicos vêm sendo relatados, dentre 

os quais se destacam patologias de pele, teratogênese, carcinogênese, desregulação 

endócrina, neurotoxicidade, efeitos na reprodução humana e animal, no sistema 

imunológico, entre outros (OPAS/OMS, 1996; ELLENHORN, 1997; ECOBICHON, 

2001; MEYER et al., 2003; LEE et al., 2004; CLAPP; HOWE; LEFEVRE, 2008; BILA; 

DEZOTTI, 2007). 

Em relação a classificação toxicológica dos agrotóxicos foi feita em função de 

estudos laboratoriais com exposição oral, dérmica e inalatória para determinar a CL50 

e DL50 (Concentração Letal e Dose Letal, dadas em miligramas do produto tóxico por 

quilo de peso corporal necessários para matar 50% dos ratos ou outros animais 

expostos ao produto). Para os estudos de DL50 oral, por exemplo, produtos sólidos 

se enquadram na Classe I, Extremamente Tóxicos, quando a DL50 é ≤ 0,005 

grama/kg de peso do rato. Na Classe II, Muito Tóxicos, quando a DL50 é > 0,005 até 

0,05 grama/kg. Classe III - Moderadamente Tóxicos, DL50 > 0,05 a 0,5 gramas/kg. 

Classe IV - Pouco tóxicos, DL50 > 0,5 gramas/kg. Ao final da análise de uma bateria 

de estudos de exposição por via oral, dérmica e inalatória, a classe tóxica do produto 

será determinada pela mais tóxica que aparecer em um dos estudos agudos (WHO, 

2005; ANVISA, 2007) 

Neste contexto, o Paraquat (PQ), fabricado pela Syngenta® e o Glifosato pela 

Monsanto®, sendo este último o princípio ativo das formulações comerciais Roundup® 

(Glifosato-Roundup®), destacam-se como os principais herbicidas utilizados em 

diversos tipos de plantações em todo mundo. Quanto à classificação toxicológica, o 

PQ é classificado como classe I (extremamente tóxico) e o Glifosato como classe IV 

(pouco tóxico) (ANVISA, 2007; MUANGPHRA; KWANKUA; GOONERATNE, 2012). O 

PQ tem sido estudado em espécies de animais de laboratório (McCORMACK et al., 

2002), sendo sua exposição durante o período gestacional um risco substancial para 

a gestante e feto (CHOMCHAI; TIAWILAI, 2007). Enquanto o Glifosato, apesar da 

classificação (pouco tóxico), as formulações Glifosato-Roundup® apresentam 

toxicidade relevante sobre a reprodução em humanos (SANIN et al., 2009), efeito 

desregulador endócrino em humanos (BENACHOUR; SÉRALINI, 2009) e em ratos 

Wistar (ROMANO et al., 2010), toxicidade oral aguda em ratos (DALLEGRAVE et al., 

2002) e hepatotoxicidade em ratos (ÇAGLAR; KOLANKAYA, 2008).  



19 
 

Estudos têm revelado que a Melatonina (MLT), um hormônio produzido pela 

glândula pineal, tem propriedades antioxidantes, anti-inflamatórias e 

imunomoduladoras, atuando em diversos sistemas biológicos, inclusive como agente 

controlador e protetor da saúde reprodutiva (REITER et al., 2009; HAMAYATKHAH et 

al., 2012), bem como durante os períodos do desenvolvimento pré e pós-natal 

(CISTERNAS et al., 2010). A MLT está entre os agentes que têm se mostrado benéfico 

em intoxicações por herbicidas do grupo dos bipiridílicos, tais como o PQ 

(MELCHIORRI et al., 1995, 1996) e Diquat (XU et al., 2007).  

Tendo em vista, os estudos supracitados sobre os impactos desses herbicidas 

no sistema reprodutor, em especial, durante o desenvolvimento animal, bem como no 

fígado (um dos órgãos responsáveis pela destoxificação), bem como das 

propriedades biológicas da MLT e a ausência de estudos sobre o uso de MLT contra 

intoxicações por Glifosato-Roundup® e contra a associação entre o PQ e Glifosato-

Roundup® desidiu-se investigar, em modelo murino, os efeitos da MLT sobre a 

primeira semana do desenvolvemto embrionário, além dos efeitos sobre a estrutura e 

funcionamento do fígado materno expostos a doses subletais de PQ e Glifosato-

Roundup® individualmente e associados.  

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Herbicidas: considerações gerais 

 

A utilização de herbicidas ocorre no Brasil desde a década de 50. Naquela 

década, a agricultura voltou-se para o mercado interno tentando viabilizar o aumento 

de safras e levando, consequentemente, os agricultores a utilizarem produtos 

químicos para controlar pragas, fitopatologias e plantas daninhas (CARRARO, 1997). 

Além disso, a cada ano, houve um aumento considerável na utilização desses 

produtos (ANVISA, 2014; IBGE, 2010). 

A preocupação crescente de especialistas e ambientalistas em relação ao uso 

de herbicidas foi pela grande quantidade dessas substâncias utilizadas nas práticas 

agrícolas que resultaram em impactos ambientais pouco conhecidos, além dos 

inúmeros problemas relacionados à saúde pública, decorrentes de seu uso, 

principalmente, de forma inadequada (MASCARENHA; PESSOA, 2013). Neste 
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contexto, o uso inadequado de herbicidas pode resultar em intoxicações agudas e, às 

vezes crônicas por exposição em longo prazo a baixos níveis desses agentes tóxicos 

(MARONI; FAIT; COLOSIO, 1999; MARONI; FANETTI; METRUCCIO, 2006). Assim, 

são reconhecidos ainda como possíveis agentes teratogênicos, mutagênicos, 

cancerígenos e disruptores endócrinos, levando ao aparecimento de doenças 

neurodegenerativas e distúrbios reprodutivos (FEBER; CABRAL, 1991; 

MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013). 

Dentre os herbicidas mais utilizados no mundo destacam-se o Glifosato, 

principio ativo das formulações comerciais Roundup® ou Glifosato-Roundup® e PQ, 

sendo considerados como herbicidas-padrão de controle de plantas daninhas 

(MOREIRA et al., 2010). O Glifosato é considerado inibidor da biossíntese de 

aminoácidos essenciais de cadeia aromática (fenilalanina, tirosina e triptofano), 

enquanto o PQ é um inibidor do fotossistema I, na fase luminosa da fotossíntese, por 

meio da formação de radicais livres que atuam na membrana dos cloroplastos 

(MAGALHÃES et al., 2001). Além disso, o controle de plantas daninhas por meio do 

uso de herbicidas não seletivos tornou-se uma prática tão difundida nas lavouras, que 

é quase uma rotina obrigatória para os agricultores (SILVA; RODRIGUES; 

BEGLIOMINI, 1998). Portanto, o Glifosato apresenta elevada eficiência na eliminação 

de ervas daninhas como e, apesar da classificação pouco tóxico, há evidências de 

efeitos danosos ao meio ambiente, principalmente pela resistência adquirida por 

algumas espécies de ervas daninhas, após o uso prolongado do herbicida em 

formulações comerciais. A aplicação do mesmo pode resultar na presença de 

resíduos tanto na colheita quanto em animais usados na alimentação humana 

(AMARANTE JR; SANTOS, 2002). 

Em relação ao PQ, apresenta baixo custo, grande eficácia e, aparentemente 

não possui efeitos poluentes cumulativos para o solo. Porém, é muito tóxico em 

humanos e animais, podendo causar intoxicações fatais, principalmente pela falta de 

um tratamento eficaz na reversão do quadro clínico. Este atua mediante mecanismos 

de indução do estresse oxidativo, produção aumentada de radicais livres associada à 

depleção dos sistemas antioxidantes do organismo. Sua toxicidade promove danos 

aos rins, fígado, músculos, cérebro, dentre outros órgãos (ALMEIDA et al., 2007). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Colosio%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10414791
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2.1.1 Propriedades físico-químicas do Glifosato 

 

O Glifosato (N-fosfonometil glicina), cuja estrutura química é mostrada na figura 

1, foi sintetizado pela primeira vez em 1950 como potencial agente quelante industrial 

e, somente 20 anos mais tarde descobriu-se a ampla atividade herbicida desta 

molécula, que foi lançado no mercado com o nome comercial Roundup® (SMITH; 

OEHME, 1992). 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura química do Glifosato. Fonte: Williams; Kroes; Munro (2000). 

 

O glifosato é um ácido orgânico fraco constituído de uma molécula de glicina e 

uma de fosfonometila (N-(fosfonometil) glicina (Fig. 1). Em sua forma pura, constituído 

por um sólido branco e inodoro, com densidade específica de 1,704 g/cm3, sua 

solubilidade em água é de 11,6 g/L a 25ºC e apresenta pH 2,5 em solução a 1%. É 

praticamente insolúvel em solventes orgânicos, como etanol, acetona e benzeno, por 

sua alta polaridade e solúvel em água (WHO, 1994). Como produto comercial, este é 

encontrado em diferentes formulações e concentrações, sendo a formulação 

usualmente utilizada com o sal do ácido glifosato desprotonado e um cátion, a 

isopropilamina (Fig. 2), em solução aquosa na concentração de 356 g/L do ácido livre 

ou 480 g/L do sal e tendo como amina surfactante a polioxietileno amina (POEA) 

(WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000). 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura química do sal do ácido desprotonado do Glifosato e seu cátion (isopropil-amina), 
juntos formam o sal isopropillamínico da (N-fosfonometil glicina), utilizado no produto comercial. Fonte: 
Williams; Kroes; Munro (2000). 

 

A amina surfactante POEA, utilizada nos produtos Glifosato-Roundup®, 

constitui uma mistura de alquilaminas de cadeias longas polietoxilado e sintetizado 

com ácidos graxos derivados de animais. Este agente tensoativo não iônico favorece 
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a penetração do Glifosato na cutícula da planta, melhorando a sua efetividade. A 

POEA é duas a três vezes mais tóxico do que o Glifosato, e o produto formulado com 

esta amina pode ser muito mais tóxico que o Glifosato (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 

2000; MESNAGE; BERNAY; SÈRALINI, 2013; SRIBANDITMONGKOL et al., 2012). 

 

2.1.2 Propriedades biológicas e ricos toxicológicos do Glifosato 

 

O Glifosato, classificado como pouco tóxico (ANVISA, 2007), após absorvido 

tem ampla distribuição no organismo, sendo encontrado principalmente nos intestinos, 

ossos e rins. Aparentemente, sua biotransformação em animais é mínima, em torno 

de 1% para o seu metabólito o ácido aminometilfosfônico (AMPA). Portanto, quase 

100% da quantidade encontrada nos tecidos correspondem ao produto original. A 

absorção máxima ocorre em 6 h após a ingestão do produto havendo, após este 

intervalo de tempo, rápido declínio em todos os tecidos, exceto nos ossos onde a 

eliminação é mais lenta (BREWSTER; WARREN; HOPKINS, 1991). Após cinco dias 

da administração de dose única de Glifosato, observam-se traços residuais no fígado, 

rins e musculatura esquelética e a excreção ocorre principalmente pelas vias digestiva 

e renal (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000). 

Em ensaios toxicológicos foi observada maior toxicidade na formulação 

associada do glifosato com os seus ingredientes inertes do que o princípio ativo 

(glifosato) aplicado isoladamente, indicando que a toxicidade dos ingredientes inertes 

é maior que que o princípio ativo, e que a sua presença produz maior efeito tóxico 

(BRADBERRY; PROUDFOOT; VALE, 2004; SURGAN, 2005; COX; SURGAN, 2006). 

Neste contexto, Dallegrave et al. (2003) observaram retardo no 

desenvolvimento do esqueleto fetal em ratos Wistar causado pelo Glifosato-

Roundup®, e comprovaram esse efeito tóxico sobre o desenvolvimento fetal em 

exposições agudas, utilizando-se as dosagens orais diárias de 500, 750 ou 1000 

mg/kg entre o sexto e 15º dia de gestação. Em adição, Richard et al. (2005) 

demonstraram em ensaios in vitro que o Glifosato e/ou a formulação comercial 

Glifosato-Roundup® em baixas concentrações não tóxicas promoveram efeitos 

adversos sobre a enzima aromatase (responsável pela síntese de estrógenos) em 

células de placenta humana. Além disso, a formulação permitiu uma maior penetração 
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do Glifosato nas células placentárias, acentuando, assim a redução da atividade 

enzimática.  

O efeito tóxico das formulações também foi confirmado em cultivos de células 

testiculares de camundongos (WALSH et al., 2000) em mitocôndrias de hepatócitos 

de ratos (PEIXOTO, 2005) em cultivo de células embrionárias humanas 

(BENACHOUR et al., 2007) e em embriões de invertebrados (MARC et al., 2002). 

Além disso, estudos in vitro com linhagens de células intestinais revelaram danos às 

junções celulares (VASILUK et al., 2005), bem como alterações pulmonares, epistaxe, 

dispneia, perda de peso, diarreia e morte dos animais (ratos) (ADAM et al., 1997) 

acidose metabólica, hipotensão e leucocitose (TOMINACK et al., 1991) e efeito 

cancerígeno em humanos (GUYTON et al., 2015). 

 

2.1.3 Propriedades físico-químicas do Paraquat 

 

O PQ ou 1,1-dimetil-4,4-bipiridil é um herbicida da classe dos bipiridilos cuja 

estrutura química é mostrada na figura 3. Sua síntese data do século XIX, porém não 

sabiam de suas propriedades herbicidas (SCHMITT et al., 2006), que só foram 

descobertas em 1955 no Jealott´s Hill International Research Center, Bracknell, no 

Reino Unido. Sua introdução no mercado deu-se no início de agosto de 1962, pela 

Plant Protection Division Ltd of Imperial Chemical Industries (antiga ICI, atual 

Syngenta). Sua primeira aplicação como herbicida ocorreu na Malásia em plantações 

de seringueiras e a partir desse fato, seu uso foi generalizado (NEUMEISTER; 

ISENRING, 2011; SCHMITT et al., 2006; DINIS-OLIVEIRA et al., 2008).   

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estrutura química do herbicida Paraquat. Fonte: WHO, (1994). 

 

O PQ é um sólido incolor, cristalino e higroscópico, cuja fórmula molecular é 

C12H14N2 com peso molecular de 186,3 g/mol. Não é volátil, nem explosivo ou 
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inflamável em solução aquosa, sendo corrosivo para metais e estável em solução 

ácida ou neutra, mas se hidrolisa facilmente em meio alcalino (pH >12). Os seus sais 

são eletrólitos fortes que, em solução, dissociam-se em uma grande quantidade de 

íons positivos e negativos (SCHMITT et al., 2006; ALMEIDA, 2007). 

 

2.1.4 Propriedades biológicas e ricos toxicológicos do Paraquat 

 

O PQ é altamente tóxico para humanos (HOUZE et al., 1990) e animais de 

laboratório (OGATA; MANABE, 1990; SATOH et al., 1992). O mesmo é absorvido por 

contato dérmico, inalação e, especialmente por ingestão (HOUZE et al., 1990). Por 

ingestão, o PQ apresenta absorção oral rápida pela sua alta hidrossolubilidade, sendo 

predominantemente no intestino delgado, assim o transporte ativo facilita a entrada 

do herbicida em todas as células da mucosa intestinal. Caso a mucosa do trato 

gastrintestinal fique comprometida, pelo poder de corrosão do herbicida, o percentual 

absorvido é suscetível de ser mais elevado, pela absorção por difusão passiva (DINIS-

OLIVEIRA et al., 2008). Por inalação, o PQ acumula-se, principalmente nos pulmões, 

onde pode alcançar concentrações letais em menos de 10 horas, além de rins, 

músculos, coração, fígado (XARAU; LAITA, 2000) cérebro e adrenais (SCHIMITT et 

al., 2006; ALMEIDA et al., 2007).  

    No organismo, o PQ sofre um processo redox cíclico, sendo metabolizado 

pela ação da enzima NADPH-citocromo P450 redutase que resulta na geração de um 

radical Paraquat (PQ+•). Assim, produz espécies reativas de oxigênio (EROs) durante 

sua oxidação com o oxigênio molecular formando o radical ânion superóxido, que é 

uma espécie altamente reativa. Desta forma, inicia-se o ciclo redox (BUS et al., 1976; 

ALONZO; CORRÊA, 2008). Por fim, o PQ é excretado pelas vias digestiva e renal 

(HONORÉ et al., 1994).  

A formação de EROs como o radical superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxila (OH), além de instáveis, reagem rapidamente com ácidos 

graxos, provocando lesões nas membranas, proteínas e DNA das células (SCHMITT 

et al., 2006; DINIS-OLIVEIRA et al., 2008; MARTINS, 2013). 

Em relação a toxicidade sistêmica do PQ tem sido determinada em várias 

espécies de animais por meio da administração oral. Os sintomas incluem, inflamação 

da garganta e lábios, vômitos e diarreias. Doses concentradas levam a progressivas 
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dificuldades respiratórias, distensão abdominal em virtude da dilatação do intestino e 

redução de sua mobilidade (SHIMIZU et al., 2003).  A sua ação altamente tóxica 

advém da sua capacidade de produção contínua de EROs, compostos extremamente 

danosos às células e da perioxidação lipídica das membranas celulares podendo 

causar alterações morfofisiológicas em diversos órgãos, em especial nos pulmões, 

fígado e rim (SERRA; DOMINGOS; PRATA, 2003). 

 

2.2 Associação de herbicidas e suas consequências 

 

Durante muito tempo pensou-se que herbicidas em associação e com 

diferentes mecanismos de ação não exercia algum efeito adverso, mesmo quando 

presentes em doses correspondentes ao nível de efeito adverso não observado 

(NOAEL). Recentemente, estudos sobre o impacto dessas associações têm causado 

grande preocupação (KORTENKAMP, 2008; RIDER et al., 2010) e, ao examinar a 

literatura verificou-se que a exposição a estas associações, de fato promoviam efeitos 

adversos que variaram de acordo com os compostos testados, o tecido-alvo ou os 

parâmetros biológicos avaliados (GRAY et al., 2001; HOTCHKISS et al., 2004; 

HOWDESHELL et al., 2007; PADHI et al., 2008; BLYSTONE et al., 2009) 

As associações de diferentes herbicidas, bem como de herbicidas com 

inseticidas e/ou outras classes de defensivos agrícolas, têm como objetivo aumentar 

o espectro de ação e reduzir o número de aplicações. Em algumas situações podem 

levar à ocorrência de interações, que se manifestam de forma aditiva (efeito final igual 

a soma dos efeitos de cada um dos agentes envolvidos), sinérgica (efeito maior que 

a soma dos efeitos de cada agente em separado) ou antagônica (o efeito de um 

agente é diminuído, inativado ou eliminado quando se combina com outro agente), o 

que pode ou não prejudicar o controle, bem como produzir efeitos desconhecidos 

quanto à toxicologia (NASH, 1967; TREZZI et al., 2005). 

O uso dessas associações constitui prática relativamente comum na agricultura 

(MATTOS et al., 2002; CASTRO, 2009). Assim, vários resíduos, em especial de 

herbicidas coexistem em um mesmo ambiente podendo causar diferentes efeitos 

adversos, segundo as interações entre os diferentes compostos dos produtos em 

associação (LAETZ et al., 2009; WANG et al., 2014).  
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As interações químicas entre herbicidas têm propiciado a utilização de grandes 

variedades de associações entre dois ou mais herbicidas, até mesmo com outras 

classes de defensivos agrícolas. Tais associações fundamentam-se em princípios 

básicos de toxicologia como os efeitos de potencialização, os quais têm apresentado 

eficácia nas lavouras, porém efeitos adversos ao homem e ao meio ambiente 

(GRISOLIA, 1996). 

De forma geral, a literatura científica tem apontado poucas pesquisas sobre os 

efeitos danosos decorrentes da exposição associada de herbicidas em diferentes 

organismos com relatos de estudos reprodutivos e do desenvolvimento animal 

(McCARTY; BORGERT, 2006). Além disso, estudos sobre efeito sinérgico de doses 

subletais de herbicidas em associações quase não existem (BOOBIS et al., 2011). 

Neste contexto, Rouimi et al. (2012) estudaram, in vitro, células hepáticas 

expostas à associação contendo o herbicida Atrazina e relataram desregulação gênica 

responsável pela codificação de enzimas metabólicas e vias de desintoxicação. Esses 

resultados, em um contexto de exposição crônica, poderiam eventualmente promover 

patologias em seres humanos e animais. 

Além disso, associações contendo os herbicidas Alachlor, Captan, Diazinon, 

normalmente ingeridas através do consumo de frutas e legumes, induziram variações 

específicas relacionadas ao gênero em nível de metabólitos hepáticos envolvidos no 

estresse oxidativo e na regulação do metabolismo da glicose em camundongos 

(MERHI et al., 2010). Em outro estudo, Castro et al. (2009) verificaram que a 

exposição associada e idividual de herbicidas como a Sulfentrazona e Atrazina 

promoveram toxicidade reprodutiva e/ou no desenvolvimento de espécies não-alvo 

(humanos e animais de laboratório). Demur et al. (2013) mostraram que a exposição 

à dose subletal de herbicidas associados desde o desenvolvimento fetal até a idade 

adulta leva a grandes mudanças nos níveis de glicose plasmática e desordens 

hematopoiéticas, sugerindo que, mesmo quando os contaminantes não excedam a 

dose de referência como o nível de risco mínimo (MLR), ingestão diária aceitável (ADI) 

e a NOAEL, a segurança alimentar ainda pode ser um problema sério. 

Ainda neste contexto, Roustan et al. (2014) demostraram em ensaios in vitro 

com células de ovário de hamster (CHO-K1) que a associação dos herbicidas 

Glifosato e Atrazina e seus produtos de degradação AMPA e desetilatrazina (DEA), 

respectivamente, revelaram propriedades genotóxicas induzindo a formação de 



27 
 

micronúcleos. Além disso, as condições ambientais, tais como irradiação solar pode 

modular o perfil clastogênico/aneugênico dos herbicidas intensificando ou não seus 

efeitos deletérios.  

Estudos experimentais em ratos e camundongos têm revelado uma série de 

alterações no desenvolvimento intrauterino, cujos danos são observados somente a 

posteriori. Enquanto, os estudos em seres humanos ainda são contraditórios, mas 

indicam maior risco destes desfechos em recém-nascidos cujas mães se expuseram 

a herbicidas (CLEMENTI et al., 2007). Assim, a transferência de herbicidas na 

interface materno-fetal pode promover danos ao feto, bem como à placenta, tecidos e 

órgãos maternos. (Fig. 4) (NEEDHAM, 2005; BARR; BISHOP; NEEDHAM, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema da transferência de herbicidas na interface materno-fetal. As linhas azuis indicam a 
transferência no sistema linfático, as linhas pretas representam transferência de sangue de um sistema 
para outro e as linhas verdes representam as vias de excreção primária. Adaptado de Barr, Bishop e 
Needham (2007). 

2.3 Melatonina: considerações gerais 

 

LERNER et al. (1958) isolaram uma substância da glândula pineal de bovinos 

que, em baixas concentrações, foi capaz de alterar a cor da pele de anfíbios. Essa 

substância recebeu o nome de Melatonina (MLT), pela sua ação tônica (tonina – 

tônus) sobre melanóforos dermais (mela – melanóforos). 
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A MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um neuro-hormônio pertencente ao 

grupo das indolaminas, cuja estrutura química é mostrada na Figura 5. Encontra-se 

presente em todos os vertebrados e em tecidos vegetais (PUERTA et al., 2007). Sua 

produção é essencialmente na glândula pineal, mas podendo ser secretada em menor 

quantidade pela retina, osso, pele, intestino, plaquetas, vesícula biliar (CLAUSTRAT; 

BRUN; CHAZOT, 2005), timo, baço, coração, músculo esquelético, fígado, estômago, 

intestino, placenta, testículos, ovários, córtex cerebral e corpo estriado (STEFULJ et 

al., 2001; SANCHEZ-HIDALGO et al., 2009).  

 

 

 

 

  

 

 

Figura 5. Estrutura química da Melatonina. Fonte: Slominski et al. (2012). 

 

A MLT é sintetizada a partir do aminoácido triptofano que é captado da 

circulação sanguínea e convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela ação da enzima 

triptofano-5-hidroxilase (T-5-H). O 5-HTP é descarboxilado pela enzima 5-

hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD), formando a serotonina. Assim, a 

serotonina, por sua vez é convertida a N-acetilserotonina (NAS) através de uma 

reação de acetilação da enzima N-acetiltransferase (NAT) e por fim, a enzima 

citosólica-hidroxindol-O-metiltransferase, atualmente denominada acetilserotonina O-

metiltransferase (ASOMT), catalisa a reação de metilação para a formação da MLT 

(Fig. 6) (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003; REITER et al., 2009; SLOMINSKI et al., 

2012).  

Os níveis circulantes de MLT em indivíduos adultos são baixos (< 20 pmol/L). 

Estes níveis aumentam aproximadamente às 21 h (período escuro), com pico máximo 

às 03 h e retornam a níveis menores às 09 h (período claro) (VOULTSIOS; 

KENNAWAY; DAWSON, 1997). Como não ocorre armazenamento de MLT na 

glândula pineal, o perfil deste hormônio no plasma reflete confiavelmente a atividade 

da glândula pineal (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dawson%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9376644
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A MLT circulante é metabolizada principalmente no fígado através de uma via 

clássica de hidroxilação, envolvendo enzimas do sistema citocromo P450, que catalisa 

a formação de 6-hidroximelatonina que então sofre conjugação com ácido glicurônico 

ou sulfato, gerando o composto 6-sulfatoximelatonina, que posteriormente será 

excretado na urina (FRANCIS et al., 1987; BOUTIN et al., 2005). Patologias hepáticas 

e renais, como cirrose e insuficiência renal crônica, são conhecidos por alterarem as 

taxas de eliminação desse composto (LANE; MOSS, 1985; VILJOEN et al., 1992; 

KUNZ et al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Esquema da biossíntese da MLT com seus precursores e enzimas participantes do processo. 
Adaptado de Reiter et al. (2009). 
 

 

No tecido cerebral de ratos, uma parte da MLT é convertida a N1-acetil-N2-

formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) (HIRATA et al., 1974), possivelmente através de 

clivagem oxidativa do anel indólico, catalisada por enzimas como a indolamina-2,3-

dioxigenase, seguida de deformilação, formando N-acetil-5-metoxiquinuramina 

(AMK), por ação da enzima formamidase. A MLT pode ser convertida em AFMK por 
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reações enzimáticas, pseudo-enzimáticas, por irradiação ultravioleta e reação com 

EROs (KVETNOY; SANDVIK; WALDUM, 1997). 

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem a ação direta da MLT sobre as 

espécies reativas, muitos outros atribuem sua ação antioxidante aos metabólitos que 

são gerados durante o estresse oxidativo. A degradação da MLT em AFMK e AMK 

eleva a ação de enzimas antioxidantes e inibe a ação de mediadores pró-inflamatórios 

(SILVA et al., 2004; MAYO et al., 2005; TAN et al., 2007). Outras vias metabólicas 

menos importantes, que ocorrem em diversos tipos celulares, levam à formação de N-

acetilserotonina e de 3-hidroximelatonina cíclica (c3OHM), sendo esse último uma 

possível fonte de AFMK (Fig. 7) (ZLOTOS et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7. Representação esquemática de vias metabólicas de degradação da MLT. Adaptado de Zlotos 
et al. (2014). 
 

A MLT é uma molécula com características lipofílicas que pode penetrar em 

membranas biológicas, incluindo a placenta e a barreira hematoencefálica (SHIDA; 

CASTRUCCI; LAMY-FREUND, 1994; COSTA; LOPEZ; LAMY-FREUND, 1995; 

REITER, 1998, REITER et al., 2000), sendo encontrada em fluidos biológicos como a 

bile (TAN et al., 1999) e no líquido cefaloraquidiano (SKINNER; MALPAUX, 1999; 

ROUSSEAU et al., 1999) em quantidades maiores que no sangue (REITER, 1991). 
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Uma vez liberada, a MLT transmite informação sobre o fotoperíodo para os tecidos 

centrais e periféricos que expressam sítios (receptores de MLT) denominados MT1, 

MT2 e MT3 para sua ligação, onde inúmeras funções importantes são exercidas no 

organismo (WITT-ENDERLY et al., 2003; BOUTIN et al., 2005). Além disso, pode 

regular a expressão de genes atuando em receptores nucleares, interagir com 

proteínas celulares, sequestrar EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) 

(HORSTMAN; WRONA; DRYHURST, 2002; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). 

Os sítios de ligação de MLT foram descritos a partir de ensaios in vitro com o 

análogo radioativo (2-[ 125I ]-iodomelatonina) em diversas regiões do sistema nervoso 

central, principalmente no núcleo supraquiasmático do hipotálamo anterior 

(supraóptico), núcleo paraventricular, em artérias cerebrais e estão presentes em 

vários tecidos periféricos como nas adrenais, órgãos linfoides primários e secundários, 

coração, glândulas mamárias, trato gastrintestinal e ducto deferente (REPPERT; 

WEAVER; GODSON, 1996; YU et al., 2000; KOOP et al., 2000; FERREIRA; 

MARKUS, 2001) na retina (ACUÑA-CASTROVIEJO et al., 2014), gônadas 

(REPPERT; WEAVER; EBISAWA, 1994) e tecidos neoplásicos (YING et al., 1993). 

Estudos ainda apontam para a presença desses sítios em linfócitos T (KONAKCHIEV 

et al., 1995), neutrófilos (LOPEZ-GONZALEZ et al., 1993) e monócitos (BARJAVEL et 

al., 1998). 

A ação considerada clássica da MLT nos vertebrados está relacionada à 

sinalização endógena da alternância claro/escuro ambiental. Assim, tem ação 

cronobiótica indicando ao organismo a ausência de luz ambiental, sendo importante 

para sincronizar os seres vivos com as condições de iluminação do ambiente, 

ajustando as diversas funções fisiológicas (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003). Além 

disso, a MLT atua no sistema de defesa dos organismos, algumas vezes como um 

antioxidante capaz de anular direta ou indiretamente a ação danosa de radicais livres, 

EROs e ERNs, oriundos do metabolismo celular e de condições fisiopatológicas. Este 

tipo de ação seria, inclusive, a principal função da MLT em organismos mais primitivos 

como bactérias e outros organismos unicelulares, que teriam menos recursos para se 

proteger contra este tipo de condição (MANCHESTER et al., 1995; REITER et al., 

2000; MACCHI; BRUCE, 2004). Além de atuar como um antioxidante, outro efeito 

importante da MLT é a modulação de diversos aspectos da resposta imunológica de 

mamíferos (GARCIA-MAURIÑO et al., 1997). 
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Ainda sobre ação antioxidante, do pondo de vista evolutivo, a função primária 

da MLT está associada à sua capacidade citoprotetora, pela sua propriedade 

antioxidante (TAN et al., 2007). As fontes extrapineais de MLT fortalecem esta 

evidência, pois sua ação local está relacionada às suas propriedades de defesa do 

organismo. O potencial antioxidante da MLT está associado à sua capacidade de 

atuar diretamente como um “scavenger”, sequestrando e reduzindo o potencial 

oxidativo de EROs ou ERNs incluindo ânion superóxido (O2), peróxido de hidrogênio 

(H2O2), óxido nítrico (NO), ácido hipocloroso (HOCl) e peroxinitrito (ONOO-) ou ainda 

à sua atuação sobre a síntese de enzimas antioxidantes (TAN et al., 2010; PAREDES; 

REITER, 2010).  

Por outro lado, a MLT também é reportada em outras pesquisas como agente 

anti-inflamatório, contribuindo à eliminação de radicais livres e na regulação da síntese 

da cicloxigenase 2 (COX-2) (MAYO et al., 2005). Assim, a MLT apresenta uma 

estrutura semelhante a COX-2 e, por isso pode se ligar ao seu sítio ativo, atuando 

como um inibidor natural das funções dessa enzima, ao modular de maneira natural a 

sua atividade (DE LA ROCHA et al., 2007), limitando a produção de quantidades 

excessivas de óxido nítrico, prostanoides e leucotrienos, bem como outros 

mediadores do processo inflamatório, como citocinas, quimiocinas e moléculas de 

adesão (MAURIZ et al., 2013). Acredita-se que as ações anti-inflamatórias da MLT 

são decorrentes da formação do metabólito AMK, capaz de causar inibição e 

infrarregulação da COX-2 (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 2006). 

Finalmente, a MLT é uma molécula evolutivamente conservada, que reduz 

direta e indiretamente a peroxidação lipídica (LPO) em animais e plantas, 

especialmente in vivo. Assim, não sabe se essa ação protetora é exclusivamente 

imputável à sua capacidade de eliminar radicais livres ou se é uma consequência 

desta ação por seus metabólitos o c3OHM, AFMK ou AMK, uma vez que todos os 

metabólitos são formados durante a cascata antioxidante da MLT. Outro aspecto 

importante sobre MLT e seus metabólitos é a ausência de qualquer atividade pró-

oxidante em células normais, uma característica que ocorre com alguns antioxidantes 

clássicos (REITER; TAN; GALANO 2014). 
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2.3.1 Melatonina e Reprodução 

 

A MLT desempenha um importante papel no controle neuroendócrino da 

fisiologia reprodutiva. Além desse efeito sistêmico, a presença de seus receptores 

(MT1 e MT2) ao longo do eixo-hipotálamo-hipófise-gonadal e mais especificamente 

em células ovarianas, sugere um controle intrínseco da reprodução relacionado ao 

ovário podendo atuar na foliculogênese, principalmente na fase antral, em processos 

como a diferenciação das células da granulosa (expressão de receptores para 

hormônio luteinizante) e produção esteroidogênica (ROCHA et al., 2011). A ação da 

MLT na esteroidogênese gonadal provavelmente ocorra dentro do próprio de ovário, 

suposição fortalecida pela presença de sítios de ligação da melatonina em frações de 

membranas das células da granulosa de humanos (YIE et al., 1995) e expressão dos 

receptores de membrana para melatonina nas células da granulosa e luteais de 

humanos (WOO et al., 2001). 

Para Tamura et al. (1998) a MLT tem um papel importante no metabolismo 

lipídico, na gravidez, no período do parto e na função do corpo lúteo. Além disso, altos 

níveis de MLT são encontrados no fluido folicular humano, em concentrações pré-

ovulatórias mais elevadas do que nos níveis séricos no plasma. Sabe-se ainda que as 

concentrações de MLT no fluido folicular aumentam de acordo com o crescimento 

folicular (NAKAMURA et al., 2003). 

Recentemente, estudos têm demonstrado os efeitos antioxidantes da 

melatonina no folículo, especialmente durante o processo de ovulação, confirmando 

a diminuição na formação de radicais livres durante a maturação oocitária e no 

decorrer do desenvolvimento embrionário. A diminuição da produção de ROS, dentro 

do folículo ou mesmo durante o desenvolvimento embrionário (MOTA et al., 2014)  

Outros efeitos incluem a indução da expressão de fatores de crescimento tais 

como do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 e inibição da atresia folicular 

(ROCHA et al., 2013), implantação e desenvolvimento embrionário em mamíferos 

(BRZEZINSKI, 1997; REITER, 2005; DAIR et al., 2008) aperfeiçoamento do processo 

de maturação e preservação da qualidade do oócito, manutenção da homeostase 

placentária que protege ao mesmo tempo o sinciciotrofoblasto dos danos oxidativos, 

melhora a hemodinâmica e transferência de nutrientes na interface placentária-uterina 

(HALDAR; YADAV, 2006; WANG et al., 2013; CHEN et al., 2013; REITER et al., 
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2014a, 2014b). Esses estudos sinalizam que a MLT pode estar envolvida no 

funcionamento ideal do sistema reprodutor, bem como no desenvolvimento 

embrionário. 

 

2.3.2 Melatonina e intoxicações por herbicidas 

 

As intoxicações por herbicidas representam, como já mencionado 

anteriormente, um problema de saúde pública em virtude da elevada incidência. O 

maior interesse no tratamento das intoxicações por herbicidas tem-se concentrado em 

medidas que impeçam ou minimizem as lesões celulares (SERRA; DOMINGOS; 

PRATA, 2003). Nesse sentido, enfatiza-se a utilização de várias substâncias, entre 

elas a MLT (CAGNOLI et al., 1995; MELCHIORRI et al., 1996). 

Durante as duas últimas décadas, muitos estudos têm reportado que a MLT 

atua como antioxidante e eliminador de EROs (REITER; CARNEIRO; OH, 1997; 

GALANO; TAN; REITER, 2011). Dessa forma, Bhatti, Sidhu e Bhatti (2011) 

constataram efeito protetor da MLT contra danos oxidativos em eritrócitos de ratos 

induzidos pela Atrazina. Ação hepatoprotetora e contra a LPO induzida pelo herbicida 

Diquat. Além disso, reduziu a taxa de mortalidade em ratos, bem como a toxicidade 

renal (ZHANG et al., 2006; XU et al., 2007).  

A MLT foi capaz de neutralizar a maioria das mudanças redox produzidos pelo 

herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacético nas células granulares do cerebelo 

reforçando ainda mais a eficácia da MLT como um agente protetor, sendo nesse caso 

um efeito direto no sistema nervoso central (BONGIOVANNI et al., 2007). 

A exposição ao herbicida Atrazina pode causar imunotoxicidade, além de 

outras consequências adversas para a saúde humana e animal. O papel citoprotetor 

da MLT sobre o mecanismo imunotóxico desse herbicida foi estudado por Sharma et 

al. (2014) e reconhecido pela redução do estresse do retículo endoplasmático, da 

apoptose mitocondrial, bem como dos sinais de autofagia. 

O PQ é especialmente tóxico por via inalatória. Já o herbicida Diquat promove 

maiores danos no intestino e fígado (PAREDES; REITER, 2010). Melchiorri et al. 

(1995, 1996) reportaram que a MLT foi capaz de suprimir danos oxidativos provocados 

por ambos os herbicidas. Ainda neste estudo, a MLT recuperou os níveis de 
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concentração de glutationa reduzida (GSH) hepática e pulmonar, bem como elevou a 

DL50 dos ratos de75 mg/kg para 251 mg/kg de PQ. 

ORTIZ et al. (2000) observaram que após a administração de MLT em ratos 

expostos ao PQ houve redução significativamente de micronúcleos em células do 

sangue periférico e de medula óssea. Esse mesmo resultado foi observado por 

Melchiorri et al. (1998). 

O efeito protetor da MLT também foi demonstrado por García-Rubio, Matas e 

Míguez (2005) em estudo in vitro com hepatócitos expostos ao herbicida PQ, pois, a 

MLT reduziu o estresse oxidativo melhorando os níveis de GSH hepático. 

Atualmente, o uso de Glifosato-Roundup® e o aparecimento de disfunções da 

glândula pineal foram correlacionados, em que formulações contendo Glifosato 

podem se ligar a metais como o alumínio e atuar sinergicamente induzindo disfunções 

na glândula pineal podendo levar a várias doenças neurológicas como autismo, 

transtorno do déficit de atenção com hiperatividade, depressão, mal de Alzheimer, mal 

de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica, desordem de ansiedade e até disbiose 

(desequilíbrio da flora intestinal). Além disso, esse tipo de associação pode alterar o 

comportamento das enzimas do sistema citocromo P450, as quais estão envolvidas 

no metabolismo da MLT (SAMSEL; SENEFF, 2013; SENEFF; SWANSON; LI, 2015). 

Associações de herbicidas representam um problema de saúde pública ainda 

maior em todo o mundo, especialmente nos países em desenvolvimento com base 

econômica agroindustrial. Embora o uso associado de herbicidas seja generalizado, 

o seu perfil toxicológico anida é desconhecido. Assim, os antioxidantes têm assumido 

um papel importante contra as intoxicações por herbicidas, sendo na maioria das 

vezes agravados pelas associações entre herbicidas e até mesmo com metais 

pesados. 

Este quadro mostra a necessidade de realizar estudos relacionados à 

administração de agrotóxicos, em especial herbicidas em associação, pois sua 

utilização raramente é realizada individualmente nas lavouras (MATTOS et al., 2002). 

Contudo, as misturas de herbicidas podem ser tóxicas para várias espécies não-alvos, 

como organismos aquáticos e mamíferos (TALLARIDA, 2001, CASTRO; CHIORATO, 

2007).  

Assim, estudos sobre os efeitos da associação de herbicidas coadministrados 

com MLT são poucos ainda e quando se trata dos herbicidas PQ e Glifosato-
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Roundup® existem alguns relatos sobre o efeito protetor da MLT contra os efeitos 

tóxicos do herbicida PQ, porém não há relatos quando se trata do Glifosato-Roundup® 

isoladamente ou associado com o PQ. Por isso, são necessários estudos sobre a 

associação desses herbicidas e seus efeitos sobre os diferentes sistemas biológicos, 

especialmente no sistema reprodutor e no fígado, bem como o tratamento 

experimental com a MLT. 
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RESUMO 

A exposição aos herbicidas Paraquat e Glifosato-Roundup® pode causar lesões celulares por 

elevar os níveis de estresse oxidativo nos diferentes sistemas biológicos, inclusive no sistema 

reprodutor. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da 

intoxicação aguda materna e embrionária por herbicidas, e sua prevenção pela melatonina. 

Assim, ratas albinas com 90 dias de idade pesando 200 ± 20 g foram expostas a doses subletais 

dos herbicidas Paraquat (50 mg/kg de peso corporal) e Glifosato-Roundup® (500 mg/kg de peso 

corporal) por via oral e tratadas com melatonina (10 mg/kg de peso corporal) por via 

intraperitoneal do primeiro até o sétimo dia de prenhez. Em seguida, as ratas foram anestesiadas 

com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg) por via intramuscular e 

eutanasiadas com tiopental (40 mg/kg) seguida por laparotomia. Todos os procedimentos 

experimentais foram previamente aprovados pelo Comitê de Ética, conforme nº da licença 

(063/2013). Foram avaliados peso corporal e ovariano, contagem do número de sítios de 

implantação, de corpos lúteos, das perdas pré-implantação, taxa de implantação, o número de 

células natural killer uterinas, bem como histopatologia dos sítios de implantação e morfometria 

dos epitélios superficial e glandular do endométrio. Os resultados a seguir foram observados 

após exposição aos herbicidas associados (grupo G4) e individuais (grupos G2 e G3). Redução 

no peso corporal (grupos G2 e G4), bem como no peso ovariano, no número de sítios 

implantados, na taxa de implantação, no número total de corpos lúteos e aumento do percentual 

de perdas pré-implantação (grupos G2, G3 e G4). A análise histopatológica dos sítios de 

implantação dos animais do grupo G4 permitiu identificar desorganização do blastocisto e 

degeneração do citotrofoblasto localizado dentro da cavidade blastocística. Na histoquímica 

dos sítios de implantação dos observou-se redução do número de células natural killer uterinas 

(NKu) (grupos G2, G3 e G4). Enquanto, a morfometria revelou redução na altura dos epitélios 

superficial e glandular, bem como no diâmetro das glândulas endometriais (grupos G2, G3 e 
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G4). Entretanto, os tratamentos com melatonina promoveram prevenção de alterações do perfil 

reprodutivo avaliado, bem como de lesões nos sítios de implantação e da redução do número 

de células NKu levando a resultados semelhantes aos animais do grupo controle. Assim, o 

presente estudo mostrou que o tratamento com melatonina atuou como um agente protetor 

contra a toxicidade materno/embrionária induzida experimentalmente pelos herbicidas 

Glifosato-Roundup® e Paraquat favorecendo a prevenção de alterações nos parâmetros 

reprodutivos, além de promover a manutenção da interação materno-embrionária durante a 

implantação, invasão trofoblástica, o que representa uma nova perspectiva no campo de estudos 

da imunologia reprodutiva. 

 

Palavras-chave: glifosato; paraquat; ratas prenhes; implantação embrionária; melatonina; 

histomorfometria. 

 

Introdução 

 

Exposição a herbicidas representa um grave problema de saúde pública nos países em 

desenvolvimento, especialmente naqueles com economias baseadas no agronegócio. A 

utilização destes produtos tem crescido rapidamente em países emergentes, mas na maioria dos 

casos não existe controle eficaz sobre sua venda e o uso. Além disso, a utilização incorreta e 

descontínua dos equipamentos de proteção individual, as limitações no monitoramento da 

exposição ocupacional e as falhas no diagnóstico e tratamento dos casos de intoxicação 

agravam ainda mais o problema [1, 2]. 

Entre algumas das consequências dessa exposição observadas em animais e no homem 

estão o desequilíbrio endócrino associado ao aparecimento de cânceres, infertilidade, más-

formações congênitas no trato genital e modificações na qualidade do sêmen [3], injúrias no 
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desenvolvimento embriofetal, na maturação de sistemas fisiológicos, deficiências anatômicas, 

entre outras [4, 5]. Assim, alterações durante períodos sensíveis ou críticos de desenvolvimento 

como o período embrionário podem gerar alterações importantes, as quais podem se manifestar 

em fases tardias do ciclo de vida ou mesmo serem translocadas às gerações posteriores [6]. 

Além disso, herbicidas como o Paraquat (PQ) e Glifosato-Roundup® podem promover 

disfunções na glândula pineal e podem reduzir a produção de melatonina (MLT) [7, 8] e assim, 

comprometer o processo de implantação embrionária, bem como interferir na gestação [9]. 

O maior interesse no tratamento das intoxicações por herbicidas, tem se concentrado em 

medidas que impeçam ou minimizem as lesões celulares provocadas nos diversos sistemas 

biológicos [10, 11, 12] inclusive no sistema reprodutor durante o desenvolvimento embrionário 

[13]. Nesse sentido, tem-se enfatizado a utilização de várias substâncias, entre elas as com ação 

moduladora da reprodução em mamíferos e antioxidante, como a MLT [14, 15, 16]. 

A literatura relata que a MLT tem um efeito benéficos sobre os processos relacionado 

com o desenvolvimento de oócitos, ovulação e no desenvolvimento embrionário inicial [17, 18] 

na morfologia endometrial e manutenção do processo de implantação embrionária [19]. No 

entanto, não há relatos na literatura sobre os efeitos da MLT em ratas submetidas a intoxicação 

aguda por doses subletais dos herbicidas (PQ) e Glifosato-Roundup® associados, bem como 

seu efeito protetor sobre o processo de implantação embrionária. Assim, testou-se a hipótese de 

que a MLT pode atuar como agente protetor na interface materno/embrionária no terço inicial 

da gestação prevenindo alterações importantes em parâmetros gestacionais. Dessa forma, 

analisou-se o ganho de peso das fêmeas, peso dos ovários, número de sítios de implantação, de 

corpos lúteos, taxa de implantação e perdas pré-implantação, além do número de células NKu, 

possíveis injúrias celulares no processo de implantação embrionária e morfometria dos epitélios 

superficial e glandular do endométrio.  
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Material e Métodos 

 

Reagentes e produtos químicos 

 

Formulações comerciais de glifosato (Glifosato-Roundup®) constituído por 360 g/L de 

glifosato (N-fosfonometilglicina) e 16% (w/v) polioxietilenoamina (surfactante); Gramoxone® 

com 200 g/L de Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio); Melatonina da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA); Dopalen® (hidrocloridrato de ketamina); Rompum® (xilazina) e 

Thionembutal® (tiopental) foram utilizados durante os experimentos. 

 

Aspectos éticos  

 

Todos os procedimentos envolvendo os animais seguiram as diretrizes do OECD - 

Guideline for the Testing of Chemicals [20], bem como aprovados pelo comitê de ética no uso 

de animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob o número da licença 063/2013.  

 

Animais 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Histologia do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) e no Centro de apoio à pesquisa (Cenapesq) ambos 

da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Dessa forma, foram utilizadas 35 ratas da 

linhagem Wistar com 90 dias de idade, pesando 200±20g provenientes do biotério do DMFA. 

Todos os animais foram alojados em ambiente controlado (22±2ºC, humidade 60±10% e 

fotoperíodo de 12 h claro/escuro) com alimentação e água “ad libitum”. Após 10 dias de 

aclimatação, as fêmeas foram submetidas a exames colpocitológicos para determinação da 
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regularidade do ciclo estral. Assim, aquelas que apresentaram 3 ciclos estrais regulares foram 

separadas aleatoriamente e acasaladas para a formação de sete grupos experimentais (n = 5 

cada). Em seguida foram submetidas aos tratamentos e monitoradas diariamente quanto ao peso 

corporal e sobrevivência.  

 

Sistema de acasalamento e certificação de cópula 

 

O sistema de acasalamento adotado foi o poligâmico permanente, com duas fêmeas e 

um macho por gaiola, diariamente, com início às 18 h. Quanto a certificação da cópula foi 

realizada por meio de exames colpocitológicos, diariamente, com início às 6 h, onde por meio 

da verificação da presença de espermatozoides no fluído vaginal foi considerado o primeiro dia 

gestacional. Para a coleta e esfregaço do fluido vaginal, foram utilizados swabs estéreis 

umedecidos em solução salina a 0,9%. Imediatamente após a coleta, cada swab foi pressionado 

sobre a superfície de uma lâmina, onde foram mergulhadas em solução álcool-éter (1:1). A 

leitura das lâminas foi realizada após coloração pelo método Shorr-Harris [21]. 

 

Grupos experimentais 

 

 Os grupos experimentais foram: G1 controle (tratamento com solução salina a 0,9% de 

NaCl por via intraperitoneal), G2 exposição a dose de 50 mg/kg de peso corporal de PQ, G3 

exposição a dose de 500 mg/kg de peso corporal de Glifosato-Roundup® por gavagem, G4 

exposição associada de PQ e Glifosato-Roundup®, G5 exposição ao PQ e tratamento com 10 

mg/kg de peso corporal de MLT, sendo a via de administração de MLT intraperitoneal, G6 

exposição ao Glifosato-Roundup® e tratamento com MLT, G7 exposição associada de PQ e 

Glifosato-Roundup® e tratamento com MLT. Após exposição aos herbicidas e tratamentos com 
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MLT, as ratas, ao sétimo dia de prenhez, entre 9 e 10 h da manhã, foram anestesiadas com 

hidrocloridrato de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg) por via intramuscular e 

eutanasiadas com tiopental (40 mg/kg) seguida por laparotomia para remoção dos cornos 

uterinos, contendo os sítios de implantação, e dos ovários [22, 23]. Logo após foram realizadas 

análise do ganho de peso das fêmeas, peso dos ovários, número de sítios de implantação, de 

corpos lúteos, taxa de implantação e perdas pré-implantação, além do número de células NKu, 

possíveis injúrias celulares no processo de implantação embrionária e morfometria dos epitélios 

superficial e glandular do endométrio.  

 

Tratamento com melatonina  

 

A MLT (Sigma-Aldrich) em 0,5 mL de volume final foi administrada por via 

intraperitoneal sempre no início da noite (18 h) na dose de 10 mg/kg de peso corporal do animal 

do primeiro ao sétimo dia de prenhez. A diluição foi diária por sete dias consecutivos em 

solução de etanol/salina a 4% [10]. A dose foi escolhida segundo estudos in vivo, onde doses 

utilizadas para o tratamento de intoxicações por herbicidas variavam entre 5 mg/kg até 25 

kg/mg, sendo a dose de 10 mg/kg a mais utilizadas. 

 

Exposição aos herbicidas 

 

Para a exposição, os herbicidas foram diluídos em solução salina a 0,9%, sendo o PQ 

na dose de 50 mg/kg de peso corporal do animal de acordo com a DL50 100-150 mg/kg [24] e 

500 mg/kg de Glifosato-Roundup® definida a partir da NOEL-dose de 1000 mg/kg de peso 

corporal do animal [25] estabelecida para o glifosato em ensaios de teratogênese em ratos [26]. 
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Os herbicidas foram administrados por gavagem no intervalo entre 9 e 10 h da manhã do 

primeiro ao sétimo dia de prenhez após pesagem das fêmeas. 

 

Análise histopatológica e histoquímica dos sítios de implantação 

 

Após laparotomia e remoção dos cornos uterinos, os sítios de implantação foram 

quantificados [27], bem como os corpos lúteos nos ovários com o auxílio de estereomicroscópio 

Olympus® modelo SZ40 e calculadas a taxa de implantação (número total de implantes/ número 

de corpos lúteos) x100 e as perdas pré-implantes (número de corpos lúteos – número de 

implantes / número de corpos lúteos) x 100 [28]. Logo após, os sítios de implantação foram 

mergulhados em formaldeído a 10% tamponado e fixados por 24 horas. Posteriormente à 

fixação, os tecidos foram lavados em solução tampão PBS, desidratados em uma série de 

concentração crescente de alcoóis (80, 90, 95 e 2x100%) e incluídos em glicol metacrilato 

historesina (Historesin Leica®). Os cortes de 4 µm foram obtidos em micrótomo Leica® modelo 

RM 2245 equipado com navalha de vidro, distendidos em água e colocados sobre lâminas, 

levados para secagem em estufa a 60°C por 1 minuto e submetidos às técnicas de coloração 

pela Hematoxilina - Eosina (H.E.) e Ácido Periódico de Schiff (PAS). As lâminas em 

duplicata/animal foram analisadas (10 campos aleatórios) em microscópio de luz, da marca 

Leica® modelo DM500 e fotografadas mediante o uso de câmera Leica® modelo EC3 acoplada 

ao microscópio para análise histopatológica. Para análise histoquímica, cinco imagens/grupo 

dos sítios de implantação corados com PAS foram transferidas para o software de análise de 

imagem (ImageJ 1.49t, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) para o 

armazenamento dos dados sobre a estimativa do número de células NKu. 
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Análise morfométrica 

 

Para a análise morfométrica foram realizadas capturas de imagens (2 

lâminas/animal/grupo) mediante o uso de câmera Leica® modelo EC3 acoplada ao microscópio, bem 

como análise dos parâmetros: altura dos epitélios luminal e glandular do endométrio e diâmetro 

de glândulas endometriais pelo software Leica® Application Suite (LAS) EZ. Para cada 

animal/grupo, foram feitas 10 medições / 5 campos dos parâmetros estudados.  

 

Análise estatística 

 

Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média e analisadas pelo 

software SAS® for Windows versão 9.0. As diferenças entre os grupos foram determinadas 

através da Análise de Variância (ANOVA - oneway), após teste para normalidade (Shapiro-

Wilk). As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, ao nível de 5% (p<0,05) de 

probabilidade.  

 

Resultados 

 

Aferição de ganho de peso das ratas prenhes 

 

Ao final do período de exposição aos herbicidas e tratamento com MLT, as ratas prenhes 

de cada grupo foram pesadas. As médias obtidas foram analisadas estatisticamente e revelaram 

ganho de peso no grupo controle (p<0,001), porém a exposição associada dos herbicidas 

(p<0,001) e individual do PQ (p<0,01) promoveram perda de peso quando comparadas aos do 
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controle. No entanto, o tratamento com MLT preveniu a perda de peso induzida pelo PQ e 

associação do PQ mais o Glifosato-Roundup® (p<0,5) (Figura 1). 

 

Análise do peso dos ovários, número de sítios de implantação e taxa de implantação  

 

  A exposição associada e individual dos herbicidas (PQ + Glifosato-Roundup®) 

promoveram redução no peso dos ovários e no número de sítios implantados quando 

comparados aos do controle (Tabela 1), porém o número de sítios implantados entre os grupos 

PQ e Glifosato-Roundup® não diferiram. O mesmo comportamento observado no número de 

sítio de implantação foi também evidenciado para a taxa de implantação (número total de 

implantes/ número de corpos lúteos) x100. Já entre os grupos tratados com MLT evidenciou-se 

que os pesos dos ovários foram semelhantes aos do grupo controle. Esse mesmo resultado foi 

observado para o número de sítios implantados e taxa de implantação (Tabela 1).  

 

Número de corpos lúteos e perdas de pré-implantação 

 

A avaliação dos ovários por meio de estereomicroscópio dos grupos experimentais 

revelou que a exposição individual e associada dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® 

também levou a uma redução do número total de corpos lúteos, bem como aumento do 

percentual de perdas pré-implantação em relação ao controle (Tabela 1). Ao analisar os mesmos 

parâmetros observou-se que os valores entre os grupos expostos aos herbicidas Paraquat e 

Glifosato-Roundup® não diferiram. Verificou-se também que o tratamento com MLT promoveu 

prevenção da redução de corpos lúteos e do aumento do percentual de perdas pré-implantação 

quando comparados aos valores do grupo controle. (Tabela 1).   
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Análise histopatológica e histoquímica dos sítios de implantação 

 

A avaliação de peça anatômica de cornos uterinos do grupo controle, bem como dos 

grupos expostos aos herbicidas e tratados com MLT revelaram sítios de implantação ao 7ª dia 

pós-coito, ovários e bexiga aparentemente bem preservados (Fig. 2A). Quanto a análise 

histopatológica dos sítios de implantação visão panorâmica (Fig. 2B) de ratas do grupo controle 

revelou a presença de blastocisto com citotrofoblasto, embrioblasto e cavidade blastocística 

preservadas, bem como processo de decidualização bem definido (Fig. 2C). Porém, nas 

amostras expostas aos herbicidas associados (grupo G4 com lesões mais acentuadas) 

observaram-se desorganização do blastocisto e degeneração do citotrofoblasto localizado 

dentro da cavidade blastocística (Fig. 2D). Nas amostras de ratas tratadas com MLT, os sítios 

de implantação apresentaram organização estrutural semelhante aos observados nas ratas do 

grupo controle (Fig. 2E) indicando possível ação protetora da MLT. Na histoquímica observou-

se redução no número de células NKu dos sítios de implantação das ratas dos grupos expostos 

aos herbicidas individualmente e associados (Figs. 3B, 3C, 3D e 3H) quando comparadas aos 

do grupo controle (Figs. 3A e 3H), porém após o tratamento com MLT o número de células 

NKu foi semelhante ao controle (Figs. 3E, 3F e 3H), menos no grupo exposto aos herbicidas 

associados (Figs. 3G e 3H). 

 

Análise morfométrica 

 

A análise morfométrica redução na altura dos epitélios luminal e glandular, bem como 

no diâmetro das glândulas endometriais após exposição individual e associada dos herbicidas 

PQ e Glifosato-Roundup®, porém o tratamento com MLT, promoveu prevenção da redução dos 

parâmetros estudados quando comparados aos do grupo controle (Tabela 2). 
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Discussão 

 

No presente estudo observamos que a exposição aguda de doses subletais dos herbicidas 

PQ e Glifosato-Roundup® associados e o PQ individual promoveu perda de peso em ratas 

prenhes. Resultados semelhantes foram observados em ratos expostos aos herbicidas Atrazina 

e PQ [29, 35]. Assim, a perda peso é um forte indicativo de toxicidade sistêmica podendo levar 

à toxicidade materna com perdas embrionárias [31]. A toxicidade materna é uma das causas de 

alterações no desenvolvimento embriofetal e pós-natal [30, 34], sendo diagnosticada 

particularmente pela perda de peso corporal [29], embora outras alterações como redução da 

locomoção, diarreia, piloereção, mortes e redução do consumo de água e alimento também 

sejam consideradas [32]. Verificou-se ainda, que a associação dos herbicidas reduziu de forma 

expressiva (p<0,001) o peso corporal das ratas prenhes quando comparados entre os grupos 

expostos individualmente e ao controle, indicando um possível sinergismo entre os herbicidas. 

Neste contexto, o efeito sinérgico do PQ observado durante o período pré-natal [33] e do 

Glifosato-Roundup® entre o princípio ativo glifosato e seu adjuvante polioxietileno amina 

(POEA) [36, 55] explicariam os resultados do grupo associado. Além disso, os herbicidas 

promoveram redução no número de corpos lúteos, resultados semelhantes foram observados 

em ratas Wistar expostas ao herbicida PQ [37], no número de sítios de implantação, no peso 

dos ovários, menor taxa de implantação e maior percentual de perdas pré-implantação. 

Resultados semelhantes foram observados em camundongos expostos ao PQ [13]. Verificou-

se ainda que a associação dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® revelou ação sinérgica e os 

maiores valores nos parâmetros estudados. Resultados semelhantes envolvendo outras 

associações de herbicidas (ácido diclorofenoxiacético, dicamba e mecoprop) promoveram o 

mesmo comportamento durante a implantação embrionária [42]. No entanto, o tratamento com 

MLT evidenciou-se que os indicadores reprodutivos foram semelhantes aos do grupo controle. 
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Assim, a MLT tem sido reconhecida por suas ações benéficas nas gônadas. É sabido que a MLT 

produzidas nos ovários, auxilia na maturação folicular e na preservação da integridade do óvulo 

antes e no momento da ovulação, atuando como um importante agente na manutenção ideal da 

fisiologia reprodutiva [38]. 

A análise histopatológica dos sítios de implantação de ratas do grupo controle revelou a 

presença de blastocisto com citotrofoblasto, embrioblasto e cavidade blastocística preservadas, 

além de processo de decidualização bem definido. No entanto, a exposição aos herbicidas, em 

especial, a associação evidenciou-se desorganização do blastocisto e degeneração do 

citotrofoblasto localizado dentro da cavidade blastocística. Esse perfil de lesões pode ser 

atribuído à vulnerabilidade do blastocisto por concentrações baixas de agroquímicos, dos quais 

comprometem o processo de diferenciação do embrioblasto e citotrofoblasto, bem como 

intensifica o processo de apoptose [43]. Além disso, na análise histoquímica observou-se 

redução no número de células NKu dos sítios de implantação de ratas dos grupos associado e 

individual. Neste contexto, as células NKu participam da interação materno-embrionária 

durante a implantação, invasão trofoblástica, placentação e desenvolvimento fetal, o que repre-

senta uma nova perspectiva no campo de estudos da imunologia reprodutiva, além disso 

associar a resposta imune como uma causa de infertilidade [41]. Assim, o tratamento com MLT, 

promoveu prevenção de alterações estruturais nos sítios de implantação, bem como no número 

de células NKu quando comparado ao grupo controle. Neste contexto, a transformação do 

endométrio em decídua ocorre imediatamente após a implantação do blastocisto [39]. Assim, o 

número de células NKu aumentam no endométrio, particularmente na decídua basal durante a 

fase de implantação [56, 57, 58], mas também aparecem precocemente durante a fase secretória 

precoce, indicando um papel primário na implantação e estabelecimento da gravidez [58]. 

Assim, a MLT pode estar envolvida como agente antioxidante no processo de implantação 
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embrionária, na decidualização, bem como na remodelação da matriz extracelular uterino [40] 

o que explicaria os resultados do presente estudo. 

A análise morfométrica dos epitélios luminal e glandular do endométrio revelou redução 

na altura dos epitélios e no diâmetro das glândulas endometriais, porém o tratamento com MLT, 

promoveu prevenção desses parâmetros com valores semelhantes aos do controle. Neste 

contexto, o crescimento e desenvolvimento embrionário dependem inicialmente do endométrio, 

especialmente, das secreções oriundas das glândulas endometriais que fornecem os primeiros 

nutrientes ao pré-embrião [44, 48]. Além disso, marcadores bioquímicos como as integrinas, 

mucinas, citocinas, fatores de crescimento, marcadores imunológicos endometriais, bem como 

a dinâmica dos complexos juncionais promovem a receptividade endometrial entre o sexto e o 

décimo dia de prenhez [45, 46]. É sabido que os herbicidas PQ e Glifosato-Roundup®, além de 

atuarem como disruptores endócrinos [49, 50] produzem espécies reativas de oxigênio (EROs) 

[12, 25, 51, 52], assim quando a produção é maior que a capacidade da célula em degradá-las, 

passamos a ter um quadro de estresse oxidativo. Nesta situação, pode-se verificar inativação 

enzimática, danos ao DNA, peroxidação lipídica e por fim, morte celular [47, 53] o que 

explicaria nossos resultados morfométricos. Quanto a MLT, o efeito protetor [54] 

provavelmente diminui os danos provocados por EROs oriundos dos herbicidas PQ e Glifosato-

Roundup®. 

Conclui-se que o tratamento com MLT, durante o terço inicial da gestação, atua de 

forma eficiente contra a toxicidade reprodutiva e embrionária induzidas pelos herbicidas PQ e 

Glifosato-Roundup®, além de promover prevenção de alterações dos indicadores de fertilidade 

avaliados como prevenção da integridade morfológica do blastocisto, do ganho de peso corporal 

materno, do peso ovariano, no número de corpos lúteos, na viabilidade da implantação 

embrionária e manutenção das células NKu. 
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Figura 1. Ganho médio de peso das ratas prenhes durante a exposição aos herbicidas e tratamento com a 

MLT do primeiro até o sétimo dia de prenhez. Todos os valores representam média ± erro padrão de sete grupos 

experimentais. (*) indica diferença significativa entre o grupo controle e os grupos expostos aos herbicidas. Notar 

que a exposição ao Paraquat (PQ) e sua associação com o Glifosato-Roundup® apresentou perda de peso **p<0,01 

***p<0,001 e prevenção da perda quando tratado com melatonina (MLT) *p<0,05 (ANOVA/Tukey). 
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Figura 2. Fotomicrografias de amostras de sítios de implantação de ratas prenhes expostas aos 

herbicidas Paraquat e Glifosato-Roundup® e tratadas com melatonina. Grupos G1, G4 e G7 (grupos 

com alterações significativas). Peça anatômica de cornos uterinos ao 7ª dia pós-coito com sítios de 

implantação, ovários e bexiga aparentemente bem preservados (Fig. 2A). Visão panorâmica de sítio de 

implantação (SI) do grupo controle (Fig. 2B) e estruturas bem preservadas como citotrofoblasto (Ct), 

embrioblasto (asterisco), cavidade blastocística (CB) e zona de decidualização madura bem definida 

(ZDM) também do grupo controle (Fig. 2C). Enquanto no grupo exposto aos herbicidas associados 

apresentaram desorganização do blastocisto e degeneração do citotrofoblasto (Ct) (seta) localizado dentro 

da cavidade blastocística (CB) (Fig. 2D). No grupo G7 (herbicidas associados) o tratamento com MLT 

promoveu proteção da organização estrutural do blastocisto (Fig. 2E). Escalas de barras: 50 e 500µm. 
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Figura 3: Avaliação histoquímica de células natural killer uterinas de sítios de implantação do blastocisto de ratas dos 

grupos experimentais. (A) G1 - controle, observar marcação forte; (B) G2 – PQ, (C) G3 – Glifosato-Roundup® e (D) G4 - 

PQ+Glifosato-Roundup®, marcação leve; (E) G5 - PQ+MLT, (F) G6 – Roundup®+MLT marcação semelhante ao controle, 

exceto em (G) G7 - PQ+Glifosato-Roundup®+MLT. Quantificação de células natural killer uterinas através da marcação dos 

grânulos citoplasmáticos PAS positivos em Pixels (Fig. H). Grupos Barras sobre asteriscos diferem significativamente do 

controle pelo teste de Tukey (*** p>0,001. ** p> 0,01 e * p>0,05). 
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Tabela 1. 1Indicadores de fertilidade dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratada com MLT. 

1Dados apresentados como média ± EPM. 

2Roundup (glifosato-Roundup® 500mg/kg/dia), PQ (Paraquat 50mg/kg/dia) via gavagem e MLT (Melatonina 10mg/kg/dia) via intraperitoneal. 
3Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey HSD nível de 5% de significância. 
4(número total de implantes/ número de corpos lúteos) x100. 

5(número de corpos lúteos – número de implantes / número de corpos lúteos) x 100. 

 

 

 

 

 

 
 

 

3Parâmetros 

2Tratamentos 

Controle PQ Glifosato-

Roundup® 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

PQ + MLT  Glifosato-

Roundup® + MLT 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

+ MLT 

F Estatística P 

Número de ratas prenhes 5 5 5 5 5 5 5  

Peso dos ovários (mg) 63,2±0,5a 35,4±1,9c 45,0±2,3b 30,6±1,0d 56,0±2,0a 54,4±1,7a 54,6±1,7a 75,450,0001 

Número de implantações 12,4±0,5a 5,4±0,4b 7,2±0,6b 2,6±0,4c 11,0±0,7a 11,8±0,7a 9,8±0,6a 41,510,0001 

4Taxa de implantação (%) 83,6±2,0a 49,0±2,2b 58,2±1,3b 29,2±4,4d 75,8±3,7a 78,2±4,2a 73,7±2,6a 41,290,0001 

Número de corpos lúteos 15,2±0,6a 8,8±0,5b 9,4±0,9b 5,8±0,6c 13,2±0,4a 14,0±0,7a 13,0±0,8a 27,610,0001 

5Perdas pré-implantação (%) 16,4±1,5a 40,6±1,0b 35,5±1,2b 55,5±3,1c 23,4±3,6a 18,3±1,3a 22,9±3,0a 37,660,0001 
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Tabela 2. 1Análise morfométrica de parâmetros endometriais dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratada com MLT.   

1Dados apresentados como média ± EPM. 

2Roundup® (500mg/kg/dia), PQ (Paraquat 50mg/kg/dia) via gavagem e MLT (Melatonina 10mg/kg/dia) via intraperitoneal. 
3Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey HSD nível de 5% de significância. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3Parâmetros 

2Tratamentos 

Controle PQ Glifosato-

Roundup® 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

PQ + MLT  Glifosato-

Roundup® + MLT 

Glifosato-

Roundup® + PQ + 

MLT 

F Estatística P 

Número de ratas prenhes 5 5 5 5 5 5 5  

Altura do epitélio superficial (µm) 23,7±0,5a 13,9±0,7c 18,2±0,4b 9,9±0,6d 21,8±0,7a 22,2±0,4a 21,2±0,7a 64,200,0001 

Altura do epitélio glandular (µm) 21,9±0,7a 13,1±0,4b 16,1±0,7c 9,8±0,7d 20,4±0,4a 21,3±0,4a 19,2±0,4a 54,170,0001 

Diâmetro das glândulas 

endometriais (µm)  

37,1±1,5a 20,0±0,6c 26,9±1,3b 14,0±0,7d 36,0±1,5a 37,2±1,0a 33,8±0,9a 49,570,0001 
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Resumo 

O fígado, sendo o principal sítio de metabolização de substâncias tóxicas é particularmente 

suscetível aos danos provocados por herbicidas. Assim, o objetivo do presente estudo foi 

analisar o efeito da melatonina (MLT) sobre o fígado de ratas prenhes expostas a formulações 

comerciais de herbicidas. Dessa forma, as ratas foram expostas a doses subletais dos herbicidas 

Paraquat (PQ) (50 mg/kg) e/ou Glifosato-Roundup® (500 mg/kg) e tratadas com MLT (10 

mg/kg) do 1º ao 7º dia de prenhez. Foram realizadas aferições do ganho de peso corporal, 

análise hematológica e de parâmetros bioquímicos, estresse oxidativo hepático e histopatologia 

do fígado. Os resultados revelaram perda de peso corporal nos grupos (G2 e G4), redução no 

número de eritrócitos, na concentração de hemoglobina, nos valores do hematócrito, na 

contagem total de leucócitos, no número de neutrófilos segmentados nos grupos (G2, G3 e G4), 

de eosinófilos no grupo (G4) e redução no número de linfócitos no grupo (G4) . Além disso, na 

análise bioquímica e do estresse oxidativo hepático foram observadas reduções nos níveis 

séricos de albumina, aumento dos níveis séricos de alanina aminotransferase, aspartato 

aminotransferase e fosfatase alcalina e de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), 

bem como redução dos níveis de glutationa reduzida (GSH) nos grupos (G2, G3 e G4). Quanto 

a histopatologia de amostras de fígado das ratas foi observada a presença de hepatócitos 

necróticos, infiltrado inflamatório portal e centrolobular, congestão dos capilares sinusoides no 

grupo (G4) com lesão mais impactantes. Esses resultados foram observados após exposição aos 

herbicidas associados e individual. Nos grupos tratados com MLT (G5, G6 e G7) verificou-se 

que os parâmetros estudados foram similares aos do controle, porém os níveis de albumina 

sérica, percentual de eritrócitos e linfócitos, concentração de hemoglobina, bem como os 

valores do hematócrito do grupo (G7) a prevenção das alterações nesses parâmetros foi parcial. 

Assim, o presente estudo mostrou que o tratamento com MLT atua como um agente 

hepatoprotetor contra a toxicidade hepática induzida experimentalmente, favorecendo uma 

normalização do ganho de peso corporal, dos parâmetros hematológicos, bioquímicos e redução 

do estresse oxidativo hepático. 

 

Palavras-chave: Herbicidas; melatonina; fígado; estresse oxidativo; hematologia; 

histopatologia 

 

1. Introdução 
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A ampla utilização de agrotóxicos nas diversas culturas de importância econômica 

expõe a população em geral ao risco de graves intoxicações. Embora a utilização dos 

agrotóxicos tenha proporcionado o aumento da produtividade agrícola, possibilitando a 

produção de alimentos com qualidade a um custo menor (Mascarenha e Pessoa, 2013). O uso 

indiscriminado desses produtos pode trazer prejuízos à saúde humana e animal, e ao meio 

ambiente (Cassal et al., 2014).  

Na literatura tem-se observado que exposições a herbicidas, em especial as formulações 

a base de glifosato (Glifosato-Roundup®) produzem alterações hepáticas importantes, como 

congestão dos capilares, aumento das células de kupffer (Benedetti et al., 2004), anormalidades 

funcionais da atividade de enzimas hepáticas (Daruich et al., 2001) e alterações de parâmetros 

hematológicos (Jasper et al., 2012). Enquanto o herbicida (PQ), produto extremamente tóxico 

capaz de causar intoxicações fatais tanto para humanos quanto para animais (Melchiorri et al., 

1996), produz espécies reativas de oxigênio (EROs) responsáveis pela lipoperoxidação (LPO) 

das membranas celulares (Peter et al., 1992), degeneração e necrose de hepatócitos (Lheureux 

et al., 1995), necrose centro-lobular hepática, edema e necrose dos canais biliares tanto intra 

como extra-hepáticos (Honoré et al., 1994; Serra et al., 2003). Além disso, ambos herbicidas 

promovem injúrias no desenvolvimento embriofetal (Dent et al., 2007; Oliveira et al., 2014).  

O tratamento das intoxicações por herbicidas, baseia-se em medidas que diminuam a 

absorção, aumentem a excreção e modifiquem os efeitos danosos nos sistemas biológicos (Serra 

et al., 2003). O uso de agentes antioxidantes vem sendo estudado, pois há interesse crescente 

no estudo de substâncias que possam servir como antídoto nas intoxicações, uma vez que os 

herbicidas, em especial o PQ aumentam os índices de morbidade e mortalidade (Almeida et al., 

2007). Por esta razão, pesquisas têm sugerido a utilização de antioxidantes como a MLT, pela 

sua atuação contra injúrias morfofuncionais em tecidos e órgãos inclusive no fígado (Melchiorri 

et al., 1995, 1996; Ohta et al., 2000a, 2000b), bem como no sistema reprodutor e 

desenvolvimento embrionário (Reiter et al., 2009; Niknafs et al., 2014). Estudos relatam que a 

MLT estimula a produção de glutationa peroxidase contribuindo para as defesas ao nível celular 

contra o estresse oxidativo (Reiter et al., 1995; Pablos et al., 1996) promovendo a estabilização 

da membrana celular tornando-a mais resistentes ao ataque oxidativo (Garcia et al., 1998), além 

disso, atua como agente antiinflamatório (Mauriz et al., 2013). 

No Brasil o número de trabalhadores rurais que estão potencialmente expostos aos 

agrotóxicos, especialmente os herbicidas é bastante expressivo, onde a mão-de-obra feminina 

constitui, aproximadamente, 60% do total, o que contribui para o aumento da contaminação 

pelos mesmos, em especial, no período gestacional (Branco e Vainsencher, 2001) e que não há 
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relatos na literatura sobre os efeitos da MLT em ratas prenhes submetidas a intoxicação aguda 

por doses subletais dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® associados. Assim, testou-se a 

hipótese de que a MLT pode atuar como agente hepatoprotetor, melhorando indicadores 

morfofuncionais do fígado. Dessa forma, analisou-se o perfil hematológico e bioquímica, 

estresse oxidativo, histopatologia do fígado, bem como aferição do ganho de peso corporal das 

fêmeas. 

 

 

2. Material e Métodos 

 

 

2.1 Animais e produtos químicos  

 

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Histologia do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), no Centro de apoio à pesquisa (Cenapesq) ambos da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Laboratório Integrado de 

Neurofisiologia e Farmacologia Renal da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 

Portanto, foram utilizadas 35 ratas (Rattus norvegicus albinus, Wistar) provenientes do biotério 

do DMFA, com 90 dias de idade, pesando 200 ± 20 g, alojadas em condições controladas com 

alimentação e água “ad libitum”, temperatura 22 ± 2ºC, umidade 60 ± 10% e fotoperíodo de 12 

h claro e 12 h escuro. Todos os procedimentos realizados foram submetidos e aprovados pelo 

comitê de ética no uso de animal da UFRPE, sob o número da licença 063/2013 e de acordo 

com OECD - Guideline for the Testing of Chemicals - (OECD, 2008).  

Formulações comerciais Glifosato-Roundup® (lote: BS 1096/98 da Monsanto do Brasil, 

constituído por 360 g/L de glifosato (N-fosfonometilglicina) e 16 % (w/v) polioxietileno amina 

(surfactante), Gramoxone® (lote: PLN 3 A 0033-13-56604) do Brasil consistindo de 200 g/L 

de Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinio), MLT da Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA), 

Dopalem® (hidrocloridrato de cetamina), Rompum® (xilazina) e Thionembutal® (tiopental) 

foram utilizadas durante os experimentos. 
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2.2 Grupos experimentais e Tratamentos  

 

Após adaptação das ratas no biotério do DMFA/UFRPE foram realizados exames 

colpocitológicos para determinação da regularidade do ciclo estral (Mattaraia e Moura, 2012). 

As fêmeas que apresentaram 3 ciclos estrais regulares foram separadas, ao acaso, em sete 

grupos com cinco ratas em cada. Os grupos foram: G1 controle (tratamento com solução salina 

a 0,9 % de NaCl), G2 exposição a dose de 50 mg/kg de PQ, G3 exposição a dose de 500 mg/kg 

de Glifosato-Roundup®, G4 exposição associada de PQ e Glifosato-Roundup®, G5 exposição a 

dose de 50 mg/kg de PQ e tratamento com 10 mg/kg de MLT, G6 exposição a dose de 500 

mg/kg de Glifosato-Roundup® e tratamento com 10 mg/kg de MLT, G7 exposição associada 

de PQ e Glifosato-Roundup® e tratamento com 10 mg/kg MLT.  

A MLT foi administrada por via intraperitoneal sempre às 18 h na dose de 10 mg/kg de 

peso corporal do animal, sendo diluída diariamente por sete dias consecutivos em solução de 

etanol/salina a 4 %, (Melchiorri et al., 1995). Para a exposição aos herbicidas foram diluídos 

em solução salina (0.9 % de NaCl), sendo o PQ na dose subletal de 50 mg/kg de peso corporal 

do animal de acordo com a DL50 100-150 mg/kg (Kimbrough et al., 1970) e 500 mg/kg de 

Glifosato-Roundup® definida a partir da NOEL-dose de 1000 mg/kg de peso corporal do animal 

(Williams et al., 2000) estabelecida para o glifosato em ensaios de teratogênese em ratos (EPA, 

1996).  

Os herbicidas foram administrados via gavagem sempre às 9 h após pesagem das 

fêmeas. Ao término da exposição aos herbicidas e tratamento com MLT, as ratas, ao sétimo dia 

de prenhez foram anestesiadas com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 

mg/kg), por via intramuscular e submetidos a coleta de sangue por punção cardíaca 

(Parasuraman et al., 2010). Parte do sangue foi utilizado para a estimativa dos parâmetros 

hematológicos, enquanto o restante foi centrifugado a 3000 rpm a 4 °C durante 15 minutos, em 

seguida o soro foi removido e armazenado a - 80 °C para análise bioquímica (Benedetti et al., 

2004; Jasper et al., 2012). Na etapa seguinte, as ratas foram eutanasiadas com tiopental (40 

mg/kg) seguida por laparotomia para remoção do fígado e armazenamento a - 80°C para análise 

do estresse oxidativo e/ou imediatamente fixados em formol a 10% tamponado para análises 

histopatológicas. 
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2.3 Análise hematológica  

 

A estimativa do número de eritrócitos, leucócitos totais, concentração de hemoglobina, 

hematócrito, bem como contagem diferencial de leucócitos foram realizados de acordo com 

Garg e Goyal (1992).  

 

 

 

2.4 Análise da função hepática  

 

Os níveis séricos de transaminases (alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) e Fosfatase alcalina (FA), bem como de Albumina (Al) foram dosados 

usando analizador químico (BEL Photonics® Spectrophotometer SP 2000 UV) e KIT’s 

comerciais de diagnótico (LabTest, Minas Gerais, Brasil). Todas as dosagens foram realizadas 

em triplicata. 

 

2.5 Estresse oxidativo  

 

Para análise do estresse oxidativo por meio da mensuração dos níveis de substâncias 

reativas com ácido tiobarbitúrico (TBARS), amostras de fígado foram macerados em cloreto 

de potássio (KCl) 1,15 %, numa proporção de 10 mL/g, até completa homogeneização do 

material. O homogenato foi transferido para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2 mL do 

reagente (0,375 % ácido tiobarbitúrico e 75 % ácido tricloroacético) para cada mL da mistura. 

Os tubos em triplicata foram lacrados e aquecidos em banho-maria a 100 ºC durante 15 minutos. 

O sobrenadante foi separado, e a absorbância medida a 535 nm (Buege e Aust, 1978). Os níveis 

de glutationa reduzida (GSH) foram quantificados por meio da concentração dos grupos 

sulfidrilo não proteicos nos homogeneizados. A outra metade de cada homogeneizado foi 

misturado com um volume igual de 10% (w / v) de ácido tricloroacético (TCA) para precipitar 

as proteínas e, em seguida, centrifugada a 1000 g durante 10 min. Sequencialmente, 1 mL de 

sobrenadante foi misturado com 1,5 mL de meio de reação contendo Tris a 100 mM (pH 8,9) e 

0,4 mM de 5,5'-ditio-bis-2-nitro-benzóico, sendo incubados à temperatura ambiente durante 5 

min em placas de 96 poços e a absorvância foi medida a 412 nm. Os resultados foram 

comparados com uma curva padrão, utilizando -cisteína, e corrigidos para o teor de proteína 
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dos homogenatos iniciais (Sedlak e Lindsay, 1968). Todas as dosagens foram realizadas em 

triplicata. 

 

2.6 Análise histopatológica do fígado 

 

Amostras de fígado foram preservadas em formaldeído a 10% tamponado por 24 horas. 

Logo após, foram lavadas em solução tampão PBS, desidratadas em álcool em série crescente 

de concentração e incluídas em glicol metacrilato historesina (Historesin Leica®). Os cortes de 

4 µm foram obtidos em micrótomo Leica® modelo RM 2245 equipado com navalha de vidro, 

distendidos em água destilada e colocados sobre lâminas, levados para secagem em estufa a 

60°C por 1 minuto e submetidos às técnicas de coloração pela Hematoxilina - Eosina (H.E.). 

As lâminas em duplicatas/animal foram analisadas (10 campos aleatórios com espaço porta e 

veia centrolobular) em microscópio de luz, da marca Leica® modelo DM500 e fotografadas 

mediante o uso de câmera Leica® modelo EC3 acoplada ao microscópio, bem como do software 

Leica® Application Suite (LAS) EZ para análise histopatológica (Benedetti et al., 2004; Lemos 

et al., 2011, 2014; Almeida et al., 2014). 

 

2.7 Análise estatística 

  

Todos os valores foram expressos como média ± erro padrão da média e analisadas pelo 

software SAS® for Windows versão 9.0. Os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), sendo previamente testados para normalidade pelo Teste de Shapiro-Wilk. As 

médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, ao nível de 5% de probabilidade.  

 

3. Resultados 

 

3.1 Avaliação do peso corporal  

 

A análise estatística do ganho de peso das ratas prenhes dos grupos experimentais 

herbicidas associados (PQ + Glifosato-Roundup®) e individual (PQ) revelou valores 

estatisticamente menores quando comparados ao controle. No entanto, o tratamento com MLT 

preveniu a perda de peso (Fig. 1). 
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3.2 Análise hematológica 

 

Ao analisar estatisticamente os valores dos parâmetros hematológicos (Tabela 1) 

observou-se redução no número de eritrócitos, na concentração de hemoglobina e nos valores 

do hematócrito nos animais dos grupos expostos aos herbicidas associados e individuais quando 

comparados aos do controle. Verificou-se ainda que a associação dos herbicidas promoveu os 

menores valores para os parâmetros citados. Já entre os grupos expostos individualmente e 

tratados com MLT evidenciou valores semelhantes ao controle, o que não ocorreu no grupo 

com associação dos herbicidas e tratados com MLT. Na contagem total de leucócitos, 

evidenciou-se aumento nos grupos expostos aos herbicidas individuais e associados, sendo mais 

expressivo neste último. Já entre os grupos tratados com MLT os valores foram semelhantes ao 

do controle. Na contagem diferencial foi observado para o número de neutrófilos segmentados 

o mesmo comportamento apresentado na contagem total de leucócitos. Para os eosinófilos 

verificou-se que apenas o grupo associado de herbicidas apresentou aumento significativo 

quando comparados ao controle, enquanto entre os grupos tratados com MLT todos 

apresentaram valores semelhantes aos do controle. Quanto ao número de linfócitos houve 

redução nos grupos expostos aos herbicidas associados e individual, sendo mais expressiva na 

associação. Já entre os grupos tratados com MLT os valores foram semelhantes aos do controle, 

exceto no grupo de herbicidas associados, onde a redução foi mantida. Os resultados referentes 

ao número de monócitos não diferiram entre grupos estudados (Tabela 1).  

 

3.3 Análise da função hepática  

 

A exposição associada e individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® promoveu 

nas ratas reduções nos níveis séricos de albumina quando comparadas aos do controle. 

Verificou-se ainda que a associação dos herbicidas promoveu a maior redução. Os grupos 

tratados com MLT apresentaram níveis séricos da albumina semelhantes aos observados no 

controle, exceto no grupo associado. Os valores para os níveis séricos de AST, ALT e FA 

apresentaram-se elevados quando expostos aos herbicidas individualmente e/ou associados, em 

comparação ao controle. Esses valores foram mais expressivos com a associação. Nos grupos 

tratados com MLT verificou-se que os níveis desses parâmetros foram similares aos do controle 

(Tabela 2). 

 

3.4 Estresse oxidativo 
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As análises dos níveis de TBARS no tecido hepático após exposição associada e 

individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® revelaram valores elevados quando 

comparados aos do controle. Verificou-se ainda que a associação dos herbicidas promoveu os 

maiores valores para os níveis de TBARS. Já entre os grupos tratados com MLT evidenciou 

valores semelhantes aos do controle (Fig. 2). Para os níveis de GSH a exposição associada e 

individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® promoveram redução quando comparados 

aos do controle, porém nos grupos tratados com MLT houve prevenção da redução com valores 

semelhantes aos do controle (Fig. 3). 

 

3.5 Análise histopatológica do fígado  

 

A análise histopatológica de amostras de fígado (Fig. 4) das ratas prenhes do controle 

(Fig. 4A e 4A1) revelou a presença de cordões de hepatócitos radialmente dispostos formando 

placas celulares bem preservadas no interior do lóbulo hepático, entre as quais localizam-se os 

sinusoides. A exposição associada dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® (Fig. 4B e 4B1) 

promoveu maiores danos ao tecido hepático. Nesse mesmo grupo observaram-se hepatócitos 

necróticos, infiltrado inflamatório portal e centrolobular, congestão dos capilares sinusoides. 

Nas ratas expostas aos herbicidas e tratadas com MLT, o fígado apresentou-se com 

características histológicas semelhantes ao controle, porém foi possível observar áreas com 

reação inflamatória focal e discreta congestão (Fig. 4C e 4C1). 

 

4. Discussão  

 

As ratas prenhes expostas individualmente aos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® 

apresentaram perda de peso. Resultados semelhantes foram observados em outros estudos 

(Yousef et al., 1995; Aoki et al., 2002; Dallegrave et al., 2003; Beuret et al., 2005; Zhang et al., 

2013; Malekinejad et al., 2013). Verificou-se ainda que a associação dos herbicidas promoveu 

os menores valores em relação ao ganho de peso indicando possível efeito sinérgico entre os 

herbicidas. Trezzi et al. (2005) explicam que essas interações podem se manifestar de forma 

sinérgica. Assim, justificam-se os resultados observados no grupo associado, onde ocorreu 

agravamento do quadro de intoxicação. 

De acordo com Chahoud et al. (1999), perda de peso é um dos importantes indicadores 

de toxicidade materna e reprodutiva. Assim, os herbicidas podem estar causando toxicidade 
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sistêmica associada aos efeitos danosos de EROs, sendo estes últimos, altamente prejudiciais 

ao epitélio gastrointestinal por promoverem redução dos níveis de GSH, responsável por sua 

proteção (Mårtensson et al., 1990). Além disso, estudos recentes revelaram efeitos adversos do 

herbicida Glifosato-Roundup® sobre as bactérias do intestino, reduzindo a fonte de sulfato e 

causando doença inflamatória intestinal (Samsel e Seneff, 2013a, 2013b, 2015), diminuição da 

atividade das enzimas protease, lipase e amilase no trato gastrointestinal, desordem das 

microvilosidades, bem como produção exagerada de mucina (Senapati et al., 2009). Costa et al. 

(2008) reportaram perda de peso e hipotermia em ratas após exposição ao PQ. Assim, estes 

estudos corroboram com resultados sobre a perda de peso nas ratas prenhes expostas aos 

herbicidas, especialmente no grupo associado. No entanto, os grupos tratados com MLT 

apresentaram prevenção da perda de peso. Dessa forma, a MLT pode levar a um aumento no 

ganho de peso por uma possível inibição do triptofano pirolase (Walsh et al., 1994; Unkila et 

al. 1998), enzima capaz de comprometer o metabolismo do triptofano hepático (Ren e Correia, 

2000), além de estimular a produção endógena de moléculas antioxidantes como a GSH (Urata 

et al., 1999) responsável pela proteção do epitélio gastrointestinal (Mårtensson et al., 1990) e 

atuar como antioxidante intestinal (Singh e Jadhav, 2014).  

A avaliação de parâmetros hematológicos auxilia na determinação do estado fisiológico 

e como indicador de estresse oxidativo em humanos e animais (Flaiban et al., 2008). Assim, a 

redução no número de eritrócitos, na concentração de hemoglobina e nos valores do hematócrito 

revelou que a exposição individual aos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® causou um estado 

anêmico nas ratas prenhes. Resultados semelhantes foram observados por Jasper et al. (2012) e 

Lalruatfela et al. (2014). Verificou-se ainda agravamento da redução dos valores dos parâmetros 

estudados após exposição aos herbicidas associados. De acordo com a literatura, os eritrócitos 

são mais sensíveis às mudanças no equilíbrio antioxidante/pró-oxidante por possuírem um 

sistema de defesa limitado. Os eritrócitos podem ser destruídos, com isso reduzir a concentração 

de hemoglobina e os valores do hematócrito. Neste contexto, a medula óssea hematógena é 

altamente vulnerável ao estresse oxidativo podendo sofrer danos cromossômicos em suas 

células hematopoiéticas (Pieniążek et al. 2004; Tan et al., 1999; Prasad et al., 2009) levando a 

doenças hematológicas. Os grupos (G5 e G6) tratados com MLT houve prevenção das 

alterações dos parâmetros estudados, porém o mesmo não foi observado no grupo exposto aos 

herbicidas associados grupo (G7). Resultados semelhantes têm sido relacionados às suas 

propriedades antioxidantes, imunoestimulantes sobre o tecido mieloide (Singh e Haldar 2007; 

Koc et al., 2002; Kara et al, 2012; Srinivasan et al., 2011) e lipofilicidade que lhe permite 

atravessar membranas biológicas e chegar a todos os compartimentos da célula (Reiter et al., 
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1999). Quanto ao grupo exposto à associação, provavelmente o sinergismo da mistura 

potencializou o efeito tóxico prevalecendo durante o tratamento com MLT, o que corrobora os 

resultados hematológicos do presente estudo. 

Na contagem total de leucócitos, evidenciou-se leucocitose nos grupos expostos aos 

herbicidas individualmente; resultados semelhantes foram reportados por Tominack et al. 

(1991), Lee et al. (2000) e Neves et al. (2010), sendo mais intenso no grupo associado. Segundo 

Lee et al. (1995), Glusczak et al. (2006) e Costa et al. (2008), a toxicidade do PQ e Glifosato-

Roundup® resultam na superprodução de EROs que destroem os lipídios das membranas 

celulares (lipoperoxidação), promovem processo inflamatório com recrutamento de leucócitos. 

Na contagem diferencial, observou-se neutrófilia e linfocitose para os grupos expostos aos 

herbicidas individualmente. Martínez et al. (2007) reportaram resultados semelhantes. Esses 

resultados foram mais intensos no grupo associado, além de um quadro de eosinofilia. 

Provavelmente, esses resultados estão relacionados à capacidade hepatotóxica dos herbicidas 

(Villadiego et al., 2005; Larsen et al., 2012), especialmente do PQ, onde seu efeito tóxico advém 

da sua capacidade de induzir estresse oxidativo e processo inflamatório (Ishida et al., 2006; He 

et al., 2012), bem como do efeito sinérgico após associação dos mesmos (Almeida et al., 2014) 

e potencial alergênico do Glifosato-Roundup® (Samsel e Seneff, 2013b). Durante tratamento 

com MLT houve prevenção das alterações dos parâmetros estudados. Esses resultados estão 

relacionados, provavelmente, à ação reguladora da dinâmica de células, incluindo a proliferação 

e estágios de maturação de praticamente todas as células hematopoiéticas e de linhagens 

imunológicas envolvidas na defesa do organismo. Assim, além das células NK (natural killer), 

os linfócitos T, B, monócitos, granulócitos da medula óssea e outros tecidos participam dessa 

ação reguladora (Miller et al., 2006). Além disso, a síntese de MLT no tecido mieloide de ratos, 

camundongos e humanos, bem com a presença de seus receptores nas células sanguíneas podem 

exercer funções intracelulares e/ou parácrinas, auxiliando a comunicação e dinamismo na 

defesa imunológica (Conti et al., 2000). 

Na análise da função hepática, observou-se que a exposição individual dos herbicidas 

PQ e Glifosato-Roundup® promoveu nas ratas reduções nos níveis séricos de albumina. 

Resultados semelhantes foram reportados por Attia e Nasr (2009) e Séralini et al. (2014). Os 

herbicidas apresentam capacidade de se ligarem à albumina e promoverem alterações na sua 

conformação levando à fragmentação estrutural e, consequentemente, redução dos seus níveis 

séricos (Jaiswal et al., 1992; Yue et al., 2008). Verificou-se ainda que a associação dos 

herbicidas promoveu a maior redução, porém o tratamento com MLT revelou valores 

semelhantes ao controle, exceto no grupo associado. 
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As análises funcionais do fígado permitiram avaliar a ocorrência de disfunção orgânica, 

pela alteração dos seus níveis séricos. Além da albumina, as enzimas aminotransferases (AST 

e ALT), bem com FA também sofrem alterações nos seus níveis séricos. A AST está presente 

em diferentes tecidos, inclusive no fígado. Na presença de dano celular agudo no fígado, 

observam-se níveis elevados. A ALT é uma enzima mais específica para a avaliação de dano 

hepático, pois o conteúdo desta enzima no fígado excede, em muito, a concentração em outros 

tecidos. A sua elevação acompanha o dano hepatocelular agudo (Chida et al., 2003; Al-habori; 

Stahmann, 2002). A FA e ALT são utilizados como marcadores da integridade da membrana 

celular (Perla et al., 2008). Assim, os valores para os níveis séricos de AST, ALT e FA no 

presente estudo apresentaram-se elevados. Resultados semelhantes foram reportados por 

Abdel-Hady et al., (2013), El-Shenawy (2009), Benedetti et al., (2004), Lalruatfela et al. 

(2014), Samai et al. (2010) e Akinloye et al. (2011). Estes relataram aumento dos níveis dessas 

enzimas, sugerindo possíveis danos ao fígado entre outros órgãos. Esses valores foram mais 

expressivos com a associação dos herbicidas, revelando, portanto, efeito sinérgico e 

agravamento nos sinais de hepatoxicidade como demostrados na (Fig. B1), onde foi 

evidenciado infiltrado inflamatório portal, necroso de células hepáticas e congestão da vênula 

porta. Nos grupos tratados com o tratamento MLT verificou-se que os parâmetros estudados 

foram similares aos do controle. Sigala et al. (2006) e López et al. (2000) confirmaram que a 

MLT reduz o aumento dos níveis séricos dessas enzimas após quase todos os tipos de lesão, 

indicando que a extensão do dano celular foi reduzida. Assim, o efeito hepatoprotetor da MLT 

pode ser atribuído a sua ação antioxidante, que protege a integridade da membrana celular 

impedindo a fuga dessas enzimas hepáticas, além de restabelecer os níveis de albumina sérica 

frente à prevenção das alterações das funções hepáticas. 

 Os níveis de TBARS no tecido hepático após exposição individual dos herbicidas PQ e 

Glifosato-Roundup® revelaram valores elevados. Suntres (2002) explica que o PQ induz à 

produção de EROs que interagem com os lipídios da membrana levando ao comprometimento 

da integridade celular. O Glifosato-Roundup® promove a produção excessiva de malonaldeído 

(MDA), além de estresse oxidativo por meio da geração de EROs e, consequentemente, danos 

à integridade celular (Catalá e Cerruti, 1997; Rikans e Hornbrook, 1997). Verificou-se ainda 

que a associação dos herbicidas promoveu os maiores valores para os níveis de TBARS. 

Atividades sinérgicas já foram observados com Glifosato e seu surfactante POEA (Koller et al., 

2012; Kocaman and Topaktaş, 2010; Graillot et al., 2012) e PQ em outro estudo (Peng et al., 

2007) isso confirma o efeito sinérgico da associação entre os herbicidas.  Para os níveis de 

GSH, a exposição individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® promoveu redução. 
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Resultados semelhantes foram observados por Candan e Alagözlü (2001) e Cavalli et al. (2013). 

Enquanto a exposição associada promoveu os menores valores para os níveis de GSH 

revelando, portanto, efeito sinérgico e agravamento nos sinais de estresse oxidativo hepático. 

Neste contexto, a GSH é um importante antioxidante endógeno produzido no fígado, cujos 

níveis podem estar alterados em diversas situações de estresse oxidativo, especialmente em 

disfunções hepáticas, pois ela participa de inúmeros processos enzimáticos intra e 

intercelulares, o que justificaria nossos resultados. Os grupos tratados com MLT (G5, G6 e G7) 

permitiu identificar valores semelhantes aos do controle nos níveis de TBARS e GSH. A MLT 

exerce ação antioxidante sequestrando radicais hidroxila e peroxil (Cagnoli et al., 1995; Reiter 

et al., 1995, 1997) estimula a produção endógena de moléculas antioxidantes como a GSH 

(Urata et al., 1999), enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase fortalecem o sistema 

antioxidante (Reiter et al., 1995; Pablos et al., 1996). Além disso, protege a membrana celular 

tornando-a mais resistente ao ataque oxidativo (Garcia et al., 1998), reduz a LPO, bem como 

aumenta os níveis de GSH (Melchiorri et al., 1995, 1996), o que confirma os resultados sobre 

os níveis de TBARS e GSH do presente estudo.  

Os indicadores histopatológicos de lesão hepática identificados foram coerentes aos 

resultados bioquímicos e do estresse oxidativo. Além disso, a exposição associada dos 

herbicidas promoveu os maiores danos ao parênquima hepático, revelando, portanto, efeito 

sinérgico e agravamento das lesões. A vulnerabilidade do fígado a toxicantes lipossolúveis e de 

metabolização hepática, independe da via de absorção, e isso se dá por sua dupla fonte de 

sangue (veia porta e artéria hepática). Assim, o órgão apresenta quantidades apreciáveis de 

todos os agentes tóxicos presentes na circulação sistêmica (Jaeschke, 2007). Contudo, no grupo 

exposto aos herbicidas associados, observaram-se hepatócitos necróticos, infiltrado 

inflamatório portal e centrolobular, congestão dos capilares sinusoides. Resultados semelhantes 

foram reportados por Benedetti et al. (2004), Çağlar e Kolankaya (2008), Larsen et al. (2012), 

Abdel-Hady et al. (2013) e Malekinejada et al. (2013) em exposições individuais dos herbicidas. 

Nas ratas expostas aos herbicidas e tratadas com MLT, o fígado apresentou-se com 

características histológicas semelhantes ao controle, porém foi possível observar áreas com 

reação inflamatória focal leve e congestão discreta dos capilares sinusoides. Dessa forma, 

podemos inferir que a MLT parece atuar protegendo o tecido pela sua capacidade antioxidante 

e inibidora de enzimas pró-oxidantes (Kim et al., 2009), especialmente no fígado (Mathes, 

2010). 

Podemos concluir que o tratamento com MLT atua de forma eficiente prevenindo a 

toxicidade hepática produzida pela exposição individual e associada dos herbicidas PQ e 
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Glifosato-Roundup®, favorecendo a prevenção das alterações dos parâmetros hematológicos, 

bioquímicos e estresse oxidativo hepático, bem como na manutenção do ganho de peso 

corporal. 
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Figura 1. Ganho médio de peso das ratas prenhes durante a exposição aos herbicidas e tratamento com a MLT do 

primeiro até o sétimo dia de prenhez. Todos os valores representam média ± erro padrão de sete grupos 

experimentais. (*) indica diferença significativa entre o grupo controle e os grupos expostos aos herbicidas. Notar 

que a exposição ao Paraquat (PQ) e sua associação com o Glifosato-Roundup® apresentou perda de peso **p<0,01 

***p<0,001 e prevenção da perda quando tratado com melatonina (MLT) *p<0,05 (ANOVA/Tukey). 

 

 

 

Grupos experimentais 
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Tabela 1. 1Avaliação de parâmetros hematológicos dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratados com MLT.   
 

     1Dados apresentados como média ± EPM. 

     2Glifosato-Roundup® (500mg/kg/dia), PQ (Paraquat 50mg/kg/dia) via gavagem e MLT (Melatonina 10mg/kg/dia) via intraperitoneal. Animais/grupo (n = 5). 
3Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey HSD nível de 5% de significância. 

 

 

 

 

 

 

 

 
3Parâmetros hematológicos 

 2Tratamentos 

 Controle PQ Glifosato-

Roundup® 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

PQ + MLT  Glifosato-

Roundup® + 

MLT 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

+ MLT 

F Estatística P  

Eritrócitos (106/mm3)  8,9±0,4a 3,3±0,2c 5,3±0,3b 1,4±0,3d 7,2±0,6a 8,1±0,4a 5,2±0,3b 47,990,0001 

Hemoglobina (g/dL)  17,1±0,5a 7,2±0,6d 10,8±1,0c 3,6±0,5e 14,6±1,0ab 15,4±0,7ab 12,3±0,4bc 43,470,0001 

Hematócrito (%)  46,0±0,7a 24,6±2,7c 32,6±1,1b 16,8±1,2d 39,6±1,4a 42,6±0,9a 33,0±1,2b 50,490,0001 

Total de leucócitos (mil/mm³)  6,0±0,4a 9,0±2,3c 12,6±0,2b 15,6±1,1d 6,1±0,6a 5,5±045a 6,1±0,4a 52,500,0001 

Neutrófilos segmentados (%)  44,6±1,4a 68,0±1,9b 57,0±1,9c 78,0±2,0d 43,8±1,2a 47,0±1,0a 42,4±1,0a 79,980,0001 

Linfócitos (%)  61,0±1,9a 37,6±1,1c 49,0±2,9b 22,0±1,2d 59,0±1,9a 60,0±2,0a 46,0±1,0b 61,340,0001 

Eosinófilos (%)  3,2±0,2a 4,4±0,5a 3,6±0,8a 8,8±0,5b 2,8±0,4a 2,6±0,5a 4,4±0,7a 15,350,0001 

Monócitos (%)  1,8±0,4a 2,0±0,4a 1,8±0,4a 3,2±0,6a 4,2±0,9a 2,6±0,8a 3,6±0,7a 2,360,0571 
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Tabela 2. 1Análise da função hepática dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratados com MLT.   

1Dados apresentados como média ± EPM. 

2Glifosato-Roundup® (500mg/kg/dia), PQ (Paraquat 50mg/kg/dia) via gavagem e MLT (Melatonina 10mg/kg/dia) via intraperitoneal. Animais/grupo (n = 5 
3Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey HSD nível de 5% de significância. 

 

 

 

 

 

 

 

3Parâmetros 

2Tratamentos  

Controle PQ Glifosato-

Roundup® 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

PQ + MLT  Glifosato-

Roundup® + MLT 

Glifosato-

Roundup® + PQ 

+ MLT 

F Estatística P 

Número de ratas prenhes 5 5 5 5 5 5 5  

Albumina (g/dL) 5,8±0,4a 1,9±0,2c 3,3±0,2b 0,4±0,1d 5,0±0,4a 5,4±0,3a 3,4±0,3b 43,210,0001 

Aspartato Aminotransferase (U/L) 35,0±1,4a 53,7±0,6b 41,7±1,7c 68,6±1,9d 38,6±1,5a 39,0±1,3a 33,0±0,8a 97,680,0001 

Alanina Aminotransferase (U/L) 24,0±1,4ab 43,1±1,0d 36,1±1,7c 58,1±1,1e 21,4±1,0a 24,5±0,8ab 27,3±0,8b 133,280,0001 

Fosfatase alcalina (U/L) 120,4±10,3a 228,0±12,4b 172,0±8,6c 273,2±5,1d 109,0±5,2a 114,1±5,0a 102,0±7,3a 68,000,0001 
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Fig. 2. Avaliação da peroxidação lipídica em fêmeas ao sétimo dia de prenhez (grupos G1-G7). Média ± erro 

padrão de TBARS hepático nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferença significativa entre o grupo 

controle e os grupos expostos aos herbicidas Paraquat (PQ) e Glifosato-Roundup® *p<0,05 ***p<0,001 e 

prevenção da elevação dos níveis quando tratado com melatonina (MLT) *p<0,001 (ANOVA/Tukey).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 3. Avaliação do nível de GSH em fêmeas ao sétimo dia de prenhez (grupos G1-G7). Média ± erro padrão de 

GSH hepático nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferença significativa entre o grupo controle e os 

grupos expostos aos herbicidas Paraquat (PQ) e Glifosato-Roundup® ***p<0,001 e prevenção da redução dos 

níveis de GSH quando tratado com melatonina (MLT) ***p<0,001 ** p<0,01 (ANOVA/Tukey). 
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Fig. 4. Fotomicrografias do fígado de ratas prenhes expostas aos herbicidas Paraquat e Glifosato-

Roundup® e tratados com Melatonina. (A e A1) Controle. Notar em A veia centro lobular circundada 

por cordões de hepatócitos (círculo tracejado). Em A1 evidenciar capilares sinusoides (setas tracejadas) 

entre os hepatócitos e células de Kupffer (dupla seta). Alterações histológicas no grupo exposto aos 

herbicidas associados (B e B1). Notar em (B) congestão dos capilares sinusoides (círculos contínuos) e 

na veia porta (asterisco), infiltrado inflamatório portal (setas). Em (B1) hepatócitos necróticos (pontas 

de setas), além do infiltrado e congestão da veia porta. Grupo tratado com MLT (C e C1). Notar em (C) 

parênquima preservado com veia centro lobular circundada por cordões de hepatócitos (círculo 

tracejado), porém com áreas de reação inflamatória focal (seta tracejada) e congestão discretas 

(asterisco) (Fig. C1). Escalas de barras: 50 e 200 µm. 
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