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RESUMO

O uso inadequado de herbicidas pode resultar em intoxicacdes agudas e, as
vezes cronicas por exposicdo em longo prazo a baixos niveis, podendo atuar ainda
como agentes teratogénicos, mutagénicos, cancerigenos e disruptores endocrinos,
levando ao aparecimento de doencas neurodegenerativas e disturbios reprodutivos.
Estudos tém revelado que a melatonina tem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e imunomoduladoras e atua na reproducéo. Essa indolamina esta entre
0s agentes que tém se mostrado benéfico em intoxicacdes por herbicidas, porém néo
ha relatos de seu uso contra intoxicagées por Glifosato-Roundup® e/ou Paraquat
associado com Glifosato-Roundup®. Assim, investigou-se o efeito da melatonina sobre
indicadores reprodutivos e parametros hepaticos 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 | (controle/salina), os
grupos (Il e lll) 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 exposicéo
como o tratamento com melatonina foram durante o terco inicial da gestacéo. Assim,
apos esses procedimentos foram analisados o perfil hematolégico, fungéo e estresse
oxidativo hepatico, parametros reprodutivos como peso das fémeas, peso dos ovarios,
namero de sitios de implantacdo, de corpos luteos, perdas pré-implantacao, taxa de
implantacdo, histopatologia do figado, histopatologia e histoquimica dos sitios de
implantacdo e morfometria dos epitélios superficial e glandular do endométrio. A
aplicacdo experimental dos herbicidas Glifosato-Roundup e/ou Paraquat
proporcionaram toxicidade materno-embrionario e hepatica, onde podem-se detalhar
0s seguintes efeitos: reducdo nos seguintes parametros: ganho de peso corporal,
peso dos ovarios, no numero de sitios de implantacdo, na taxa de implantacéo, no
namero total de corpos luteos e aumento do percentual de perdas pré-implantacao.
Quanto ao perfil hematologico observou-se redu¢do no namero de eritrocitos, na
concentracdo de hemoglobina, nos valores do hematocrito, aumento na contagem

total de leucdcitos, no numero de neutrofilos segmentados, de eosindfilos e reducéo



no numero de linfocitos. Além disso, nas andlises bioquimicas e do estresse oxidativo
hepatico foram observadas reducéo nos niveis séricos de albumina, aumento dos
niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST)
e fosfatase alcalina (FA), niveis altos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e reducéo dos niveis de glutationa reduzida (GSH). A andlise histopatoldgica
dos sitios de implantacéo revelou desorganizacdo do blastocisto e degeneracdo do
citotrofoblasto localizado dentro da cavidade blastocistica, enquanto na analise
histoquimica observou-se reducdo no numero de células natural killer uterinas (nNK).
A analise morfométrica de parametros do endométrio revelou reducao dos epitélios
superficial e glandular, bem como no didmetro das glandulas endometriais. Na analise
histopatoldégica de amostras de figado foi observada a presenca de hepatoécitos
necroticos, infiltrado inflamatério portal e centrolobular, congestdo dos capilares
sinusoides. ApoOs tratamento com melatonina verificou-se que 0s parametros
supracitados foram similares aos do controle, exceto o0s niveis 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 pdde-se concluir que a
melatonina na dose de 10 mg/kg de peso corporal atuou como um agente protetor
contra a toxicidade materno/embrionaria induzidas experimentalmente por herbicidas,
favorecendo a manutencdo do peso corporal, de parametros reprodutivos,

hematolégicos, bioquimicos e reducao do estresse oxidativo hepético.

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

oxidativo. Endométrio. Embriogénese.



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 |
(control/saline), groups (Il and Ill) 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. Analise histopatoldgica de amostras de sitios de implantagdo. No grupo
controle demonstrou estruturas preservadas como trofoblasto (Ct), embrioblasto
(*), cavidade blastocistica (CB) e decidualizacdo bem definida (ZDM) (Fig. A). Nos
grupos expostos aos herbicidas nas concentracdes subletais 50 mg/kg (Paraquat)
500 mg/kg (Glifosato-Roundup®) apresentaram desorganizacéo do trofoblasto (T),
processo de decidualizacao reduzido (Dc) e degeneragao celular (seta) dentro da
cavidade blastocistica (Fig. B). Os grupos apds o tratamento com Melatonina
apresentaram niveis de organizacao estrutural similares aos observados nas ratas

do grupo controle (Fig C).

Figura 3. Histoquimica dos sitios de implantacdo das ratas dos grupos
experimentais. (3A) G1 - controle, observar marcacéo forte; (B) G2 — PQ, (3C) G3
— Glifosato-Roundup® e (D) G4 - PQ+Glifosato-Roundup®, notar marcacéao leve;
(E) G5 - PQ+Melatonina, (F) G6 - Glifosato-Roundup®+Melatonina notar
marcacdo semelhante ao controle, exceto em (G) G7 - PQ+Glifosato-
Roundup®+Melatonina. Quantificacdo de granulos de polissacarideos (glicose)
em Pixels. Barras sobre asteriscos diferem significativamente do controle pelo
teste de Tukey (*** p>0.001. ** p> 0.01 and * p>0.05).

CAPITULO Il

Figura 1. Ganho de peso das ratas prenhes durante a exposi¢cao aos herbicidas
e tratamento com Melatonina. Todos os valores representam média * erro padrao
de sete grupos experimentais. Notar que a exposi¢do ao Paraquat (PQ) e sua
associacdo com o Glifosato-Roundup® apresentou diminuicdo do ganho de peso

e prevencao quando tratado com Melatonina.

Figura 2. Avaliacdo da peroxidacao lipidica nos grupos G1-G7. Média + erro
padrao de TBARS hepatico nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferenca
significativa entre o grupo controle e 0s grupos expostos aos herbicidas Paraquat
(PQ) e Glifosato-Roundup® *p<0,05 ***p<0,001 e prevencéo quando tratado com
Melatonina *p<0,001 (ANOVA/Tukey).
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Figura 3. Avaliacao do nivel de GSH nos grupos G1-G7. Média + erro padrédo de
GSH hepatico nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferenca significativa
entre 0 grupo controle e 0os grupos expostos aos herbicidas Paraquat (PQ) e
Glifosato-Roundup® ***p<0,001 e prevencdo quando tratado com melatonina
(MLT) ***p<0,001 ** p<0,01 (ANOVA/Tukey).

Figura 4. Fig. 4. Histopatologia do figado de ratas prenhes. (A e Al) Controle.
Notar em A veia centro lobular circundada por corddes de hepatécitos (circulo
tracejado). Em Al evidenciar capilares sinusoides (setas tracejadas) entre os
hepatécitos e células de Kupffer (dupla seta). Alteracdes histoldégicas no grupo
exposto aos herbicidas associados (B e B1). Notar em (B) congestao dos capilares
sinusoides (circulos continuos) e na veia porta (asterisco), infiltrado inflamatorio
portal (setas). Em (B1) hepatécitos necroticos (pontas de setas), além do infiltrado
e congestéo da veia porta. Grupo tratado com Melatonina (C e C1). Notar em (C)
parénquima preservado com veia centro lobular circundada por corddes de
hepatocitos (circulo tracejado), porém com areas de reacdo inflamatoria focal

(seta tracejada) e congestao discretas (asterisco) (Fig. C1).
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O uso de agrotoxicos no processo de producdo agricola com consequéncias
para a saude humana e ao meio ambiente é alvo de constante preocupa¢éo no a&mbito
da saude publica e por parte da comunidade cientifica (ANVISA, 2003; SINITOX,
2009; GONCALVES, 2012).

Os paises em desenvolvimento sdo 0S que mais consomem esses produtos e
de forma indiscriminada no cultivo agricola (PERES; MOREIRA; LUZ, 2007) e o que
se constata é a elevacdo da incidéncia de intoxicacdes agudas que chega a ser 13
vezes maior, quando comparada aos paises industrializados (DELGADO,;
PAUMGARTTEN, 2004).

O Brasil, embora seja um pais em pleno desenvolvimento industrial, tem sua
economia ainda baseada na agricultura, o que leva ao continuo aumento das
importacdes, bem como o desenvolvimento da industria de adubos e defensivos
guimicos para as lavouras. Além disso, os agricultores tém sido estimulados a utilizar
uma grande variedade de insumos quimicos a fim de aumentar a produtividade e
reduzir as perdas das safras. Esta acdo tem levado ao uso indiscriminado de
agrotoxicos, colocando em risco a saude dos produtores, do meio ambiente, dos
consumidores e dos animais (ARAUJO, 2007), bem como de seus familiares ligados
direta e/ou indiretamente a agricultura (BURIOLA; OLIVEIRA, 2013). Assim, no inicio
dos anos 1990, o Pais ja era o quinto mercado mundial, sendo que em 1994 e em
1998 atingiu a quarta e a terceira posi¢cdes, respectivamente, apenas superado pelos
EUA e Japao. Desde 2009, o Brasil assumiu a posicdo de primeiro consumidor
mundial de agrotoxicos (DAMS, 2006; PORTO; SOARES, 2012).

De acordo com o recente dossié elaborado pela Associacdo Brasileira de
Saude Coletiva/Abrasco (CARNEIRO et al., 2015), o consumo de agrotoxicos na safra
de 2011 resultou, em média, 12 Ilitros/hectare e exposicdo média
ambiental/ocupacional/alimentar de 4,5 litros de agrotoxicos por habitante (IBGE/
SIDRA, 2012; SINDAG, 2011). Além disso, um ter¢co dos alimentos consumidos
cotidianamente pelos brasileiros esta contaminado pelos agrotoxicos (CARNEIRO et
al., 2015).
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Na literatura mundial, os agrotoxicos tém sido relacionados a diversos efeitos a
saude. Além dos danos agudos, muitos danos cronicos vém sendo relatados, dentre
0S quais se destacam patologias de pele, teratogénese, carcinogénese, desregulacao
enddcrina, neurotoxicidade, efeitos na reproducdo humana e animal, no sistema
imunolégico, 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 relacdo a classificacao toxicolégica dos agrotéxicos foi feita em funcéo de
estudos laboratoriais com exposicao oral, dérmica e inalatéria para determinar a CL50
e DL50 (Concentracéo Letal e Dose Letal, dadas em miligramas do produto téxico por
quilo de peso corporal necessarios para matar 50% dos ratos ou outros animais
expostos ao produto). Para os estudos de DL50 oral, por exemplo, produtos sélidos
se enquadram na Classe |, Extremamente Toéxicos, quando a DL50 é < 0,005
grama/kg de peso do rato. Na Classe I, Muito Téxicos, quando a DL50 é > 0,005 até
0,05 grama/kg. Classe lll - Moderadamente Toxicos, DL50 > 0,05 a 0,5 gramas/kg.
Classe IV - Pouco toxicos, DL50 > 0,5 gramas/kg. Ao final da analise de uma bateria
de estudos de exposi¢ao por via oral, dérmica e inalatéria, a classe toxica do produto
sera determinada pela mais toxica 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 Ultimo o principio ativo das formulacdes comerciais Roundup®
(Glifosato-Roundup®), destacam-se como os principais herbicidas utilizados em
diversos tipos de plantacdes em todo mundo. Quanto a classificacéo toxicoldgica, o
PQ é classificado como classe | (extremamente téxico) e o Glifosato como classe IV
(pouco téxico) (ANVISA, 2007; MUANGPHRA; KWANKUA; GOONERATNE, 2012). O
PQ tem sido estudado em espécies de animais de laboratorio (McCORMACK et al.,
2002), sendo sua exposicao durante o periodo gestacional um risco substancial para
a gestante e feto (CHOMCHAI; TIAWILAI, 2007). Enquanto o Glifosato, apesar da
classificacdo (pouco tdxico), as formulacGes Glifosato-Roundup® apresentam
toxicidade relevante sobre a reproducédo em humanos (SANIN et al., 2009), efeito
desregulador endocrino em humanos (BENACHOUR; SERALINI, 2009) e em ratos
Wistar (ROMANO et al., 2010), toxicidade oral aguda em ratos (DALLEGRAVE et al.,
2002) e hepatotoxicidade em ratos (CAGLAR; KOLANKAYA, 2008).
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Estudos tém revelado que a Melatonina (MLT), um hormonio produzido pela
glandula pineal, tem propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
imunomoduladoras, atuando em diversos sistemas bioldgicos, inclusive como agente
controlador e protetor da saude reprodutiva (REITER et al., 2009; HAMAYATKHAH et
al., 2012), bem como durante os periodos do desenvolvimento pré e pds-natal
(CISTERNAS et al., 2010). A MLT esté entre os agentes que tém se mostrado benéfico
em intoxicagcdes por herbicidas do grupo dos bipiridilicos, tais como o PQ
(MELCHIORRI et al., 1995, 1996) e Diquat (XU et al., 2007).

Tendo em vista, 0os estudos supracitados sobre os impactos desses herbicidas
no sistema reprodutor, em especial, durante o desenvolvimento animal, bem como no
figado (um dos o6rgdos responsaveis pela destoxificagcdo), bem como das
propriedades biolégicas da MLT e a auséncia de estudos sobre 0 uso de MLT contra
intoxicagGes por Glifosato-Roundup® e contra a associagdo entre o PQ e Glifosato-
Roundup® desidiu-se investigar, em modelo murino, os efeitos da MLT sobre a
primeira semana do desenvolvemto embrionario, além dos efeitos sobre a estrutura e
funcionamento do figado materno expostos a doses subletais de PQ e Glifosato-

Roundup®individualmente e associados.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Herbicidas: consideracfes gerais

A utilizagdo 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
quimicos para controlar pragas, fitopatologias e plantas daninhas (CARRARO, 1997).
Além disso, a cada ano, houve um aumento consideravel na utilizacdo desses
produtos (ANVISA, 2014; IBGE, 2010).

A preocupacao crescente de especialistas e ambientalistas em relacdo ao uso
de herbicidas foi pela grande quantidade dessas substancias utilizadas nas praticas
agricolas que resultaram em impactos ambientais pouco conhecidos, além dos
inimeros problemas relacionados a saude publica, 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 intoxica¢des agudas e, as
vezes cronicas por exposi¢do em longo prazo a baixos niveis desses agentes toxicos
(MARONI; FAIT; COLOSIO, 1999; MARONI; FANETTI; METRUCCIO, 2006). Assim,
sdo reconhecidos ainda como possiveis agentes teratogénicos, mutagénicos,
cancerigenos e disruptores enddcrinos, levando ao aparecimento de doencgas
neurodegenerativas e distirbios reprodutivos (FEBER; CABRAL, 1991,
MOSTAFALOU; ABDOLLAHI, 2013).

Dentre os herbicidas mais utilizados no mundo destacam-se o Glifosato,
principio ativo das formulacdes comerciais Roundup® ou Glifosato-Roundup® e PQ,
sendo considerados como herbicidas-padrao de controle de plantas daninhas
(MOREIRA et al.,, 2010). O Glifosato é considerado inibidor da biossintese de
aminoacidos essenciais de cadeia aromatica (fenilalanina, tirosina e triptofano),
enquanto o PQ € um inibidor do fotossistema I, na fase luminosa da fotossintese, por
meio da formacdo de radicais livres que atuam na membrana dos cloroplastos
(MAGALHAES et al., 2001). Além disso, o controle de plantas daninhas por meio do
uso de herbicidas néo seletivos tornou-se uma pratica tao difundida nas lavouras, que
€ quase uma rotina obrigatéria para os agricultores (SILVA; RODRIGUES;
BEGLIOMINI, 1998). Portanto, o Glifosato apresenta elevada eficiéncia na eliminagao
de ervas daninhas como e, apesar da classificacdo pouco téxico, ha evidéncias de
efeitos danosos ao meio ambiente, principalmente pela resisténcia adquirida por
algumas espécies de ervas daninhas, apés o uso prolongado do herbicida em
formulagcbes comerciais. A aplicacdo do mesmo pode resultar na presenca de
residuos tanto na colheita quanto em animais usados na alimentacdo humana
(AMARANTE JR; SANTOS, 2002).

Em relacdo ao PQ, apresenta baixo custo, grande eficacia e, aparentemente
nao possui efeitos poluentes cumulativos para o solo. Porém, é muito toxico em
humanos e animais, podendo causar intoxicacdes fatais, principalmente pela falta de
um tratamento eficaz na reversao do quadro clinico. Este atua mediante mecanismos
de inducéo do estresse oxidativo, producdo aumentada de radicais livres associada a
deplecdo dos sistemas antioxidantes do organismo. Sua toxicidade promove danos

aos rins, figado, musculos, cérebro, dentre outros 6rgaos (ALMEIDA et al., 2007).
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2.1.1 Propriedades fisico-quimicas do Glifosato

O Glifosato (N-fosfonometil glicina), cuja estrutura quimica € 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 lancado no mercado com o nome comercial Roundup® (SMITH;
OEHME, 1992).

<|>| o)
1]
OH

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

O glifosato € um acido organico fraco constituido de uma molécula de glicina e
uma de fosfonometila (N-(fosfonometil) glicina (Fig. 1). Em sua forma pura, constituido
por um sélido branco e inodoro, com densidade especifica de 1,704 g/cm?3, sua
solubilidade em &gua é de 11,6 g/L a 25°C e apresenta pH 2,5 em solucéo a 1%. E
praticamente insolUvel em solventes orgéanicos, como etanol, acetona e benzeno, por
sua alta polaridade e soluvel em agua (WHO, 1994). Como produto comercial, este é
encontrado em diferentes formulacdes e concentragbes, sendo a formulacéo
usualmente utilizada com o sal do acido glifosato desprotonado e um cation, a
isopropilamina (Fig. 2), em solu¢do aquosa na concentracdo de 356 g/L do acido livre
ou 480 g/L do sal e tendo como amina surfactante a polioxietileno amina (POEA)
(WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

cH, | I
O0—C—CH,—NH—CH,—P—O0H

HaC——CH—NH, Cl)H

Figura 2. Estrutura quimica do sal do acido desprotonado do Glifosato e seu cétion (isopropil-amina),
juntos formam o sal isopropillaminico 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 acidos graxos derivados de animais. Este agente tensoativo n&ao iénico favorece
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a penetracdo do Glifosato na cuticula da planta, melhorando a sua efetividade. A
POEA é duas a trés vezes mais toxico do que o Glifosato, e o produto formulado com
esta amina pode ser muito mais toxico que o Glifosato (WILLIAMS; KROES; MUNRO,
2000; MESNAGE; BERNAY; SERALINI, 2013; SRIBANDITMONGKOL et al., 2012).

2.1.2 Propriedades biologicas e ricos toxicologicos do Glifosato

O Glifosato, classificado como pouco toxico (ANVISA, 2007), apés absorvido
tem ampla distribuicdo no organismo, sendo encontrado principalmente nos intestinos,
0SS0s e rins. Aparentemente, sua biotransformagédo em animais € minima, em torno
de 1% para o seu metabolito o acido aminometilfosfénico (AMPA). Portanto, quase
100% da quantidade encontrada nos tecidos correspondem ao produto original. A
absorcdo méxima ocorre em 6 h apds a ingestdo do produto havendo, apos este
intervalo de tempo, rapido declinio em todos os tecidos, exceto nos 0ssos onde a
eliminacao é mais lenta (BREWSTER; WARREN; HOPKINS, 1991). Apés cinco dias
da administracédo de dose Unica de Glifosato, observam-se tracos residuais no figado,
rins e musculatura esquelética e a excre¢do ocorre principalmente pelas vias digestiva
e renal (WILLIAMS; KROES; MUNRO, 2000).

Em ensaios toxicolégicos foi observada maior toxicidade na formulacéo
associada do glifosato com os seus ingredientes inertes do que o principio ativo
(glifosato) aplicado isoladamente, indicando que a toxicidade dos ingredientes inertes
€ maior que que o principio ativo, e que a sua presencga produz maior efeito toxico
(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 toxico sobre o desenvolvimento fetal em
exposi¢coes agudas, utilizando-se as dosagens orais diarias de 500, 750 ou 1000
mg/kg entre o sexto e 15° dia de gestacdo. Em adicdo, Richard et al. (2005)
demonstraram em ensaios in vitro que o Glifosato e/ou a formulagdo comercial
Glifosato-Roundup® em baixas concentracdes ndo toxicas promoveram efeitos
adversos sobre a enzima aromatase (responsavel pela sintese de estrogenos) em

células de placenta humana. Além disso, a formulacéo permitiu uma maior penetracéo
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do Glifosato nas células placentérias, acentuando, assim a reducdo da atividade
enzimatica.

O efeito toxico das formulagdes também foi confirmado em cultivos de células
testiculares de camundongos (WALSH et al., 2000) em mitocondrias de hepatocitos
de ratos (PEIXOTO, 2005) em cultivo de células embrionarias humanas
(BENACHOUR et al., 2007) e em embrides de invertebrados (MARC et al., 2002).
Além disso, estudos in vitro com linhagens de células intestinais revelaram danos as
juncdes celulares (VASILUK et al., 2005), bem como alteracdes pulmonares, epistaxe,
dispneia, perda de peso, diarreia e morte dos animais (ratos) (ADAM et al., 1997)
acidose metabdlica, hipotensdo e leucocitose (TOMINACK et al.,, 1991) e efeito

cancerigeno em humanos (GUYTON et al., 2015).
2.1.3 Propriedades fisico-quimicas do Paraquat

O PQ ou 1,1-dimetil-4,4-bipiridil € um herbicida da classe dos bipiridilos cuja
estrutura quimica € mostrada na figura 3. Sua sintese data do século XIX, porém nao
sabiam de suas propriedades herbicidas (SCHMITT et al., 2006), que s6 foram
descobertas em 1955 no Jealott’s Hill International Research Center, Bracknell, no
Reino Unido. Sua introducdo no mercado deu-se no inicio de agosto de 1962, pela
Plant Protection Division Ltd of Imperial Chemical Industries (antiga ICI, atual
Syngenta). Sua primeira aplicacdo como herbicida ocorreu na Malasia em plantacées
de seringueiras e a partir desse fato, seu uso foi generalizado (NEUMEISTER,;
ISENRING, 2011; SCHMITT et al., 2006; DINIS-OLIVEIRA et al., 2008).

/2R A

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

O PQ é um solido incolor, cristalino e higroscoépico, cuja férmula molecular é

C12H14N2 com peso molecular de 186,3 g/mol. Ndo é volatil, nem explosivo ou
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inflamavel em solucdo aquosa, sendo corrosivo para metais e estavel em solugcédo
acida ou neutra, mas se hidrolisa facilmente em meio alcalino (pH >12). Os seus sais
sao eletrolitos fortes que, em solucédo, dissociam-se em uma grande quantidade de
ions positivos e negativos (SCHMITT et al., 2006; ALMEIDA, 2007).

2.1.4 Propriedades biologicas e ricos toxicoldgicos do Paraquat

O PQ é altamente toxico para humanos (HOUZE et al.,, 1990) e animais de
laboratorio (OGATA; MANABE, 1990; SATOH et al., 1992). O mesmo é absorvido por
contato dérmico, inalacao e, especialmente por ingestdo (HOUZE et al., 1990). Por
ingestao, o PQ apresenta absorcéo oral rapida 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 fiqgue comprometida, pelo poder de corrosao do herbicida, o percentual
absorvido é suscetivel de ser mais elevado, pela absorcéo por difusao passiva (DINIS-
OLIVEIRA et al., 2008). Por inalacéo, o PQ acumula-se, principalmente nos pulmdes,
onde pode alcancar concentracdes letais em menos de 10 horas, além de rins,
musculos, coracao, figado (XARAU; LAITA, 2000) cérebro e adrenais (SCHIMITT et
al., 2006; ALMEIDA et al., 2007).

No organismo, o PQ sofre um processo redox ciclico, sendo metabolizado
pela acdo da enzima NADPH-citocromo P450 redutase que resulta na geracdo de um
radical Paraquat (PQ*"). Assim, produz espécies reativas de oxigénio (EROs) durante
sua oxidacao com o oxigénio molecular formando o radical &nion superoxido, que é
uma espécie altamente reativa. Desta forma, inicia-se o ciclo redox (BUS et al., 1976;
ALONZO; CORREA, 2008). Por fim, o PQ é excretado pelas vias digestiva e renal
(HONORE et al., 1994).

A formacgéo de EROs como o radical superoxido (O2°), o peroxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (OH), além de instaveis, reagem rapidamente com acidos
graxos, provocando lesdes nas membranas, proteinas e DNA das células (SCHMITT
et al., 2006; DINIS-OLIVEIRA et al., 2008; MARTINS, 2013).

Em relacdo a toxicidade sistémica do PQ tem sido determinada em varias
espécies de animais por meio da administracdo oral. Os sintomas incluem, inflamacao

da garganta e labios, vémitos e diarreias. Doses concentradas levam a progressivas
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dificuldades respiratérias, distensdo abdominal em virtude da dilatagéo do intestino e
reducdo de sua mobilidade (SHIMIZU et al., 2003). A sua ac¢do altamente tdxica
advém da sua capacidade de producéao continua de EROs, compostos extremamente
danosos as células e da perioxidacéo lipidica das membranas celulares podendo
causar alteragbes morfofisioldgicas em diversos 6rgdos, em especial nos pulmdoes,
figado e rim (SERRA; DOMINGOS; PRATA, 2003).

2.2 Associacao de herbicidas e suas consequéncias

Durante muito tempo pensou-se que herbicidas em associagdo e com
diferentes mecanismos de ac¢do ndo exercia algum efeito adverso, mesmo quando
presentes em doses correspondentes ao nivel de efeito adverso ndo observado
(NOAEL). Recentemente, estudos sobre o impacto dessas associa¢gdes tém causado
grande preocupacdo (KORTENKAMP, 2008; RIDER et al., 2010) e, ao examinar a
literatura verificou-se que a exposi¢cao a estas associacdes, de fato promoviam efeitos
adversos que variaram de acordo com 0s compostos testados, o tecido-alvo ou os
parametros biolégicos avaliados (GRAY et al., 2001; HOTCHKISS et al., 2004;
HOWDESHELL et al., 2007; PADHI et al., 2008; BLYSTONE et al., 2009)

As associacdes de diferentes herbicidas, bem como de herbicidas com
inseticidas e/ou outras classes de defensivos agricolas, ttm como objetivo aumentar
0 espectro de acdo e reduzir o numero de aplicacées. Em algumas situacdes podem
levar & ocorréncia de interagdes, 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 antagbnica (o efeito de um
agente é diminuido, inativado ou eliminado quando se combina com outro agente), o
que pode ou nao prejudicar o controle, bem como produzir efeitos desconhecidos
guanto a toxicologia (NASH, 1967; TREZZI et al., 2005).

O uso dessas associagdes constitui pratica relativamente comum na agricultura
(MATTOS et al.,, 2002; CASTRO, 2009). Assim, varios residuos, em especial de
herbicidas coexistem em um mesmo ambiente podendo causar diferentes efeitos
adversos, segundo as interacdes entre os diferentes compostos dos produtos em
associacao (LAETZ et al., 2009; WANG et al., 2014).
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As interacdes quimicas entre herbicidas tém propiciado a utilizagdo de grandes
variedades de associa¢fes entre dois ou mais herbicidas, até mesmo com outras
classes de defensivos agricolas. Tais associa¢cdes fundamentam-se em principios
basicos de toxicologia como os efeitos de potencializacdo, os quais tém apresentado
eficAcia nas lavouras, porém efeitos adversos ao homem e ao meio ambiente
(GRISOLIA, 1996).

De forma geral, a literatura cientifica tem apontado poucas pesquisas sobre 0s
efeitos danosos decorrentes da exposicdo 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 associacdes quase ndo existem (BOOBIS et al., 2011).

Neste contexto, Rouimi et al. (2012) estudaram, in vitro, células hepaticas
expostas a associacao contendo o herbicida Atrazina e relataram desregulacdo génica
responsavel pela codificacdo de enzimas metabdlicas e vias de desintoxicagdo. Esses
resultados, em um contexto de exposicao crénica, poderiam eventualmente promover
patologias em seres humanos e animais.

Além disso, associagdes contendo os herbicidas Alachlor, Captan, Diazinon,
normalmente ingeridas através do consumo de frutas e legumes, induziram variacdes
especificas relacionadas ao género em nivel de metabdlitos hepéticos envolvidos no
estresse oxidativo e na regulacdo do metabolismo da glicose em camundongos
(MERHI et al., 2010). Em outro estudo, Castro et al. (2009) verificaram que a
exposicao associada e idividual de herbicidas como a Sulfentrazona e Atrazina
promoveram toxicidade reprodutiva e/ou no desenvolvimento de espécies nao-alvo
(humanos e animais de laboratério). Demur et al. (2013) mostraram que a exposi¢ao
a dose subletal de herbicidas associados desde o desenvolvimento fetal até a idade
adulta leva a grandes mudancas nos niveis de glicose plasmatica e desordens
hematopoiéticas, sugerindo que, mesmo quando 0s contaminantes ndo excedam a
dose de referéncia como o nivel de risco minimo (MLR), ingestao diaria aceitavel (ADI)
e a NOAEL, a seguranca alimentar ainda pode ser um problema sério.

Ainda neste contexto, Roustan et al. (2014) demostraram em ensaios in vitro
com células de ovario de hamster (CHO-K1) que a associacdo dos herbicidas
Glifosato e Atrazina e seus produtos de degradagédo AMPA e desetilatrazina (DEA),

respectivamente, revelaram propriedades genotéxicas induzindo a formacdo de
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micronucleos. Além disso, as condigcdes ambientais, tais como irradiagdo solar pode
modular o perfil clastogénico/aneugénico dos herbicidas intensificando ou ndo seus
efeitos deletérios.

Estudos experimentais em ratos e camundongos tém revelado uma série de
alteracdes no desenvolvimento intrauterino, cujos danos sdo observados somente a
posteriori. Enquanto, os estudos em seres humanos ainda sdo contraditorios, mas
indicam maior risco destes desfechos em recém-nascidos cujas maes se expuseram
a herbicidas (CLEMENTI et al.,, 2007). Assim, a transferéncia de herbicidas na
interface materno-fetal pode promover danos ao feto, bem como a placenta, tecidos e
6rgdos maternos. (Fig. 4) (NEEDHAM, 2005; BARR; BISHOP; NEEDHAM, 2007).
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Figura 4. Esquema da transferéncia de herbicidas na interface materno-fetal. As linhas azuis indicam a
transferéncia no sistema linfatico, as linhas pretas representam transferéncia de sangue de um sistema
para outro e as linhas verdes representam as vias de excrecdo primaria. Adaptado de Barr, Bishop e
Needham (2007).

2.3 Melatonina: considerac¢des gerais

LERNER et al. (1958) isolaram uma substancia da glandula pineal de bovinos
gque, em baixas concentracoes, foi capaz de alterar a cor da pele de anfibios. Essa
substéancia recebeu o nome de Melatonina (MLT), pela sua acdo tbnica (tonina —

ténus) sobre melandforos dermais (mela — melanéforos).
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A MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um neuro-horménio pertencente ao
grupo das indolaminas, cuja estrutura quimica é mostrada na Figura 5. Encontra-se
presente em todos os vertebrados e em tecidos vegetais (PUERTA et al., 2007). Sua
producao é essencialmente na glandula pineal, mas podendo ser secretada em menor
quantidade pela retina, 0sso, pele, intestino, plaquetas, vesicula biliar (CLAUSTRAT,;
BRUN; CHAZOT, 2005), timo, baco, coracdo, musculo esquelético, figado, estdmago,
intestino, placenta, testiculos, ovarios, cértex cerebral e corpo estriado (STEFULJ et
al., 2001; SANCHEZ-HIDALGO et al., 2009).
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Figura 5. Estrutura quimica da Melatonina. Fonte: Slominski et al. (2012).

A MLT é sintetizada a partir do aminoacido triptofano que € captado da
circulacdo sanguinea e convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela acao 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
reacdo de acetilacdo da enzima N-acetiltransferase (NAT) e por fim, a enzima
citosélica-hidroxindol-O-metiltransferase, atualmente denominada acetilserotonina O-
metiltransferase (ASOMT), catalisa a reacdo de metilacdo para a formacao da MLT
(Fig. 6) (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003; REITER et al., 2009; SLOMINSKI et al.,
2012).

Os niveis circulantes de MLT em individuos adultos sé&o baixos (< 20 pmol/L).
Estes niveis aumentam aproximadamente as 21 h (periodo escuro), com pico maximo
as 03 h e retornam a niveis menores as 09 h (periodo claro) (VOULTSIOS;
KENNAWAY; DAWSON, 1997). Como n&o ocorre armazenamento de MLT na
glandula pineal, o perfil deste hormdnio no plasma reflete confiavelmente a atividade
da glandula pineal (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).
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A MLT circulante é metabolizada principalmente no figado através de uma via
classica de hidroxilacdo, envolvendo enzimas do sistema citocromo P450, que catalisa
a formacéo de 6-hidroximelatonina que entédo sofre conjugacédo com acido glicurénico
ou sulfato, gerando o composto 6-sulfatoximelatonina, que posteriormente sera
excretado na urina (FRANCIS et al., 1987; BOUTIN et al., 2005). Patologias hepéticas
e renais, como cirrose e insuficiéncia renal cronica, sdo conhecidos por alterarem as
taxas de eliminacdo desse composto (LANE; MOSS, 1985; VILJOEN et al., 1992;
KUNZ et al., 1999).
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Figura 6. Esquema da biossintese 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 inddlico, catalisada por enzimas como a indolamina-2,3-
dioxigenase, seguida de deformilagdo, formando N-acetil-5-metoxiquinuramina

(AMK), por acao da enzima formamidase. A MLT pode ser convertida em AFMK por
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reacfes enzimaticas, pseudo-enzimaticas, por irradiacdo ultravioleta e reacdo com
EROs (KVETNOY; SANDVIK; WALDUM, 1997).

Apesar de alguns trabalhos demonstrarem a acédo direta da MLT sobre as
espécies reativas, muitos outros atribuem sua acao antioxidante aos metabolitos que
sdo gerados durante o estresse oxidativo. A degradacao da MLT em AFMK e AMK
eleva a acdo de enzimas antioxidantes e inibe a acdo de mediadores pré-inflamatorios
(SILVA et al., 2004; MAYO et al., 2005; TAN et al., 2007). Outras vias metabdlicas
menos importantes, que ocorrem em diversos tipos celulares, levam a formacéo de N-
acetilserotonina e de 3-hidroximelatonina ciclica (c30HM), sendo esse Ultimo uma
possivel fonte de AFMK (Fig. 7) (ZLOTOS et al., 2014).
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Figura 7. Representacao esquematica de vias metabdlicas de degradacdo da MLT. Adaptado de Zlotos
et al. (2014).

A MLT é uma molécula com caracteristicas lipofilicas que pode penetrar em
membranas bioldgicas, incluindo a placenta e a barreira hematoencefalica (SHIDA,;
CASTRUCCI; LAMY-FREUND, 1994; COSTA; LOPEZ; LAMY-FREUND, 1995;
REITER, 1998, REITER et al., 2000), sendo encontrada em fluidos biolégicos como a
bile (TAN et al., 1999) e no liquido 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 informacédo sobre o fotoperiodo para os tecidos
centrais e periféricos que expressam sitios (receptores de MLT) denominados MT1,
MT2 e MT3 para sua ligacdo, onde inumeras funcdes importantes sdo exercidas no
organismo (WITT-ENDERLY et al., 2003; BOUTIN et al., 2005). Além disso, pode
regular a expressdo de genes atuando em receptores nucleares, interagir com
proteinas celulares, sequestrar EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
(HORSTMAN; WRONA; DRYHURST, 2002; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).

Os sitios de ligacdo de MLT foram descritos a partir de ensaios in vitro com o
analogo radioativo (2-[ 1?°I ]-iodomelatonina) em diversas regides do sistema nervoso
central, principalmente no nudcleo supraquiasméatico do hipotalamo anterior
(supradptico), nacleo paraventricular, em artérias cerebrais e estdo presentes em
varios tecidos periféricos como nas adrenais, 6rgaos linfoides primarios e secundarios,
coracdo, glandulas mamarias, trato gastrintestinal e ducto deferente (REPPERT;
WEAVER; GODSON, 1996; YU et al.,, 2000; KOOP et al.,, 2000; FERREIRA,;
MARKUS, 2001) na retina (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014), génadas
(REPPERT; WEAVER; EBISAWA, 1994) e tecidos neoplasicos (YING et al., 1993).
Estudos ainda apontam para a presenca desses sitios em linfécitos T (KONAKCHIEV
et al., 1995), neutrdfilos (LOPEZ-GONZALEZ et al., 1993) e mondcitos (BARJAVEL et
al., 1998).

A acdo considerada classica da MLT nos vertebrados esta relacionada a
sinalizacdo enddgena da alternancia claro/escuro ambiental. Assim, tem acéo
cronobidtica indicando ao organismo a auséncia de luz ambiental, sendo importante
para sincronizar os seres vivos com as condi¢cdes de iluminacdo do ambiente,
ajustando as diversas func¢des fisiolégicas (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 agdo danosa de radicais livres,
EROs e ERNSs, oriundos do metabolismo celular e de condi¢des fisiopatoldgicas. Este
tipo de agao seria, inclusive, a principal fungédo da MLT em organismos mais primitivos
como bactérias e outros organismos unicelulares, que teriam menos recursos para se
proteger contra este tipo de condicdo (MANCHESTER et al., 1995; REITER et al.,
2000; MACCHI; BRUCE, 2004). Além de atuar como um antioxidante, outro efeito
importante da MLT é a modulacdo de diversos aspectos da resposta imunoldgica de
mamiferos (GARCIA-MAURINO et al., 1997).
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Ainda sobre acdo antioxidante, do pondo de vista evolutivo, a fungéo priméria
da MLT esta associada a sua capacidade citoprotetora, pela sua propriedade
antioxidante (TAN et al., 2007). As fontes extrapineais de MLT fortalecem esta
evidéncia, pois sua acao local esta relacionada as suas propriedades de defesa do
organismo. O potencial antioxidante da MLT esta associado a sua capacidade de
atuar diretamente como um “scavenger”, sequestrando e reduzindo o potencial
oxidativo de EROs ou ERNSs incluindo anion superoéxido (Oz), peroxido de hidrogénio
(H202), oxido nitrico (NO), acido hipocloroso (HOCI) e peroxinitrito (ONOO") ou ainda
a sua atuacao sobre a sintese de enzimas antioxidantes (TAN et al., 2010; PAREDES;
REITER, 2010).

Por outro lado, a MLT também é reportada em outras pesquisas como agente
anti-inflamatério, contribuindo a eliminacao de radicais livres e na regulacdo da sintese
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 sitio ativo, atuando
como um inibidor natural das funcfes dessa enzima, ao modular de maneira natural a
sua atividade (DE LA ROCHA et al., 2007), limitando a producdo de quantidades
excessivas de Oxido nitrico, prostanoides e leucotrienos, bem como outros
mediadores do processo inflamatério, como citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesdo (MAURIZ et al., 2013). Acredita-se que as ac¢les anti-inflamatérias da MLT
sdo decorrentes da formacdo do metabdlito AMK, capaz de causar inibicdo e
infrarregulacao da COX-2 (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI, 2006).

Finalmente, a MLT é uma molécula evolutivamente conservada, que reduz
direta e indiretamente a peroxidacao lipidica (LPO) em animais e plantas,
especialmente in vivo. Assim, ndo sabe se essa acao protetora € exclusivamente
imputavel a sua capacidade de eliminar radicais livres ou se é uma consequéncia
desta acéo por seus metabdlitos o c30OHM, AFMK ou AMK, uma vez que todos o0s
metabolitos sdo formados durante a cascata antioxidante da MLT. Outro aspecto
importante sobre MLT e seus metabdlitos é a auséncia de qualquer atividade pro-
oxidante em células normais, uma caracteristica que ocorre com alguns antioxidantes
classicos (REITER; TAN; GALANO 2014).
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2.3.1 Melatonina e Reproducao

A MLT desempenha um importante papel no controle neuroendocrino da
fisiologia reprodutiva. Além desse efeito sistémico, a presenca de seus receptores
(MT1 e MT2) ao longo do eixo-hipotdlamo-hipéfise-gonadal e mais especificamente
em células ovarianas, sugere um controle intrinseco da reproducao relacionado ao
ovario podendo atuar na foliculogénese, principalmente na fase antral, em processos
como a diferenciacdo das células da granulosa (expressdo de receptores para
hormonio luteinizante) e producéao esteroidogénica (ROCHA et al., 2011). A acéo da
MLT na esteroidogénese gonadal provavelmente ocorra dentro do proprio de ovério,
suposicao fortalecida pela presenca de sitios de ligacdo da melatonina em fragGes de
membranas das células da granulosa de humanos (YIE et al., 1995) e expressao 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
lipidico, na gravidez, no periodo do parto e na funcéo do corpo Iiteo. Além disso, altos
niveis de MLT s&o encontrados no fluido folicular humano, em concentracdes pré-
ovulatérias mais elevadas do que nos niveis séricos no plasma. Sabe-se ainda que as
concentracbes de MLT no fluido folicular aumentam de acordo com o crescimento
folicular (NAKAMURA et al., 2003).

Recentemente, estudos tém demonstrado os efeitos antioxidantes da
melatonina no foliculo, especialmente durante o processo de ovulacao, confirmando
a diminuicdo na formacdo de radicais livres durante a maturagcdo oocitaria e no
decorrer do desenvolvimento embrionario. A diminui¢do da producdo de ROS, dentro
do foliculo ou mesmo durante o desenvolvimento embrionario (MOTA et al., 2014)

Outros efeitos incluem a inducéo da expresséo de fatores de crescimento tais
como do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 e inibigdo da atresia folicular
(ROCHA et al., 2013), implantagdo e desenvolvimento embrionario em mamiferos
(BRZEZINSKI, 1997; REITER, 2005; DAIR et al., 2008) aperfeicoamento do processo
de maturacdo e preservacdo da qualidade do odcito, manutencdo da homeostase
placentaria que protege ao mesmo tempo o sinciciotrofoblasto dos danos oxidativos,
melhora a hemodinamica e transferéncia de nutrientes na interface placentaria-uterina
(HALDAR; YADAYV, 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

embrionario.

2.3.2 Melatonina e intoxicacdes por herbicidas

As intoxicacbes por herbicidas representam, como ja mencionado
anteriormente, um problema de saude publica em virtude da elevada incidéncia. O
maior interesse no tratamento das intoxicacdes por herbicidas tem-se concentrado em
medidas que impegam ou minimizem as lesdes celulares (SERRA; DOMINGOS;
PRATA, 2003). Nesse sentido, enfatiza-se a utilizacdo de varias substancias, entre
elas a MLT (CAGNOLI et al., 1995; MELCHIORRI et al., 1996).

Durante as duas ultimas décadas, muitos estudos tém 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 eritrécitos de ratos
induzidos pela Atrazina. A¢éo 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 mudancas redox produzidos pelo
herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético nas células granulares do cerebelo
reforcando ainda mais a eficacia da MLT como um agente protetor, sendo nesse caso
um efeito direto no sistema nervoso central (BONGIOVANNI et al., 2007).

A exposicdo ao herbicida Atrazina pode causar imunotoxicidade, além de
outras consequéncias adversas para a saude humana e animal. O papel citoprotetor
da MLT sobre o mecanismo imunotéxico desse herbicida foi estudado por Sharma et
al. (2014) e reconhecido pela reducédo do estresse do reticulo endoplasmatico, da
apoptose mitocondrial, bem como dos sinais de autofagia.

O PQ é especialmente téxico por via inalatéria. Ja o herbicida Diquat promove
maiores danos no intestino e figado (PAREDES; REITER, 2010). Melchiorri et al.
(1995, 1996) reportaram que a MLT foi capaz de suprimir danos oxidativos provocados

por ambos o0s herbicidas. Ainda neste estudo, a MLT recuperou 0s niveis de
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concentragdo de glutationa reduzida (GSH) hepatica e pulmonar, bem como elevou a
DLso dos ratos de75 mg/kg para 251 mg/kg de PQ.

ORTIZ et al. (2000) observaram que apos a administracdo de MLT em ratos
expostos ao PQ houve reducédo significativamente de micronucleos em células do
sangue periférico e de medula 6ssea. Esse mesmo resultado foi observado por
Melchiorri et al. (1998).

O efeito protetor da MLT também foi demonstrado por Garcia-Rubio, Matas e
Miguez (2005) em estudo in vitro com hepatdécitos expostos ao herbicida PQ, pois, a
MLT reduziu o estresse oxidativo melhorando os niveis de GSH hepatico.

Atualmente, o uso de Glifosato-Roundup® e o aparecimento de disfuncdes da
glandula pineal foram correlacionados, em que formulacdes contendo Glifosato
podem se ligar a metais como o aluminio e atuar sinergicamente induzindo disfuncées
na glandula pineal podendo levar a varias doengas neurolégicas como autismo,
transtorno do déficit de atencédo com hiperatividade, depressao, mal de Alzheimer, mal
de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, desordem de ansiedade e até disbiose
(desequilibrio da flora intestinal). Além disso, esse tipo de associacdo pode alterar o
comportamento das enzimas do sistema citocromo P450, as quais estéo envolvidas
no metabolismo da MLT (SAMSEL; SENEFF, 2013; SENEFF; SWANSON; LI, 2015).

Associacfes de herbicidas representam um problema de saude publica ainda
maior em todo o mundo, especialmente nos paises em desenvolvimento com base
econbmica agroindustrial. Embora o uso associado de herbicidas seja generalizado,
o seu perfil toxicol6gico anida é desconhecido. Assim, os antioxidantes tém assumido
um papel importante contra as intoxicagdes por herbicidas, sendo na maioria das
vezes agravados pelas associacdes entre herbicidas e até mesmo com metais
pesados.

Este quadro mostra a necessidade de realizar estudos relacionados a
administracdo de agrotoxicos, em especial herbicidas em associacdo, pois sua
utilizacéo raramente é realizada individualmente nas lavouras (MATTOS et al., 2002).
Contudo, as misturas de herbicidas podem ser toxicas para varias espécies nao-alvos,
como organismos aquaticos e mamiferos (TALLARIDA, 2001, CASTRO; CHIORATO,
2007).

Assim, estudos sobre os efeitos da associacao de herbicidas coadministrados

com MLT s&o 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
toxicos do herbicida PQ, porém néo ha relatos quando se trata do Glifosato-Roundup®
isoladamente ou associado com o PQ. Por isso, sdo necessarios estudos sobre a
associacao desses herbicidas e seus efeitos sobre os diferentes sistemas bioldgicos,
especialmente no sistema reprodutor e no figado, bem como o tratamento

experimental com a MLT.
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RESUMO

A exposicdo aos herbicidas Paraquat e Glifosato-Roundup® pode causar lesdes celulares por
elevar os niveis de estresse oxidativo nos diferentes sistemas bioldgicos, inclusive no sistema
reprodutor. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da
intoxicacdo aguda materna e embrionaria por herbicidas, e sua prevencdo 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 Comité de Etica, conforme n°® da licenca
(063/2013). Foram avaliados peso corporal e ovariano, contagem do numero de sitios de
implantacdo, de corpos luteos, das perdas pré-implantacdo, taxa de implantagdo, o nimero de
celulas natural killer uterinas, bem como histopatologia dos sitios de implantacdo e morfometria
dos epitélios superficial e glandular do endométrio. Os resultados a seguir foram observados
apos exposicdo aos herbicidas associados (grupo G4) e individuais (grupos G2 e G3). Reducéo
no peso corporal (grupos G2 e G4), bem como no peso ovariano, no nimero de sitios
implantados, na taxa de implantagdo, no nimero total de corpos luteos e aumento do percentual
de perdas pré-implantacdo (grupos G2, G3 e G4). A andlise histopatoldgica dos sitios de
implantacdo dos animais do grupo G4 permitiu identificar desorganizacdo do blastocisto e
degeneracgédo do citotrofoblasto localizado dentro da cavidade blastocistica. Na histoquimica
dos sitios de implantacdo dos observou-se reducdo do numero de células natural killer uterinas
(NKu) (grupos G2, G3 e G4). Enquanto, a morfometria revelou redugéo na altura dos epitélios

superficial e glandular, bem como no diametro das glandulas endometriais (grupos G2, G3 e
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G4). Entretanto, os tratamentos com melatonina promoveram prevencéo de alteracdes do perfil
reprodutivo avaliado, bem como de lesdes nos sitios de implantacédo e da reducdo do nimero
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/embrionaria induzida experimentalmente pelos herbicidas
Glifosato-Roundup® e Paraquat favorecendo a prevencdo de alteragdes nos parametros
reprodutivos, além de promover a manutencdo da interacdo materno-embrionaria durante a
implantacdo, invasao trofoblastica, 0 que representa uma nova perspectiva no campo de estudos

da imunologia reprodutiva.

Palavras-chave: glifosato; paraquat; ratas prenhes; implantacdo embrionaria; melatonina;

histomorfometria.

Introducéo

Exposicdo a herbicidas representa um grave problema de satde publica nos paises em
desenvolvimento, especialmente naqueles com economias baseadas no agronegdcio. A
utilizacdo destes produtos tem crescido rapidamente em paises emergentes, mas na maioria dos
casos nao existe controle eficaz sobre sua venda e o uso. Além disso, a utilizacdo incorreta e
descontinua dos equipamentos de protecdo individual, as limitacbes no monitoramento da
exposicdo ocupacional e as falhas no diagndstico e tratamento dos casos de intoxicacgao
agravam ainda mais o problema [1, 2].

Entre algumas das consequéncias dessa exposi¢do observadas em animais € no homem
estdo o desequilibrio endocrino associado ao aparecimento de canceres, infertilidade, mas-

formagdes congénitas no trato genital e modificacGes na qualidade do sémen [3], injdrias no
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desenvolvimento embriofetal, na maturacdo de sistemas fisiologicos, deficiéncias anatbmicas,
entre outras [4, 5]. Assim, alteracBes durante periodos sensiveis ou criticos de desenvolvimento
como o periodo embrionario podem gerar alteragcdes importantes, as quais podem se manifestar
em fases tardias do ciclo de vida ou mesmo serem translocadas as geracGes posteriores [6].
Além disso, herbicidas como o Paraquat (PQ) e Glifosato-Roundup® podem promover
disfungdes na glandula pineal e podem reduzir a producéo de melatonina (MLT) [7, 8] e assim,
comprometer o processo de implantacdo embrionaria, bem como interferir na gestacéo [9].

O maior interesse no tratamento das intoxicacdes por herbicidas, tem se concentrado em
medidas que impecam ou minimizem as lesdes celulares provocadas nos diversos sistemas
bioldgicos [10, 11, 12] inclusive no sistema reprodutor durante o desenvolvimento embrionario
[13]. Nesse sentido, tem-se enfatizado a utilizacdo de varias substancias, entre elas as com acéo
moduladora da reproducdo em mamiferos 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 o6citos, ovulagdo e no desenvolvimento embrionério inicial [17, 18]
na morfologia endometrial e manutencdo do processo de implantagdo embrionaria [19]. No
entanto, ndo ha relatos na literatura sobre os efeitos da MLT em ratas submetidas a intoxicacao
aguda por doses subletais dos herbicidas (PQ) e Glifosato-Roundup® associados, bem como
seu efeito protetor sobre o processo de implantacdo embrionaria. Assim, testou-se a hipotese de
que a MLT pode atuar como agente protetor na interface materno/embrionéria no terco inicial
da gestacdo prevenindo alteracbes importantes em parametros gestacionais. Dessa forma,
analisou-se 0 ganho de peso das fémeas, peso dos ovarios, numero de sitios de implantacéo, de
corpos lateos, taxa de implantacéo e perdas pré-implantacao, além do nimero de células NKu,
possiveis injurias celulares no processo de implantacdo embrionaria e morfometria dos epitéelios

superficial e glandular do endométrio.

56



Material e Métodos

Reagentes e produtos quimicos

Formulagdes comerciais de glifosato (Glifosato-Roundup®) constituido 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 comité de ética no uso

de animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob o nimero da licenga 063/2013.

Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) e no Centro de apoio a 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+2°C, humidade 60+10% e
fotoperiodo de 12 h claro/escuro) com alimentagdo e agua “ad libitum”. Apé6s 10 dias de

aclimatacdo, as fémeas foram submetidas a exames colpocitolégicos para determinacdo da
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regularidade do ciclo estral. Assim, aquelas que apresentaram 3 ciclos estrais regulares foram
separadas aleatoriamente e acasaladas para a formacdo de sete grupos experimentais (n = 5
cada). Em seguida foram submetidas aos tratamentos e monitoradas diariamente quanto ao peso

corporal e sobrevivéncia.

Sistema de acasalamento e certificacéo de copula

O sistema de acasalamento adotado foi o poligdmico permanente, com duas fémeas e
um macho por gaiola, diariamente, com inicio as 18 h. Quanto a certificacdo da copula foi
realizada por meio de exames colpocitoldgicos, diariamente, com inicio as 6 h, onde por meio
da verificacdo da presenca de espermatozoides no fluido vaginal foi considerado o primeiro dia
gestacional. Para a coleta e esfregaco do fluido vaginal, foram utilizados swabs estéreis
umedecidos em solucdo salina a 0,9%. Imediatamente ap6s a coleta, cada swab foi pressionado
sobre a superficie de uma lamina, onde foram mergulhadas em solucéo &lcool-éter (1:1). A

leitura das laminas foi realizada ap6s coloracdo pelo método Shorr-Harris [21].

Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram: G1 controle (tratamento com solucéo salina a 0,9% de
NaCl por via intraperitoneal), G2 exposic¢do a dose de 50 mg/kg de peso corporal de PQ, G3
exposicdo a dose de 500 mg/kg de peso corporal de Glifosato-Roundup® por gavagem, G4
exposicdo associada de PQ e Glifosato-Roundup®, G5 exposicdo ao PQ e tratamento com 10
mg/kg de peso corporal de MLT, sendo a via de administragdo de MLT intraperitoneal, G6
exposicdo ao Glifosato-Roundup® e tratamento com MLT, G7 exposicdo associada de PQ e

Glifosato-Roundup® e tratamento com MLT. Apds exposicao aos herbicidas e tratamentos com
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MLT, as ratas, ao sétimo dia de prenhez, entre 9 e 10 h da manhd, 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 remog¢do dos cornos
uterinos, contendo os sitios de implantacéo, e dos ovarios [22, 23]. Logo apds foram realizadas
analise do ganho de peso das fémeas, peso dos ovarios, nimero de sitios de implantacédo, de
corpos lateos, taxa de implantacédo e perdas pré-implantacao, além do nimero de células NKu,
possiveis injurias celulares no processo de implantacdo embrionaria 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 inicio da noite (18 h) na dose de 10 mg/kg de peso corporal do animal
do primeiro ao sétimo dia de prenhez. A diluicdo foi diaria por sete dias consecutivos em
solucgéo de etanol/salina a 4% [10]. A dose foi escolhida segundo estudos in vivo, onde doses
utilizadas para o tratamento de intoxicacdes por herbicidas variavam entre 5 mg/kg até 25

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

Exposicao aos herbicidas

Para a exposicao, os herbicidas foram diluidos em solucéo salina a 0,9%, sendo o PQ

na dose de 50 mg/kg de peso corporal do animal de acordo com a DLsg 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 teratogénese em ratos [26].
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Os herbicidas foram administrados por gavagem no intervalo entre 9 e 10 h da manha do

primeiro ao sétimo dia de prenhez apds pesagem das fémeas.

Analise histopatoldgica e histoquimica dos sitios de implantacdo

Ap0s laparotomia e remogdo dos cornos uterinos, os sitios de implantacdo foram
quantificados [27], bem como os corpos lUteos nos ovarios com o auxilio de estereomicroscopio
Olympus® modelo SZ40 e calculadas a taxa de implantac&o (niimero total de implantes/ nimero
de corpos luteos) x100 e as perdas pré-implantes (nimero de corpos IGteos — numero de
implantes / nimero de corpos luteos) x 100 [28]. Logo apds, os sitios de implantacdo foram
mergulhados em formaldeido a 10% tamponado e fixados por 24 horas. Posteriormente a
fixacdo, os tecidos foram lavados em solucdo tampdo PBS, desidratados em uma série de
concentracdo crescente de alcodis (80, 90, 95 e 2x100%) e incluidos em glicol metacrilato
historesina (Historesin Leica®). Os cortes de 4 um foram obtidos em micrétomo Leica® modelo
RM 2245 equipado com navalha de vidro, distendidos em agua e colocados sobre laminas,
levados para secagem em estufa a 60°C por 1 minuto e submetidos as técnicas de coloracdo
pela Hematoxilina - Eosina (H.E.) e Acido Periodico de Schiff (PAS). As laminas em
duplicata/animal foram analisadas (10 campos aleatérios) em microscépio de luz, da marca
Leica® modelo DM500 e fotografadas mediante o uso de camera Leica® modelo EC3 acoplada
ao microscopio para andlise histopatoldgica. Para analise histoquimica, cinco imagens/grupo
dos sitios de implantacdo corados com PAS foram transferidas para o software de analise de
imagem (ImageJ 1.49t, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) para o

armazenamento dos dados sobre a estimativa do nimero de células NKu.
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Andlise morfométrica

Para a analise morfométrica foram realizadas capturas de imagens (2
laminas/animal/grupo) mediante o uso de camera Leica® modelo EC3 acoplada ao microscdpio, bem
como analise dos parametros: altura dos epitélios luminal e glandular do endométrio e diametro
de glandulas endometriais pelo software Leica® Application Suite (LAS) EZ. Para cada

animal/grupo, foram feitas 10 medic¢des / 5 campos dos parametros estudados.

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média £ erro padrdo da média e analisadas pelo
software SAS® for Windows versdo 9.0. As diferencas entre os grupos foram determinadas
através da Analise de Variancia (ANOVA - oneway), apés teste para normalidade (Shapiro-
Wilk). As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% (p<0,05) de

probabilidade.

Resultados

Afericdo de ganho de peso das ratas prenhes

Ao final do periodo de exposicao 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 exposi¢do 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

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

Analise do peso dos ovarios, nimero de sitios de implantacéo e taxa de implantagdo

A exposicdo associada e individual dos herbicidas (PQ + Glifosato-Roundup®)
promoveram reducdo no peso dos ovarios e no namero de sitios implantados quando
comparados aos do controle (Tabela 1), porém o nimero de sitios implantados entre 0s grupos
PQ e Glifosato-Roundup® nio diferiram. O mesmo comportamento observado no nimero de
sitio de implantacdo foi também evidenciado para a taxa de implantacdo (nUmero total de
implantes/ nimero de corpos luteos) x100. Ja entre os grupos tratados com MLT evidenciou-se
que os pesos dos ovarios foram semelhantes aos do grupo controle. Esse mesmo resultado foi

observado para o nimero de sitios implantados e taxa de implantacdo (Tabela 1).

Namero de corpos luteos e perdas de pré-implantacéo

A avaliacdo dos ovarios por meio de estereomicroscopio dos grupos experimentais
revelou que a exposicdo individual e associada dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup®
também levou a uma reducdo do numero total de corpos lGteos, bem como aumento do
percentual de perdas pre-implantacdo em relacéo ao controle (Tabela 1). Ao analisar os mesmos
parametros observou-se que os valores entre 0s grupos expostos aos herbicidas Paraquat e
Glifosato-Roundup®nao diferiram. Verificou-se também que o tratamento com MLT promoveu
prevencéo da reducdo de corpos luteos e do aumento do percentual de perdas pré-implantacao

quando comparados aos valores do grupo controle. (Tabela 1).
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Analise histopatoldgica e histoquimica dos sitios de implantacdo

A avaliacdo de peca anatbmica de cornos uterinos do grupo controle, bem como dos
grupos expostos aos herbicidas e tratados com MLT revelaram sitios de implantacdo ao 72 dia
poOs-coito, ovarios e bexiga aparentemente bem preservados (Fig. 2A). Quanto a andlise
histopatoldgica dos sitios de implantacao visdo panoramica (Fig. 2B) de ratas do grupo controle
revelou a presenca de blastocisto com citotrofoblasto, embrioblasto e cavidade blastocistica
preservadas, bem como processo de decidualizacdo bem definido (Fig. 2C). Porém, nas
amostras expostas aos herbicidas associados (grupo G4 com lesGes mais acentuadas)
observaram-se desorganizacdo do blastocisto e degeneracdo do citotrofoblasto localizado
dentro da cavidade blastocistica (Fig. 2D). Nas amostras de ratas tratadas com MLT, os sitios
de implantacdo apresentaram organizacdo estrutural semelhante aos observados nas ratas do
grupo controle (Fig. 2E) indicando possivel acdo protetora da MLT. Na histoquimica observou-
se reducdo no nimero de células NKu dos sitios de implantacdo 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 apds o tratamento com MLT o ndmero de células
NKu foi semelhante ao controle (Figs. 3E, 3F e 3H), menos no grupo exposto aos herbicidas

associados (Figs. 3G e 3H).

Analise morfométrica

A anélise morfométrica reducao na altura dos epitélios luminal e glandular, bem como
no diametro das glandulas endometriais apos exposicao individual e associada dos herbicidas
PQ e Glifosato-Roundup®, porém o tratamento com MLT, promoveu prevencéo da reducio dos

parametros estudados quando comparados aos do grupo controle (Tabela 2).
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Discussao

No presente estudo observamos que a exposi¢do 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 sistémica podendo levar
a toxicidade materna com perdas embrionarias [31]. A toxicidade materna é uma das causas de
alteracbes no desenvolvimento embriofetal e pods-natal [30, 34], sendo diagnosticada
particularmente pela perda de peso corporal [29], embora outras alteracdes como reducéo da
locomocdo, diarreia, piloerecdo, mortes e reducdo do consumo de agua e alimento também
sejam consideradas [32]. Verificou-se ainda, que a associacdo dos herbicidas reduziu de forma
expressiva (p<0,001) o peso corporal das ratas prenhes quando comparados entre 0S grupos
expostos individualmente e ao controle, indicando um possivel sinergismo entre os herbicidas.
Neste contexto, o efeito sinérgico do PQ observado durante o periodo pré-natal [33] e do
Glifosato-Roundup® entre o principio ativo glifosato e seu adjuvante polioxietileno amina
(POEA) [36, 55] explicariam os resultados do grupo associado. Além disso, os herbicidas
promoveram reducdo no nimero de corpos lateos, resultados semelhantes foram observados
em ratas Wistar expostas ao herbicida PQ [37], no nimero de sitios de implantacdo, no peso
dos ovérios, menor taxa de implantacdo e maior percentual de perdas pré-implantagdo.
Resultados semelhantes foram observados em camundongos expostos ao PQ [13]. Verificou-
se ainda que a associagio dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® revelou agéo sinérgica e 0s
maiores valores nos parametros estudados. Resultados semelhantes envolvendo outras
associacgOes de herbicidas (acido diclorofenoxiacético, dicamba e mecoprop) promoveram o
mesmo comportamento durante a implantacdo embrionaria [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 acdes benéficas nas génadas. E sabido que a MLT
produzidas nos ovarios, auxilia na maturacdo folicular e na preservacgéo da integridade do évulo
antes e no momento da ovulagéo, atuando como um importante agente na manutencéo ideal da
fisiologia reprodutiva [38].

A analise histopatol6gica dos sitios de implantacdo de ratas do grupo controle revelou a
presenca de blastocisto com citotrofoblasto, embrioblasto e cavidade blastocistica preservadas,
além de processo de decidualizacdo bem definido. No entanto, a exposicdo aos herbicidas, em
especial, a associacdo evidenciou-se desorganizacdo do blastocisto e degeneracdo do
citotrofoblasto localizado dentro da cavidade blastocistica. Esse perfil de lesbes pode ser
atribuido a vulnerabilidade do blastocisto por concentracdes baixas de agroquimicos, dos quais
comprometem o processo de diferenciacdo do embrioblasto e citotrofoblasto, bem como
intensifica o processo de apoptose [43]. Além disso, na analise histoquimica observou-se
reducdo no nimero de células NKu dos sitios de implantacdo de ratas dos grupos associado e
individual. Neste contexto, as células NKu participam da interacdo materno-embrionaria
durante a implantacdo, invasdo trofoblastica, placentacdo 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 prevencao de alteracfes estruturais nos sitios de implantacéo, bem como no nimero
de células NKu quando comparado ao grupo controle. Neste contexto, a transformacgéo do
endometrio em decidua ocorre imediatamente ap6s a implantacdo do blastocisto [39]. Assim, 0
numero de células NKu aumentam no endomeétrio, particularmente na decidua basal durante a
fase de implantacdo [56, 57, 58], mas também aparecem precocemente durante a fase secretdria
precoce, indicando um papel primario na implantacdo e estabelecimento da gravidez [58].

Assim, a MLT pode estar envolvida como agente antioxidante no processo de implantagédo
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embrionaria, na decidualizacdo, bem como na remodelacdo da matriz extracelular uterino [40]
0 que explicaria os resultados do presente estudo.

A analise morfomeétrica dos epitélios luminal e glandular do endomeétrio revelou reducao
na altura dos epitélios e no diametro das glandulas endometriais, porém o tratamento com MLT,
promoveu prevencdo desses parametros com valores semelhantes aos do controle. Neste
contexto, o crescimento e desenvolvimento embrionario dependem inicialmente do endométrio,
especialmente, das secrecdes oriundas das glandulas endometriais que fornecem os primeiros
nutrientes ao pré-embrido [44, 48]. Além disso, marcadores bioguimicos como as integrinas,
mucinas, citocinas, fatores de crescimento, marcadores imunologicos endometriais, bem como
a dinamica dos complexos juncionais promovem a receptividade endometrial entre o sexto e 0
décimo dia de prenhez [45, 46]. E sabido que os herbicidas PQ e Glifosato-Roundup®, além de
atuarem como disruptores enddcrinos [49, 50] produzem espécies reativas de oxigénio (EROs)
[12, 25, 51, 52], assim quando a produc¢édo é maior que a capacidade da célula em degradéa-las,
passamos a ter um quadro de estresse oxidativo. Nesta situacdo, pode-se verificar inativacdo
enzimatica, danos ao DNA, peroxidacdo lipidica 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 terco inicial da gestacdo, atua de
forma eficiente contra a toxicidade reprodutiva e embrionéria induzidas pelos herbicidas PQ e
Glifosato-Roundup®, além de promover prevencéo de alteraces dos indicadores de fertilidade
avaliados como prevencéo da integridade morfoldgica do blastocisto, do ganho de peso corporal
materno, do peso ovariano, no numero de corpos luteos, na viabilidade da implantacéo

embrionaria e manutencédo das células NKu.

66



67



Referéncias

1. Forget G (1989) Pesticides: necessary but danferous poisons. IDRC Reports 18: 4-5.

2. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE). Indicadores de
desenvolvimento Sustentavel. Brasil 2012. Disponivel em:
<http://www.ibge.gov.br/home/geociencias/recursosnaturais/ids/ids2012.pdf>. Acesso em:
29 de out. de 2014.

3. Koifman S, Hatagima A (2003) Disruptores enddcrinos no ambiente: efeitos bioldgicos
potenciais. Rev Bras Mastologia 13: 9-11.

4. Dent MP (2007) Strengths and limitations of using repeat dose toxicity studies to predict
effects on fertility. Regul Toxicol Pharm 48: 241-258. doi:10.1016/j.yrtph.2007.04.001.

5. Oliveira NP, Moi GP, Atanaka-Santos M, Silva AMC, Pignati WA (2014) Malformacdes
congénitas em municipios de grande utilizacdo de agrotoxicos em Mato Grosso, Brasil Ciénc
Saude Coletiva, 19: 4123-4130. doi.org/10.1590/1413-812320141910.08512014.

6. Reis Filho RW, Luvizotto-Santos R, Vieira EM (2007) Poluentes emergentes como
desreguladores enddcrinos. J Braz Soc Ecotoxicol 2: 283-288.

7. Bartlett RM, Murali D, Nickles RJ, Barnhart TE, Holden JE, et al. (2011) Assessment of
fetal brain uptake of paraquat in utero using in vivo PET/CT imaging. Toxicol Sci 122: 551-
556. doi:10.1093/toxsci/kfr104

8. Seneff S, Swanson N, Li C (2005) Aluminum and glyphosate can synergistically induce

pineal gland pathology: connection to gut dysbiosis and neurological disease. Agricultural

Sci 6: 42-70. doi.org/10.4236/as.2015.61005.

68



9. Teixeira AAC, Simbes MJ, Wanderley-Teixeira V, Soares JR JM (2004) Evaluation of the
implantation in pinealectomized and/or submitted to the constant illumination rats. Int J
Morphol 22: 189-94. doi.org/10.4067/S0717-95022004000300003.

10. Melchiorri D, Reiter RJ, Attia AM, Hara M, Burgos A, Nistico G (1995) Potent protective
effect of melatonin on in vitro paraquat-induced oxidative damage in rats. Life Sciences 56:
83-89.

11. Xu J, Sun S, Wei W, Fu J, Qi W, et al. (2007) Melatonin reduces mortality and oxidatively
mediated hepatic and renal damage due to diquat treatment. J Pineal Res 42: 166-171. doi:
10.1111/5.1600-079X.2006.00401.x.

12. Serra A, Domingos F, Martins-Prata M (2003) Intoxicacao por paraquat. Acta Med Port 16:
25-32.

13. Hausburg MA, Dekrey GK, Salmen JJ, Palic MR, Gardiner CS (2005) Effects of paraquat
on development of preimplantation embryos in vivo and in vitro. Reprod Toxicol 20: 239-
246. doi:10.1016/j.reprotox.2005.03.006.

14. Soares Junior JM, Holanda FS, Baracat EC (2008) Melatonin and puberty: what is the
evidence? Rev Bras Ginecol Obstet 30: 483-485. doi.org/10.1590/S0100-
72032008001000001.

15. Maganhin CC, Carbonel AAF, Hatty JH, Fuchs LFP, Oliveira-Janior IS, et al. (2008)
Efeitos da melatonina no sistema genital feminino: breve revisdo. Rev Assoc Med Bras 54:
267-71. doi.org/10.1590/S0104-42302008000300022.

16. Reiter RJ, Tan D-X, Manchester LC, Paredes SD, Mayo JC, et al. (2009) Melatonin and
Reproduction Revisited. Biol Reprod 81:445-456. doi 10.1095/biolreprod.108.075655.

17. Manjunatha B, Devaraj M, Gupta P, Ravindra J, Nandi B (2009) Effect of taurine and
melatonin in the culture medium on buffalo in vitro embryo development. Reprod Domest

Anim 44: 12-16. doi: 10.1111/j.1439-0531.2007.00982.x.

69



18

19.

20

21

22

23

24

25

26

. Vazqueza M1, Abecia JA, Forcada F, Casao A (2010) Effects of exogenous melatonin on

in vivo embryo viability and oocyte competence of undernourished ewes after weaning

during the seasonal anestrus. Theriogenology 74: 618-626.

doi:10.1016/j.theriogenology.2010.03.007.

Dair EL, Simoes RS, Simdes MJ, Romeu LR, Oliveira-Filho RM, et al. (2008) Effects of

melatonin on the endometrial morphology and embryo implantation in rats. Fertil Steril 89:

1299-305. doi.org/10.1016/j.fertnstert.2007.03.050.

. OECD, 2008. Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4 Health Effects. Test No
425: Acute Oral Toxicity: Up-and-Down Procedure, vol. 4 OECD, OECD library

. Shorr BA 1941. New technic for staining vaginal smears: Ill, a single differential stain.

Science. 94: 545-546. doi:10.1126/science.94.2449.545.

. Damasceno DC, Volpato GT, Person OC, Yoshida A, Rudge MVC, et al. (2002) Efeito do
acido acetilsalicilico na performance reprodutiva e na prole de ratas wistar. Rev Assoc Med
Bras 4: 312-316. doi.org/10.1590/S0104-42302002000400036.

. Camargo ICC, Gaspar ALC, FREI F, Mesquita SFP (2009) Efeitos dos esteroides
anabolicos androgénicos sobre o Utero e parametros reprodutivos de ratas adultas. Rev Bras
Ginecol Obstet 9: 453-460. doi.org/10.1590/S0100-72032009000900006.

. Kimbrough RD, Gaines TB (1970) Toxicity of paraquat to rats and its effect on rat lungs.
Toxicol Appl Pharmacol 17: 679-690. doi:10.1016/0041-008X(70)90042-6.

. Williams GM, Kroes R, Munro IC (2000) Safety evaluation and risk assessment of herbicide
Roundup and its active ingredient, glyphosate, for humans. Regul Toxicol Pharmacol 31:
117-165. doi:10.1016/0041-008X(70)90042-6.

. U.S.EPA. (1996) Guidelines for Reproductive Toxicity Risk Assessment. EPA/630/R-

96/009. Washington, DC: U.S. Environmental Protection Agency.

70



217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Teixeira AAC, Simdes MJ, Teixeira VW, Soares-Junior JM (2004) Avaluation of the
implantation in pinealectomized and/or submitted to the constant illumination rats. Int J
Morphol 22: 189-119. doi.org/10.4067/S0717-95022004000300003.

Lemonica IP, Damasceno DC, Di Stasi LC (1996) Study of the embryotoxic effects of an
extract of rosemary (Rosmarinus officinalis L.). Braz J Med Biol Res 29: 223-227.
Cummings AM, Rhodes BE, Cooper RL (2000) Effect of Atrazine on Implantation and
Early Pregnancy in 4 Strains of Rats. Toxicol Sci 58: 135-143. doi:
10.1093/toxsci/58.1.135.

Khera KS (1985) Maternal toxicity: a possible etiological factor in embryo-fetal deaths and
fetal malformations of rodent-rabbit species. Teratology 31: 129-53.

Chernoff N, Rogers EH, Gage MI, Francis BM (2008) The relationship of maternal and
fetal toxicity in developmental toxicology bioassays with notes on the biological
significance of the "no observed adverse effect level”. Reprod Toxicol 25: 192-202.
doi:10.1016/j.reprotox.2007.12.001.

York RG, Parker RM, Haber LT. Test Methods for assessing female reproductive and
development toxicology. In: Hayes WA, Kruger CL. (62 ed) Principles and methods of
toxicology. New York: Taylor & Francis. 2014. Cap. 35, p. 1637-1722.
Miranda-Contreras L, Davila-Ovalles R, Benitez-Diaz P, Pefia-Contreras Z, Palacios-Pri E
(2005) Effects of prenatal paraquat and mancozeb exposure on amino acid synaptic
transmission in developing mouse cerebellar cortex. Dev Brain Res 160: 19-27.
doi:10.1016/j.devbrainres.2005.08.001.

Chahoud I, Ligensa A, Dietzel L, Fagi AS (1999) Correlation between maternal toxicity
and embryo/fetal effects. Reprod Toxicol 13: 375-381. do0i:10.1016/S0890-

6238(99)00035-0.

71



35. Costa, M. J., Monteiro, D. A., Oliveira-Neto, A. L., Rantin, F. T.,Kalinin, A.L (2008).
Oxidative stress biomarkers and heart function in bullfrog tadpoles exposed to Roundup
Original. Ecotoxicol 17: 153-163. doi: 10.1007/s10646-007-0178-5.

36. Benachour, N., Sipahutar, H., Moslemi, S., Gasnier, C., Travert, C, et al. (2007). Time- and
dose-dependent effects of Roundup on human embryonic and placental cells. Environ.
Contam Toxicol 53: 126-133. doi: 10.1007/s00244-006-0154-8.

37. Hamayatkhah A, Najafiyan M, Farzam M, Kargar H (2012) Effects of the Paraquat
Herbicide on Oogenesis and Ovary Structure of Wistar Rat strain Adv Environ Biol 6:
1006-1012.

38. Reiter RJ, Rosales-Corral SA, Manchester LC, Tan D-X (2013) Peripheral Reproductive
Organ Health and Melatonin: Ready for Prime Time. Int J Mol Sci. 14: 7231-7272.
doi:10.3390/ijms14047231.

39. Girsoy E, Bulut HE, Basimoglu-koca, Y (1998) Blastocyst Implantation in Rats: A

Morphological Approach. Okajimas Folia Anat 74: 293-316.

40. Zhao H, Pang SF, Poon AMS (2002) Variations of mtl melatonin receptor density in the
rat uterus during decidualization, the estrous cycle and in response to exogenous steroid
treatment. J Pineal Res 33: 140-145. doi: 10.1034/j.1600-079X.2002.02898.x.

41. Fettback PBT, Domingues TS, Hassun Filho PA, Motta ELA, Serafini PC, Baracat EC.
Células natural killer uterinas: o que sdo? O que fazem? O que devemos saber? Femina, v.
37,n.7, p. 373-378, 2009.

42. Cavieres MF, Jaeger J, Porter W (2002) Developmental Toxicity of a Commercial Herbicide
Mixture in Mice: |. Effects on Embryo Implantation and Litter Size. Environ Health

Perspect 110: 1081-1085.

72



43

44

45

46

47

48

49

50.

51.

. Greenlee AR, Ellis TM, Berg RL (2004) Low-Dose Agrochemicals and Lawn-Care
Pesticides Induce Developmental Toxicity in Murine Preimplantation Embryos. Environ
Health Perspect 112: 703-7009.

. Spencer T, Bazer FW (2004) Uterine and placental factors regulating conceptus growth in
domestic animals. J Anim Sci 82: E4-E13. doi:/2004.8213 supplE4x.

. Aboubakr M, Elnashar MD, Gamal I, Aboul-Enein MD (2004) Endometrial receptivity
Middle East Fertil Soc J 9: 10-24.

. Preston AM, Lindsay LA, Murphy CR (2006) Desmosomes in uterine epithelial cells
decrease at the time of implantation: An ultrastructural and morphometric study J Morph
267: 103-108. doi: 10.1002/jmor.10390.

. EI-Shenawy NS (2009) Oxidative stress responses of rats exposed to Roundup and its active
ingredient glyphosate. Environ Toxicol Pharmacol 28: 379-385.
doi:10.1016/j.etap.2009.06.001.

. Burton GJ, Watson AL, Hempstock J, Skepper JN, Jauniaux E (2002) Uterine Glands
Provide Histiotrophic Nutrition for the Human Fetus during the First Trimester of
Pregnancy. J Clin Endocrinol Metab 87: 2954-2959.

. Gasnier C, Dumont C, Benachour N, Clair E, Chagnonb M-C, et al. (2009) Glyphosate-

based herbicides are toxic and endocrine disruptors in human cell lines. Toxicology 262:

184-191. doi:10.1016/j.tox.2009.06.006.

Benachour N, Clair E, Mesnage R, Séralini G-E (2012) Endocrine disruptors: new

discoveries and possible progresso of evaluation. Adv Med Biol 29: 1-57.

Jasper R, Locatelli GO, Pilati C, Locatelli C (2012) Evaluation of biochemical,

hematological and oxidative parameters in mice exposed to the herbicide glyphosate-

Roundup®. Interdiscip Toxicol. 5: 133-140. doi: 10.2478/v10102-012-0022-5.

73



52

53

54.

55

56

57

58

. Takenaka A, Annaka H, Kimura Y, Aoki H, Igarashi K (2003) Reduction of paraquat-

induced oxidative stress in rats by dietary soy peptide. Biosci Biotechnol Biochem 67: 278-

283. doi: 0rg/10.1271/bbb.67.278.

. Hermes-Lima M. Oxygen in biology and biochemistry: role of free radicals. In: Storey, KB.

(Ed) Functional Metabolism: Regulation and Adaptation. 2004. Cap. 12, p. 319-368.

Maganhin CC, Carbonel AAF, Hatty JH, Fuchs LFP, Oliveira-Janior IS, et al. (2008)

Melatonin effects on the female genital system: a brief review. Rev Assoc Med Bras 54:

267-271. doi:org/10.1590/S0104-42302008000300022.

. Benachour N, Seralini G-E (2009) Glyphosate formulations induce apoptosis and necrosis

in human umbilical, embryonic, and placental cells. Chem Res Toxicol 22: 97-105. doi:

10.1021/tx800218n.

. Somigliana E, Vigano P, Vignali M (1999) Endometriosis and unexplained recurrent

spontaneous abortion: pathological states resulting from aberrant modulation of natural

killer cell function? Hum Reprod Update 5:40-51. doi: 10.1093/humupd/5.1.40.

. Rai R, Sacks G, Trew G (2005) Natural killer cells and reprodutive failure: theory, practice

and prejudice. Hum Reprod 20:1123-6. doi: 10.1093/humrep/deh804.

. Trundley A, Moffett A. (2004) Human uterine leukocytes and pregnancy. Tissue Antigens

63:1-12. doi: 10.1111/5.1399-0039.2004.00170.x.

74



—&— Controle (salina)
—e— PQ**
—@— Glifosato-Roundup®
—&— PQ + Glifosato Roundup® ***
=—0— PQ+MLT *
&— Glifosato-Roundup® + MLT *

o PQ + Glifosato-Roundup® + MLT *

Ganho médio de peso corporal (g)

—
=
—0—

15 Tratamentos (dias)

Figura 1. Ganho médio de peso das ratas prenhes durante a exposicdo aos herbicidas e tratamento com a
MLT do primeiro até o sétimo dia de prenhez. Todos os valores representam média + erro padrao de sete grupos
experimentais. (*) indica diferenca significativa entre o grupo controle e 0s grupos expostos aos herbicidas. Notar
que a exposi¢do ao Paraquat (PQ) e sua associacdo com o Glifosato-Roundup® apresentou perda de peso **p<0,01
***p<0,001 e prevencdo da perda quando tratado com melatonina (MLT) *p<0,05 (ANOVA/Tukey).
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Figura 2. Fotomicrografias de amostras de sitios de implantagdo de ratas prenhes expostas aos
herbicidas Paraquat e Glifosato-Roundup® e tratadas com melatonina. Grupos G1, G4 e G7 (grupos
com alteracOes significativas). Peca anatbmica de cornos uterinos ao 72 dia pds-coito com sitios de
implantacdo, ovarios e bexiga aparentemente bem preservados (Fig. 2A). Visdo panoramica de sitio de
implantacdo (SI) do grupo controle (Fig. 2B) e estruturas bem preservadas como citotrofoblasto (Ct),
embrioblasto (asterisco), cavidade blastocistica (CB) e zona de decidualizacdo madura bem definida
(ZDM) também do grupo controle (Fig. 2C). Enquanto no grupo exposto aos herbicidas associados
apresentaram desorganizagao do blastocisto e degeneragéo do citotrofoblasto (Ct) (seta) localizado dentro
da cavidade blastocistica (CB) (Fig. 2D). No grupo G7 (herbicidas associados) o tratamento com MLT
promoveu protecéo da organizagéo estrutural do blastocisto (Fig. 2E). Escalas de barras: 50 e 500um.
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Figura 3: Avaliacdo histoquimica de células natural killer uterinas de sitios de implantag&o do blastocisto de ratas dos
grupos experimentais. (A) G1 - controle, observar marcagéo forte; (B) G2 — PQ, (C) G3 — Glifosato-Roundup® e (D) G4 -
PQ+Glifosato-Roundup®, marcagao leve; (E) G5 - PQ+MLT, (F) G6 — Roundup®+MLT marcacdo semelhante ao controle,
exceto em (G) G7 - PQ+Glifosato-Roundup®+MLT. Quantificagdo de células natural killer uterinas através da marcagéo dos
granulos citoplasmaticos 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. Indicadores de fertilidade dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratada com MLT.

Tratamentos
Controle PQ Glifosato- Glifosato- PQ + MLT Glifosato- Glifosato- F Estatistica P
Roundup® Roundup® + PQ Roundup® + MLT  Roundup®+ PQ

*Parametros +MLT

NUmero de ratas prenhes 5 5 5 5 5 5 5

Peso dos ovarios (mg) 63,2+0,5a 35,4+1,9¢ 45,04+2,3b 30,6+1,0d 56,0+2,0a 54,4+1,7a 54,6+1,7a 75,450.0001
Nudmero de implantacdes 12,4+0,5a 5,420,4b 7,2+0,6b 2,6%0,4¢c 11,0+0,7a 11,8+0,7a 9,8+0,6a 41,510.0001
“Taxa de implantagéo (%) 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
Numero de corpos llteos 15,2+0,6a 8,8+0,5b 9,4+0,9b 5,8+0,6¢ 13,2+0,4a 14,0+0,7a 13,0+0,8a 27,6100001
SPerdas pré-implantacio (%)  16,4+1,5a 40,6+1,0b 35,5+1,2b 55,5+3,1¢c 23,4+3,6a 18,3+1,3a 22,9+3,0a 37,660.0001

Dados 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 nivel de 5% de significancia.
4(ntimero total de implantes/ nimero de corpos Iiteos) x100.
5(nimero de corpos lGteos — nimero de implantes / nmero de corpos IGteos) x 100.
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Tabela 2. Analise morfométrica de parametros endometriais dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratada com MLT.

Tratamentos
Controle PQ Glifosato- Glifosato- PQ + MLT Glifosato- Glifosato- F Estatistica P
Roundup®  Roundup® + PQ Roundup® + MLT  Roundup®+ PQ +
SParametros
MLT

Numero de ratas prenhes 5 5 5 5 5 5 5

Altura do epitélio superficial (um) 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 (um)  21,9+0,7a  13,1+0,4b 16,1+0,7¢c 9,8+0,7d 20,4+0,4a 21,3+0,4a 19,2+0,4a 54,170.0001
Diametro das glandulas 37,1+1,5a  20,0+0,6¢ 26,9+1,3b 14,0£0,7d 36,0+1,5a 37,2£1,0a 33,8+0,9a 49,570.0001

endometriais (Lm)

!Dados 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 nivel de 5% de significancia.
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CAPITULO III

Efeito protetor da melatonina sobre o figado de ratas prenhes expostas a

doses subletais de herbicidas
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Junior®; Franklin Magliano da Cunha®; Natallyanea Silva Bezerra®; Leucio Duarte Vieira

Filho®; Valéria Wanderley Teixeira®*.

& Laboratorio de Biopatologia dos Sistemas Organicos — DCB — CCBS - Universidade Regional
do Cariri — Crato, CE, Brasil.

b aboratério de Histologia — DMFA - Universidade Federal Rural de Pernambuco — Recife,
PE, Brasil.

¢Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia Renal - DF - Universidade Federal de Pernambuco
— Recife, PE, Brasil.

dLaboratério de Patologia. DMV - Universidade Federal Rural de Pernambuco — Recife, PE,

Brasil.

*Autor para correspondéncia. UFRPE-DMFA. Av. Dom Manoel de Medeiros s/n Dois Irméaos-
Recife-PE-Brazil. CEP 52171-900. Tel. +55 81 33206389
Endereco de e-mail: valeria@dmfa.ufrpe.br (\VValéria Wanderley Teixeira)

80



Resumo

O figado, sendo o principal sitio de metabolizacdo de substancias toxicas é particularmente
suscetivel aos danos provocados por herbicidas. Assim, o objetivo do presente estudo foi
analisar o efeito da melatonina (MLT) sobre o figado de ratas prenhes expostas a formulacGes
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 1° ao 7° dia de prenhez. Foram realizadas afericbes do ganho de peso corporal,
andalise hematoldgica e de pard@metros bioquimicos, estresse oxidativo hepatico e histopatologia
do figado. Os resultados revelaram perda de peso corporal nos grupos (G2 e G4), redugdo no
nimero de eritrécitos, na concentracdo de hemoglobina, nos valores do hematdcrito, na
contagem total de leucdcitos, no numero de neutrofilos segmentados nos grupos (G2, G3 e G4),
de eosinofilos no grupo (G4) e reducdo no numero de linfécitos no grupo (G4) . Além disso, na
andlise bioquimica e do estresse oxidativo hepatico foram observadas redugdes nos niveis
séricos de albumina, aumento dos niveis séricos de alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase e fosfatase alcalina e de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
bem como reducao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) nos grupos (G2, G3 e G4). Quanto
a histopatologia de amostras de figado das ratas foi observada a presenca de hepatécitos
necroticos, infiltrado inflamatorio portal e centrolobular, congestdo dos capilares sinusoides no
grupo (G4) com lesdo mais impactantes. Esses resultados foram observados apds exposi¢cdo aos
herbicidas associados e individual. Nos grupos tratados com MLT (G5, G6 e G7) verificou-se
que os parametros estudados foram similares aos do controle, porém os niveis de albumina
sérica, percentual de eritrocitos e linfocitos, concentracdo de hemoglobina, bem como os
valores do hematocrito do grupo (G7) a prevencdo das alteracdes nesses parametros foi parcial.
Assim, o presente estudo mostrou que o tratamento com MLT atua como um agente
hepatoprotetor contra a toxicidade hepatica induzida experimentalmente, favorecendo uma
normalizacdo do ganho de peso corporal, dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e reducédo

do estresse oxidativo hepatico.

Palavras-chave: Herbicidas; melatonina; figado; estresse oxidativo; hematologia;

histopatologia

1. Introducéo
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A ampla utilizacdo de agrotdxicos nas diversas culturas de importancia econémica
exple a populagcdo em geral ao risco de graves intoxicagdes. Embora a utilizagcdo dos
agrotoxicos tenha proporcionado o aumento da produtividade agricola, possibilitando a
producdo de alimentos com qualidade a um custo menor (Mascarenha e Pessoa, 2013). O uso
indiscriminado desses produtos pode trazer prejuizos a saude humana e animal, e a0 meio
ambiente (Cassal et al., 2014).

Na literatura tem-se observado que exposicdes a herbicidas, em especial as formulacgdes
a base de glifosato (Glifosato-Roundup®) produzem alteracdes hepaticas importantes, como
congestdo dos capilares, aumento das células de kupffer (Benedetti et al., 2004), anormalidades
funcionais da atividade de enzimas hepaticas (Daruich et al., 2001) e alteracfes de parametros
hematoldgicos (Jasper et al., 2012). Enquanto o herbicida (PQ), produto extremamente tdxico
capaz de causar intoxicagOes fatais tanto para humanos quanto para animais (Melchiorri et al.,
1996), produz espécies reativas de oxigénio (EROs) responsaveis pela lipoperoxidacao (LPO)
das membranas celulares (Peter et al., 1992), degeneracdo e necrose de hepatdcitos (Lheureux
et al., 1995), necrose centro-lobular hepatica, edema e necrose dos canais biliares tanto intra
como extra-hepaticos (Honoré et al., 1994; Serra et al., 2003). Além disso, ambos herbicidas
promovem injurias no desenvolvimento embriofetal (Dent et al., 2007; Oliveira et al., 2014).

O tratamento das intoxicacOes por herbicidas, baseia-se em medidas que diminuam a
absorcao, aumentem a excre¢do e modifiquem os efeitos danosos nos sistemas bioldgicos (Serra
et al., 2003). O uso de agentes antioxidantes vem sendo estudado, pois ha interesse crescente
no estudo de substancias que possam servir como antidoto nas intoxicaces, uma vez que 0s
herbicidas, em especial o PQ aumentam os indices de morbidade e mortalidade (Almeida et al.,
2007). Por esta razédo, pesquisas tém sugerido a utilizacdo de antioxidantes como a MLT, pela
sua atuacao contra injarias morfofuncionais em tecidos e 6rgaos inclusive no figado (Melchiorri
et al., 1995, 1996; Ohta et al., 2000a, 2000b), bem como no sistema reprodutor e
desenvolvimento embrionario (Reiter et al., 2009; Niknafs et al., 2014). Estudos relatam que a
MLT estimula a producéo de glutationa peroxidase contribuindo para as defesas ao nivel celular
contra o estresse oxidativo (Reiter et al., 1995; Pablos et al., 1996) promovendo a estabilizagédo
da membrana celular tornando-a mais resistentes ao ataque oxidativo (Garcia et al., 1998), além
disso, atua como agente antiinflamatdrio (Mauriz et al., 2013).

No Brasil o numero de trabalhadores rurais que estdo potencialmente expostos aos
agrotoxicos, especialmente os herbicidas € bastante expressivo, onde a mdo-de-obra feminina
constitui, aproximadamente, 60% do total, o que contribui para 0 aumento da contaminagao

pelos mesmos, em especial, no periodo gestacional (Branco e Vainsencher, 2001) e que ndo ha
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relatos na literatura sobre os efeitos da MLT em ratas prenhes submetidas a intoxicacao aguda
por doses subletais dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® associados. Assim, testou-se a
hipotese de que a MLT pode atuar como agente hepatoprotetor, melhorando indicadores
morfofuncionais do figado. Dessa forma, analisou-se o perfil hematoldgico e bioguimica,
estresse oxidativo, histopatologia do figado, bem como aferi¢do do ganho de peso corporal das

fémeas.

2. Material e Métodos

2.1 Animais e produtos quimicos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), no Centro de apoio a pesquisa (Cenapesq) ambos da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Laboratério 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 condic¢des controladas com
alimentacao e agua “ad libitum”’, temperatura 22 + 2°C, umidade 60 £ 10% e fotoperiodo de 12
h claro e 12 h escuro. Todos os procedimentos realizados foram submetidos e aprovados pelo
comité de ética no uso de animal da UFRPE, sob o numero da licenga 063/2013 e de acordo
com OECD - Guideline for the Testing of Chemicals - (OECD, 2008).

Formulacdes comerciais Glifosato-Roundup® (lote: BS 1096/98 da Monsanto do Brasil,
constituido 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

Apo6s adaptacdo das ratas no biotério do DMFA/UFRPE foram realizados exames
colpocitoldgicos para determinacao da regularidade do ciclo estral (Mattaraia e Moura, 2012).
As fémeas 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 solugéo salina
a 0,9 % de NaCl), G2 exposic¢éo a dose de 50 mg/kg de PQ, G3 exposicao a dose de 500 mg/kg
de Glifosato-Roundup®, G4 exposicéo associada de PQ e Glifosato-Roundup®, G5 exposi¢io a
dose de 50 mg/kg de PQ e tratamento com 10 mg/kg de MLT, G6 exposicdo a dose de 500
mg/kg de Glifosato-Roundup® e tratamento com 10 mg/kg de MLT, G7 exposicéo associada
de PQ e Glifosato-Roundup® e tratamento com 10 mg/kg MLT.

A MLT foi administrada por via intraperitoneal sempre as 18 h na dose de 10 mg/kg de
peso corporal do animal, sendo diluida diariamente por sete dias consecutivos em solucao de
etanol/salina a 4 %, (Melchiorri et al., 1995). Para a exposi¢do aos herbicidas foram diluidos
em solucdo salina (0.9 % de NaCl), sendo o PQ na dose subletal de 50 mg/kg de peso corporal
do animal de acordo com a DLsp 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 teratogénese em ratos (EPA,
1996).

Os herbicidas foram administrados via gavagem sempre as 9 h apds pesagem das
fémeas. Ao término da exposicao 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 puncdo cardiaca
(Parasuraman et al., 2010). Parte do sangue foi utilizado para a estimativa dos parametros
hematoldgicos, 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 analise bioquimica (Benedetti et al.,
2004; Jasper et al., 2012). Na etapa seguinte, as ratas foram eutanasiadas com tiopental (40
mg/kg) seguida por laparotomia para remogéo do figado e armazenamento a - 80°C para anélise
do estresse oxidativo e/ou imediatamente fixados em formol a 10% tamponado para analises

histopatologicas.
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2.3 Analise hematoldgica

A estimativa do numero de eritrocitos, leucdcitos totais, concentracdo de hemoglobina,
hematocrito, bem como contagem diferencial de leucécitos foram realizados de acordo com
Garg e Goyal (1992).

2.4 Analise da funcdo hepatica

Os niveis séricos de transaminases (alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e Fosfatase alcalina (FA), bem como de Albumina (Al) foram dosados
usando analizador quimico (BEL Photonics® Spectrophotometer SP 2000 UV) e KIT’s
comerciais de diagndtico (LabTest, Minas Gerais, Brasil). Todas as dosagens foram realizadas
em triplicata.

2.5 Estresse oxidativo

Para analise do estresse oxidativo por meio da mensuracdao dos niveis de substancias
reativas com &cido tiobarbiturico (TBARS), amostras de figado foram macerados em cloreto
de potassio (KCI) 1,15 %, numa proporcdo de 10 mL/g, até completa homogeneiza¢do do
material. O homogenato foi transferido para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2 mL do
reagente (0,375 % 4acido tiobarbiturico e 75 % &cido tricloroacético) para cada mL da mistura.
Os tubos em triplicata foram lacrados e aquecidos em banho-maria a 100 °C durante 15 minutos.
O sobrenadante foi separado, e a absorbancia medida a 535 nm (Buege e Aust, 1978). Os niveis
de glutationa reduzida (GSH) foram quantificados por meio da concentracdo dos grupos
sulfidrilo ndo proteicos nos homogeneizados. A outra metade de cada homogeneizado foi
misturado com um volume igual de 10% (w / v) de acido tricloroacético (TCA) para precipitar
as proteinas e, em seguida, centrifugada a 1000 g durante 10 min. Sequencialmente, 1 mL de
sobrenadante foi misturado com 1,5 mL de meio de reag&o contendo Tris a 100 mM (pH 8,9) e
0,4 mM de 5,5'-ditio-bis-2-nitro-benzdico, sendo incubados a temperatura ambiente durante 5
min em placas de 96 pocos e a absorvancia foi medida a 412 nm. Os resultados foram

comparados com uma curva padrdo, utilizando a-cisteina, e corrigidos para o teor de proteina
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dos homogenatos iniciais (Sedlak e Lindsay, 1968). Todas as dosagens foram realizadas em

triplicata.

2.6 Analise histopatoldgica do figado

Amostras de figado foram preservadas em formaldeido a 10% tamponado por 24 horas.
Logo apos, foram lavadas em solucéo tamp&o PBS, desidratadas em alcool em série crescente
de concentragio e incluidas em glicol metacrilato historesina (Historesin Leica®). Os cortes de
4 um foram obtidos em micrétomo Leica® modelo RM 2245 equipado com navalha de vidro,
distendidos em agua destilada e colocados sobre laminas, levados para secagem em estufa a
60°C por 1 minuto e submetidos as técnicas de coloracdo pela Hematoxilina - Eosina (H.E.).
As laminas em duplicatas/animal foram analisadas (10 campos aleatorios com espago porta e
veia centrolobular) em microscopio de luz, da marca Leica® modelo DM500 e fotografadas
mediante o uso de cAmera Leica® modelo EC3 acoplada ao microscdpio, bem como do software
Leica® Application Suite (LAS) EZ para andlise histopatoldgica (Benedetti et al., 2004; Lemos
etal., 2011, 2014; Almeida et al., 2014).

2.7 Analise estatistica

Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo da média e analisadas pelo
software SAS® for Windows versdo 9.0. Os dados foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA), sendo previamente testados para normalidade pelo Teste de Shapiro-Wilk. As
médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
3. Resultados
3.1 Avaliacéo do peso corporal

A andlise estatistica 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 Analise hematoldgica

Ao analisar estatisticamente os valores dos pardmetros hematologicos (Tabela 1)
observou-se reducdo no namero de eritrocitos, na concentracao de hemoglobina e nos valores
do hematdcrito nos animais dos grupos expostos aos herbicidas associados e individuais quando
comparados aos do controle. Verificou-se ainda que a associa¢do dos herbicidas promoveu 0s
menores valores para 0s parametros citados. Ja entre os grupos expostos individualmente e
tratados com MLT evidenciou valores semelhantes ao controle, 0 que ndo ocorreu no grupo
com associacdo dos herbicidas e tratados com MLT. Na contagem total de leucdcitos,
evidenciou-se aumento nos grupos expostos aos herbicidas individuais e associados, sendo mais
expressivo neste Ultimo. Ja entre os grupos tratados com MLT os valores foram semelhantes ao
do controle. Na contagem diferencial foi observado para o nimero de neutréfilos segmentados
0 mesmo comportamento apresentado na contagem total de leucdcitos. Para os eosinofilos
verificou-se que apenas 0 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 numero de linfécitos houve
reducao nos grupos expostos aos herbicidas associados e individual, sendo mais expressiva na
associacao. Ja entre os grupos tratados com MLT os valores foram semelhantes aos do controle,
exceto no grupo de herbicidas associados, onde a reducédo foi mantida. Os resultados referentes

ao numero de mondcitos nao diferiram entre grupos estudados (Tabela 1).

3.3 Anélise da funcéo hepatica

A exposicéo associada e individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® promoveu
nas ratas reducdes nos niveis séricos de albumina quando comparadas aos do controle.
Verificou-se ainda que a associagdo dos herbicidas promoveu a maior redugdo. Os grupos
tratados com MLT apresentaram niveis séricos da albumina semelhantes aos observados no
controle, exceto no grupo associado. Os valores para 0s niveis séricos de AST, ALT e FA
apresentaram-se elevados quando expostos aos herbicidas individualmente e/ou associados, em
comparacgdo ao controle. Esses valores foram mais expressivos com a associa¢do. Nos grupos
tratados com MLT verificou-se que os niveis desses parametros foram similares aos do controle
(Tabela 2).

3.4 Estresse oxidativo
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As anélises dos niveis de TBARS no tecido hepéatico apds exposi¢do associada e
individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® revelaram valores elevados quando
comparados aos do controle. Verificou-se ainda que a associacdo dos herbicidas promoveu 0s
maiores valores para os niveis de TBARS. Ja entre os grupos tratados com MLT evidenciou
valores semelhantes aos do controle (Fig. 2). Para os niveis de GSH a exposicéo associada e
individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® promoveram reducdo quando comparados
aos do controle, porém nos grupos tratados com MLT houve prevencéo da reducdo com valores

semelhantes aos do controle (Fig. 3).

3.5 Anélise histopatoldgica do figado

A analise histopatoldgica de amostras de figado (Fig. 4) das ratas prenhes do controle
(Fig. 4A e 4A1) revelou a presenca de corddes de hepatdcitos radialmente dispostos formando
placas celulares bem preservadas no interior do I6bulo hepético, entre as quais localizam-se 0s
sinusoides. A exposicdo associada dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® (Fig. 4B e 4B1)
promoveu maiores danos ao tecido hepatico. Nesse mesmo grupo observaram-se hepatdcitos
necroticos, infiltrado inflamatorio portal e centrolobular, congestdo dos capilares sinusoides.
Nas ratas expostas aos herbicidas e tratadas com MLT, o figado apresentou-se com
caracteristicas histologicas semelhantes ao controle, porém foi possivel observar areas com

reacao inflamatoria focal e discreta congestao (Fig. 4C e 4C1).

4. Discussao

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 associagéo dos herbicidas promoveu
0s menores valores em relacdo ao ganho de peso indicando possivel efeito sinérgico entre 0s
herbicidas. Trezzi et al. (2005) explicam que essas interacdes podem se manifestar de forma
sinergica. Assim, justificam-se os resultados observados no grupo associado, onde ocorreu
agravamento do quadro de intoxicacao.

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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sistémica associada aos efeitos danosos de EROs, sendo estes ultimos, altamente prejudiciais
ao epitélio gastrointestinal por promoverem reducdo dos niveis de GSH, responsavel por sua
protecdo (Martensson 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 doenca inflamatoria intestinal (Samsel e Seneff, 2013a, 2013b, 2015), diminuicdo da
atividade das enzimas protease, lipase e amilase no trato gastrointestinal, desordem das
microvilosidades, bem como producdo exagerada de mucina (Senapati et al., 2009). Costa et al.
(2008) reportaram perda de peso e hipotermia em ratas apos exposicdo 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, 0s grupos tratados com MLT
apresentaram prevencao da perda de peso. Dessa forma, a MLT pode levar a um aumento no
ganho de peso por uma possivel inibicdo do triptofano pirolase (Walsh et al., 1994; Unkila et
al. 1998), enzima capaz de comprometer o metabolismo do triptofano hepatico (Ren e Correia,
2000), além de estimular a producdo enddgena de moléculas antioxidantes como a GSH (Urata
et al., 1999) responsavel pela protecéo do epitélio gastrointestinal (Martensson et al., 1990) e
atuar como antioxidante intestinal (Singh e Jadhav, 2014).

A avaliacdo de parametros hematoldgicos auxilia na determinacéo do estado fisiologico
e como indicador de estresse oxidativo em humanos e animais (Flaiban et al., 2008). Assim, a
reducdo no numero de eritrécitos, na concentracao de hemoglobina e nos valores do hematdcrito
revelou que a exposicdo individual aos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® causou um estado
anémico nas ratas prenhes. Resultados semelhantes foram observados por Jasper et al. (2012) e
Lalruatfelaetal. (2014). Verificou-se ainda agravamento da reducao dos valores dos parametros
estudados ap6s exposicdo aos herbicidas associados. De acordo com a literatura, os eritrocitos
sdo mais sensiveis as mudancas no equilibrio antioxidante/pré-oxidante por possuirem um
sistema de defesa limitado. Os eritrécitos podem ser destruidos, com isso reduzir a concentracdo
de hemoglobina e os valores do hematdcrito. Neste contexto, a medula éssea hematdgena é
altamente vulneravel ao estresse oxidativo podendo sofrer danos cromossémicos em suas
celulas hematopoiéticas (Pienigzek et al. 2004; Tan et al., 1999; Prasad et al., 2009) levando a
doencas hematoldgicas. Os grupos (G5 e G6) tratados com MLT houve prevencdo das
alteracdes dos parametros estudados, porém o mesmo néo foi observado no grupo exposto aos
herbicidas associados grupo (G7). Resultados semelhantes tém sido relacionados as 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 bioldgicas e chegar a todos os compartimentos da célula (Reiter et al.,
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1999). Quanto ao grupo exposto a associacdo, provavelmente o sinergismo da mistura
potencializou o efeito toxico prevalecendo durante o tratamento com MLT, o que corrobora o0s
resultados hematoldgicos do presente estudo.

Na contagem total de leucdcitos, 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 superproducdo de EROs que destroem os lipidios das membranas
celulares (lipoperoxidacao), promovem processo inflamatério com recrutamento de leucocitos.
Na contagem diferencial, observou-se neutréfilia e linfocitose para 0s grupos expostos aos
herbicidas individualmente. Martinez et al. (2007) reportaram resultados semelhantes. Esses
resultados foram mais intensos no grupo associado, além de um quadro de eosinofilia.
Provavelmente, esses resultados estdo relacionados a capacidade hepatotoxica dos herbicidas
(Villadiego et al., 2005; Larsen et al., 2012), especialmente do PQ, onde seu efeito toxico advém
da sua capacidade de induzir estresse oxidativo e processo inflamatorio (Ishida et al., 2006; He
et al., 2012), bem como do efeito sinérgico apos associacdo dos mesmos (Almeida et al., 2014)
e potencial alergénico do Glifosato-Roundup® (Samsel e Seneff, 2013b). Durante tratamento
com MLT houve prevencdo das alteragdes dos parametros estudados. Esses resultados estdo
relacionados, provavelmente, a acdo reguladora da dindmica de células, incluindo a proliferacdo
e estagios de maturacdo de praticamente todas as células hematopoiéticas e de linhagens
imunoldgicas envolvidas na defesa do organismo. Assim, além das células NK (natural killer),
os linfdcitos T, B, mondcitos, granulécitos da medula dssea e outros tecidos participam dessa
acdo reguladora (Miller et al., 2006). Além disso, a sintese de MLT no tecido mieloide de ratos,
camundongos e humanos, bem com a presenca de seus receptores nas células sanguineas podem
exercer fungdes intracelulares e/ou paracrinas, auxiliando a comunica¢do e dinamismo na
defesa imunoldgica (Conti et al., 2000).

Na analise da fungéo hepatica, observou-se que a exposic¢éo individual dos herbicidas
PQ e Glifosato-Roundup® promoveu nas ratas reducdes nos niveis séricos de albumina.
Resultados semelhantes foram reportados por Attia e Nasr (2009) e Séralini et al. (2014). Os
herbicidas apresentam capacidade de se ligarem a albumina e promoverem alteracdes na sua
conformacéo levando a fragmentacéo estrutural e, consequentemente, reducao dos seus niveis
séricos (Jaiswal et al., 1992; Yue et al., 2008). Verificou-se ainda que a associacdo dos
herbicidas promoveu a maior reducdo, porém o tratamento com MLT revelou valores

semelhantes ao controle, exceto no grupo associado.
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As andlises funcionais do figado permitiram avaliar a ocorréncia de disfungéo organica,
pela alteragdo dos seus niveis sericos. Além da albumina, as enzimas aminotransferases (AST
e ALT), bem com FA também sofrem alteracGes nos seus niveis sericos. A AST esta presente
em diferentes tecidos, inclusive no figado. Na presenca de dano celular agudo no figado,
observam-se niveis elevados. A ALT é uma enzima mais especifica para a avaliacdo de dano
hepatico, pois o conteudo desta enzima no figado excede, em muito, a concentragdo em outros
tecidos. A sua elevagdo acompanha o dano hepatocelular agudo (Chida et al., 2003; Al-habori;
Stahmann, 2002). A FA e ALT s&o utilizados como marcadores da integridade da membrana
celular (Perla et al., 2008). Assim, os valores para 0s niveis séricos de AST, ALT e FA no
presente estudo apresentaram-se elevados. Resultados semelhantes foram reportados por
Abdel-Hady et al., (2013), EI-Shenawy (2009), Benedetti et al., (2004), Lalruatfela et al.
(2014), Samai et al. (2010) e Akinloye et al. (2011). Estes relataram aumento dos niveis dessas
enzimas, sugerindo possiveis danos ao figado entre outros 6rgaos. Esses valores foram mais
expressivos com a associacdo dos herbicidas, revelando, portanto, efeito sinérgico e
agravamento nos sinais de hepatoxicidade como demostrados na (Fig. Bl), onde foi
evidenciado infiltrado inflamatdrio portal, necroso de células hepaticas e congestdo da vénula
porta. Nos grupos tratados com o tratamento MLT verificou-se que os parametros estudados
foram similares aos do controle. Sigala et al. (2006) e L6pez et al. (2000) confirmaram que a
MLT reduz o aumento dos niveis séricos dessas enzimas apds quase todos os tipos de lesdo,
indicando que a extensdo do dano celular foi reduzida. Assim, o efeito hepatoprotetor da MLT
pode ser atribuido a sua acdo antioxidante, que protege a integridade da membrana celular
impedindo a fuga dessas enzimas hepaticas, além de restabelecer os niveis de albumina sérica
frente a prevencdo das alteracdes das funcdes hepaticas.

Os niveis de TBARS no tecido hepatico apos exposicdo individual dos herbicidas PQ e
Glifosato-Roundup® revelaram valores elevados. Suntres (2002) explica que o PQ induz a
producdo de EROs que interagem com os lipidios da membrana levando ao comprometimento
da integridade celular. O Glifosato-Roundup® promove a producéo excessiva de malonaldeido
(MDA), além de estresse oxidativo por meio da geracdo de EROs e, consequentemente, danos
a integridade celular (Catala e Cerruti, 1997; Rikans e Hornbrook, 1997). Verificou-se ainda
que a associacdo dos herbicidas promoveu os maiores valores para os niveis de TBARS.
Atividades sinérgicas ja foram observados com Glifosato e seu surfactante POEA (Koller et al.,
2012; Kocaman and Topaktasg, 2010; Graillot et al., 2012) e PQ em outro estudo (Peng et al.,
2007) isso confirma o efeito sinérgico da associacao entre os herbicidas. Para o0s niveis de

GSH, a exposicéo individual dos herbicidas PQ e Glifosato-Roundup® promoveu reducao.
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Resultados semelhantes foram observados por Candan e Alag6zli (2001) e Cavalli et al. (2013).
Enquanto a exposi¢do associada promoveu os menores valores para os niveis de GSH
revelando, portanto, efeito sinérgico e agravamento nos sinais de estresse oxidativo hepatico.
Neste contexto, a GSH € um importante antioxidante enddgeno produzido no figado, cujos
niveis podem estar alterados em diversas situacdes de estresse oxidativo, especialmente em
disfuncbes hepéticas, pois ela participa de inumeros processos enzimaticos 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 niveis de TBARS e GSH. A MLT
exerce acao antioxidante sequestrando radicais hidroxila e peroxil (Cagnoli et al., 1995; Reiter
et al., 1995, 1997) estimula a producdo enddgena 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 niveis de GSH (Melchiorri et al., 1995, 1996), o que confirma os resultados sobre
os niveis de TBARS e GSH do presente estudo.

Os indicadores histopatoldgicos de lesdo hepatica identificados foram coerentes aos
resultados bioquimicos e do estresse oxidativo. Além disso, a exposicdo associada dos
herbicidas promoveu os maiores danos ao parénquima hepatico, revelando, portanto, efeito
sinérgico e agravamento das lesdes. A vulnerabilidade do figado a toxicantes lipossoluveis e de
metabolizacdo hepatica, independe da via de absorcdo, e isso se da por sua dupla fonte de
sangue (veia porta e artéria hepatica). Assim, o 6rgdo apresenta quantidades apreciaveis de
todos os agentes toxicos presentes na circulacao sistémica (Jaeschke, 2007). Contudo, no grupo
exposto aos herbicidas associados, observaram-se hepatdcitos necroticos, infiltrado
inflamatdrio portal e centrolobular, congestao dos capilares sinusoides. Resultados semelhantes
foram reportados por Benedetti et al. (2004), Caglar e Kolankaya (2008), Larsen et al. (2012),
Abdel-Hady et al. (2013) e Malekinejada et al. (2013) em exposic¢des individuais dos herbicidas.
Nas ratas expostas aos herbicidas e tratadas com MLT, o figado apresentou-se com
caracteristicas histologicas semelhantes ao controle, porém foi possivel observar areas com
reacdo inflamatdria focal leve e congestdo discreta dos capilares sinusoides. Dessa forma,
podemos inferir que a MLT parece atuar protegendo o tecido pela sua capacidade antioxidante
e inibidora de enzimas pro-oxidantes (Kim et al., 2009), especialmente no figado (Mathes,
2010).

Podemos concluir que o tratamento com MLT atua de forma eficiente prevenindo a

toxicidade hepatica produzida pela exposi¢do individual e associada dos herbicidas PQ e
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Glifosato-Roundup®, favorecendo a prevencédo das alteragdes dos pardmetros hematoldgicos,
bioguimicos e estresse oxidativo hepatico, bem como na manutencdo do ganho de peso
corporal.
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Figura 1. Ganho médio de peso das ratas prenhes durante a exposi¢do aos herbicidas e tratamento com a MLT do
primeiro até o sétimo dia de prenhez. Todos os valores representam média + erro padrdo de sete grupos
experimentais. (*) indica diferenca significativa entre o grupo controle e 0s grupos expostos aos herbicidas. Notar
que a exposicdo ao Paraquat (PQ) e sua associagdo com o Glifosato-Roundup® apresentou perda de peso **p<0,01
***n<0,001 e prevencdo da perda quando tratado com melatonina (MLT) *p<0,05 (ANOVA/Tukey).
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Tabela 1. tAvaliagdo de parametros hematoldgicos dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratados com MLT.

2Tratamentos
Controle PQ Glifosato- Glifosato- PQ + MLT Glifosato- Glifosato- F Estatistica P

3Parametros hematolégicos Roundup®™  Roundup®+ PQ Roul\r;lclj_lff®+ Rourldl\tjf; PQ

Eritrécitos (10%mm?) 89+04a  33%02c  53%0,3b 1,420,3d 7,240,6a 8,1+0,4a 5,240,3b 47,990.0001
Hemoglobina (g/dL) 17,1+0,5a  7,2+0,6d 10,8+1,0c 3,620,5¢ 14,6+1,0ab 15,4+0,7ab 12,3+0,4bc 43,470.0001
Hematocrito (%0) 46,0+0,7a 24,6x2,7c 32,6+1,1b 16,8+1,2d 39,6+1,4a 42,6+0,9 33,0+1,2b 50,490.0001
Total de leucécitos (mil/mm3) 6,0£0,4a 9,0+2,3c 12,60,2b 15,6+1,1d 6,1+0,6a 5,5+045a 6,1+0,4a 52,500.0001
Neutroéfilos segmentados (%6) 44,6+1,4a 68,0+1,9b 57,0+1,9¢ 78,0+2,0d 43,8+1,2a 47,0+1,0a 42,4+1,0a 79,980.0001
Linfocitos (%) 61,0419a  37,6x11c  49,0+2,9b 22,0+1,2d 59,0+1,9a 60,0+2,0a 46,0+1,0b 61,340.0001
Eosinofilos (%) 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
Mondcitos (%) 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 2,360,057

!Dados 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 nivel de 5% de significancia.
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Tabela 2. tAndlise da fungdo hepatica dos grupos experimentais expostos aos herbicidas e tratados com MLT.

2Tratamentos
PQ Glifosato- Glifosato- PQ+ MLT Glifosato- Glifosato- F Estatistica P
Roundup® Roundup®+ PQ Roundup®+ MLT  Roundup®+ PQ

3Parametros +MLT
Numero de ratas prenhes 5 5 5 5 5
Albumina (g/dL) 1,9+0,2c 3,3+0,2b 0,4+0,1d 5,0+0,4a 5,4+0,3a 3,4+0,3b 43,2100001
Aspartato Aminotransferase (U/L) 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) 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

120,4+10,3a 228,0+12,4b 172,048,6¢C 273,245,1d 109,045,2a 114,145,0a 102,0+7,3a 68,000.0001

Fosfatase alcalina (U/L)

!Dados 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 nivel de 5% de significancia.
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Fig. 2. Avaliacéo da peroxidacdo lipidica em fémeas ao sétimo dia de prenhez (grupos G1-G7). Média * erro
padrdo de TBARS hepético nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferenca significativa entre o grupo
controle e 0s grupos expostos aos herbicidas Paraquat (PQ) e Glifosato-Roundup® *p<0,05 ***p<0,001 e
prevencdo da elevacdo dos niveis quando tratado com melatonina (MLT) *p<0,001 (ANOVA/Tukey).
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Fig. 3. Avaliacdo do nivel de GSH em fémeas ao sétimo dia de prenhez (grupos G1-G7). Média + erro padrdo de
GSH hepético nos grupos experimentais (n = 5). (*) indica diferenca significativa entre o grupo controle e os
grupos expostos aos herbicidas Paraquat (PQ) e Glifosato-Roundup® ***p<0,001 e prevencio da reducdo dos
niveis de GSH quando tratado com melatonina (MLT) ***p<0,001 ** p<0,01 (ANOVA/Tukey).
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Fig. 4. Fotomicrografias do figado 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 corddes de hepatdcitos (circulo tracejado). Em Al evidenciar capilares sinusoides (setas tracejadas)
entre os hepatdcitos e células de Kupffer (dupla seta). Alteracdes histoldgicas no grupo exposto aos
herbicidas associados (B e B1). Notar em (B) congestdo dos capilares sinusoides (circulos continuos) e
na veia porta (asterisco), infiltrado inflamatério portal (setas). Em (B1) hepatdcitos necréticos (pontas
de setas), além do infiltrado e congestéo da veia porta. Grupo tratado com MLT (C e C1). Notar em (C)
parénquima preservado com veia centro lobular circundada por cordbes de hepatécitos (circulo
tracejado), porém com éareas de reacdo inflamatoria focal (seta tracejada) e congestdo discretas
(asterisco) (Fig. C1). Escalas de barras: 50 e 200 pm.
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

The international multidisciplinary journal Experimental and Toxicologic Pathology is devated to the
publication of studies covering the whole range of experimental research on disease processes
and toxicalagy including cell biclogical irmeestigations. I aim @S o Suppsrt progress in the
interdistiplinary cocoperation of researchers warking in pathobiclogy, toxicology, and cell Biakagy
independant of the mathods appliad. During the past decades increasing attention has besn paid
o the importance of toxie infl wence in the pathogenssis of human and animal disesses. This i
why Experimental and Toxicolagic Pathoelagy has accepted the challenge to meet the urgent nesd for
an international multidisciplinary journal felt by & wide varety of experts in medicing and bialogy,
including pathalogists, toxicolsgits, biclegists, phydiciansg, velerinary Surgeons, pharrmecists, snd
pharmacologists working in academic, industrial or clinical institbutions. Experimantal and Toxicologic
Pathology publishes original articles, short communications and reviews, and particularly welcomes
contributions addressing in vitra studies.

Types of papear
Full Length Article, Short Communication, Review Article, Erraturn, Editorial, Letter to The Editorn

Contact detans for submiSsion
All manuseripts should be submitted onling to hitp: [ sed. elsavier. comfelp

Page charges
This jowrnal has no page charges.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in publishing
For information onm Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication sSee
hittp: flwww el evier comfpublEhingethics and bttp: fwwweleviercom) journal-authors fethics.

Canflict af interest

Al authedrs must dischde sy fnancial snd personsl relationahips with other peophe of ongenization
that could inappropristely infleence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest
include ermployrment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent
applicationsfregistrations, and grants o other Funding. If there are no conflicts of imersst then
pleese state this: "Conflicts of intérest: none®. See alko http:fwww.elsevier.com/conflictsafinterest.
Further information and an EHHI'I'IF.E afl a4 Conflict of Interest form can bBe found &t
Rt ffse rvice. alsevier comy appfanswers/detailfa_id/ ZE6 upparthulby publishing.

Submyssion decraration amnd verification

Submission of an article implies that the work described has not been publiehed previously (except
in the form af an abstract or as Fl.Hrt of a PLIH!HH! lactura or acadermic thesis or &8 an abactronm
preprint, $ee http:ffwaw elssviercom/sharingpolicy]), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication i approsed by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carmied out, and that, if saccepted, it will not b published sEewhere
in the same form, in Englieh ar in any other langeage, incleding electranically without the written
cansent af the copyright-halder. Ta werify originality, youwr article may be checked by the ariginality
detection ervice Crestlheck hitp:/ faww. elSavier comfeditors/plagdetect.

Contributors

Each author ig reguired to declare hit ar har individeal contribution be the article: all Buthors et Rave
raaterially participated in the regasrch andfor sriicle preparation, 2o releg far all avthers should be
deseribad. The staternent that all authors have appraved the fingl article should be true and includead
in the disclosura.

Auvthorsinp
Al authors should have made Substantial contributions to all of the following: (1) the conception and
design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of deta, (2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content, (3) final approval of the version to
e Submibbad.
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Changes o aubharsihp

Authers are adpecied e congider carafully tha it and arder of authare bafere aubrmitting thair
rmanuscript and provide the definitive list of authors at the time of the origingl submiEgion. Any
addition, deletion or rearrangerment of author names in the sauthorship list should be made anly
before the manuscript has been acceptad and enly if approved by the journal Editer. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding awuthor: (&) the reason
for the change in auther list and (b) written confirmation (e-mail, letter) fram all authers that they
agrae with the addition, rérmoval or rearrangement. In the case of addition or remaval of suethars,
this incledes confirmation from the author being added or refmoved.

Only in exceptional circurmstances will the Bditor consider the addition, deletion or rearrangemsant af
authors after the manuscript has been accepted. 'While the Editor considers the reguest, publication
af the manweseript will be suspended. IF the manuseript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editer will result in a corrigendum.

Clirmical trial resullts

In line with the pasiticn of the Intermational Committee of Madical Journal Editars, the journal will not
eonsider results posted in the same elinical trials registry in which primary registration resides to be
prier publication if the results poasted are presented in the forrm of & brief structured (less than 500
words) abstract ar table, However, divulging results in other circemstances (e.q., investors’ mestings)
i discouraged and may jeopardide eonsideration of the manuscript. Authars shauld Fully disclose all
posting in registries of results of the same or clodely related werk.

Copyright

Upon soceptance of an article, authors will b asked to complete 3 Jowrnal Publishing Agreement’ (for
rhore information on this and copyright, see http:Fwwwelseviercomfcopyright ). &n e-mail will be
sent 1o the corresponding authar confirming receipt of the manuscript together with a "Jowrnal
Publishing Agreament” farm ar a link to the anline version of this agresmeant.

Subscribers may reproduce tables of contents or prépare [iE1E of articles intluding abstracts for intermal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher i& required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, induding compilations and translations
{please consult hitp:/fwww alseviencom/ permisions). If exeerpts fram other copyrighted works are
included, the author{s) must obtein written permidsion from the copyright owners and credit the
sounce{s) in the article. Elsevier has preprinted forms far use by Buthors in these cates: please congult
hithge: fwwiwe el evier. comy perrmissind.

For open socess articles: Upon scceptance of an article, authors will be asked to cormplete an 'Exclusive
Licenge Agresment’ (for more inforrmation fee hitpfweaw elEeviercomfObauthoragreament).
Permitted third party reuse of apen access articles is determined by the author's choice of wer license
(Zee http:ffwaw slsevier.comfo penaccasshcensas).

Avthor rights
A& an author you (or your employer ar institution) have cartain rights to rewse your work. For maone
inforrmation see htp:/fwweelsevien comfcopyright.

Role of the funding source

Wiou are requested bo identify who pravided financial support for the conduct of the regearch andfor
preparation of the artiche and o briefly déscribe the role of the spansor(s), if any, in study design; in
the eollection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
subrmit the article for publication. IF the funding source(s) hed no such invelvermsnt then this should
e stabad.

Funding body agreaaments amnd poaliclies
Elsevier has established a8 nomber of agresrments with fonding bodies which allow authors

ko comply with their funder's open access palicies. Some authors may alse be reimbursed
for associated publication fees. To learm more aboul existing agreements  please  visit
hittg: flwww elkevier comTundingbodies.

Cpan access
This jowrnal effers authors a choice in publighing their research:
n[ﬁ"l acoess
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= Articles are freely available o both subseribers and the wider public with perrmitbed rauge

= An open access publication fee i€ payable by suthors or on their befhalf @.og. by their research funder
ar institution

Subs=cription

= Articles are rmade available to subscribers as well 23 developing countries and patient growups through
our universal access programs (http: ffws s el evier. camyfaccess).

= Mo epen access publication Tes peyable by authors.

Regardless of how you choose te publish your article, the journal will apply the same peer review
eritieria and peceptance standards,

For open access articles, parmitted third party {rejuese is defined by the following Creative Commons
ugar iengas

Creative Commons Aitribution [CC BY)
Lets others distribute and copy the artiche, create extracts, abstracts, and ather revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work [Such s an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, B< long
as they credit the author(s), do not represent the auther as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such & way as to damage the author's honar or reputation.

Creative Cormmons Attribution-NenCammercial-NeDerivs (CC BY-NC-ND)
For non-cormmercial purposes, lets others distribute and eopy the article, and to include in a enllective
work (such B8 an anthology), B2 long a3 they cradit the author(s) and provided they do not altsr or
rrodify the article.

The open access publication Tes for this journal i USD 2050, excuding taxes. Learn more about
Elevier's pricing policy: http:/faww.elsevier.com/fogensttesspricing.

Green open acoess

futhors can share their refaanch in a I.I'II'I'H.'}I all different WAays mnd EEevier had a number aof Qreén
Open Acoess options aveilable, We recommend sButhors See our gréan open Botess page for further
information (http:ffelsavier comfgresnapenacoess). Authors can also self-archive their manuscripts
irmmediately and enable public Booess from their indtitution's repasitory after an embanpd period. This
ig the vargion that has baen scceptad far publication and which typically indedas authar-incarparatad
changes suggested during submission, pesr review and in editor-suther communications. Embargo
perind: For Ssubseription articles, an appropriate amount of time is needad for journals to deliver value
o Subdcribing customers bafare an article becomes frealy available to the public. This is the embango
period and beging from the publication date of the sses your article appears in.

This journal kas an embargs periad of 12 maonths.

Language [ usage and editing services )

Please write wour text in good English {American or British o=age s accepted, but not &
rhixture of these). Avthors who feel their English langueage manuscript may reguire editing
to eliminete possible gramrmatical or spelling errors and to confarm to correct  scientific
English may wiEh o wSe the English Language Editing Service aveilable from  Elsevier's
WebhShog (http:/webshop. elseviercom/flanguageaditingf) o wvisit our customer sSupport Site
(hittp:/fsupport. elavier.com) for raore information.

Informed consant and patrent detalls

Studias an pﬂll&l'll!- ar valunieers I'Eﬂll'I'E athics cormmitbes uppr-n-.rul and informed consent, which
should be documented in the paper. Approprisle consents, permissions and releases must be abtainad
where an guthor wishes to include case datails or other PEI'H-M'II'I‘MI'I'I'IHI‘J'DT'I or 'l"r'IHg-H-ﬂpHI'J'Er'IEI ard
any other individuals in an Elevier publication. Written consents must be retained by the authar and
Eﬂ-piH-H“‘IE consents ar evidence that such conganis have been abltained must be prnu'nltd ko Elsevier
an reguest. For mare information, please review the Essvier Policy on the Use of Images or Parsonal
Information of Patients or obfer Indhviduals, http:/fweaw slsevier.comyfpatient-consant-policy. Unless
wiu hewve wriltén permission from the patient (or, where applicable, the next of kin], the personal
details al ary patient included in any part of the article and in ary Supplamentary materald (including
all ilstrations and videas) must be removed befare Submission.
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Submission

Our onling subrmission System guides you stepwise throwgh the process of entering your arbiche
deteils and wploading your files, The System converts your artiche fileS to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (eq., Word, LaTeX) are required bo bypeset your article for
final publication. All correspandance, induding notification of the Editor's decigion and reguests for
revision, is sent by e-mail.

Submi wour arlicis

Please submit your article via hitp:/fess slsaviarcomyfetp.

Relferegs

Please submit the nrameas and instituotional &-mail addresses of several pﬂtEﬂﬁH relersag. For rhore
details, vigit our Suppart site. Nobe that the aditor retains the sole right to decide whether or nat the
suggested reviewers are wsed.

PREPARATION

Use of word processing saffiwars

It is important that the hle be saved in the native format of the word processor used. The baxt
should be in single-colurmn farmat. Kesp the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be remowed and replaced on processing the article. In particular, do not use the waond
processars options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subseripts,
superscripts ebe. 'When preparing tables, if you sre using & table grid, use only ene grid far each
individual table and not & grid for each raw. IF no grid is used, use tabs, not Spaces, to align colurmns.
The elactronic btext should be prepared in 8 way very similar to that of conventional manuscripts
(Se&e algo the Guide to Publishing with Elsevier: hittp:feww.eldavien comfguidepublication). Mote that
saurce files of figures, tables and text graphics will b reguiresd whether or not you embed your figunes
in the text, Sas alsa the saction on Electromic artwark.

To avoid unnecessary errars you are strongly advised to use the 'spell-check’ and "grammar-check”
functions of youwr wond processor.

Article structure

Subavision - unviimbearad saciions

Diwide your article inta clearly defined sections. Each subsection is given a brief haading. Each hesding
ghauld appesr on itE o !-EFI-BrHTE lirne. SubSactiong should be eSad B2 rmuch a3 Fﬂﬁlﬁﬂ! viln Crosg-
referenting text: refer to the subsaction by hesding as opposed to simply ‘the bext'.

Introducton

State the objectives of the work and provide an adeguate background, evaiding & detailed literature
survey or & summary of the réesults.

Matarial and mathods

Provide sufficient detail to allaw the work ta be reprodeced. Methads already published should be
indicated by & reference: anly relevant modifications should be deseribed.

Experirental

Provide sufficient detail to allaw the work ta be reprodeced. Methods already published should be
indicated by & reference: anly relevant modifications should be deseribed.

Theary/caiculation
A Theary section should extend, not repest, the hackground to the articls already dealt with in the
Intreduction and lay the faundation far further work. In eontrast, & Calculation section represents a
practical development from a thearetical basis.

Raginils
Fasults should be clear and concise.

I -
This shauld explare the significance of the results of the work, not repeat them. & combined Raesults
and Discussion section is often appropriete. fvoid extensive citations and disossion of published
litesrabune.

Canclusions
The ragin conclusions of the study may b préetented in a short Conclugions sectian, which may stand
alone ar form 8 subsection of & Diecussion or Results and Discussion Section.
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Appendiced

If there i mdre than one appendix, they should be identified a< &, B, et¢. Farmulae and equations in
appendices shauld b given Separaks aumbering: Eq. (A.1], Bg. {A.J), ete. | in & Jubscquent appendis,
Eq. (B.1) and 3o on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. &1, ete.

Essential title page information
« Titha. Concise and informative. Titkes are often used in inforrmetion-retrieval Systems. Avoid
abbreviationg and formulas where pﬂ-!!-hl&-.
» Author names snd affiliations. Pleass clearly indicate the given narme(s) and family name(s)
af each author and check that all names are accurately spelled. Present the authors® affiliation
addresses [where the actusl work was done) below the named. Indicate all affiliations with & lower-
case superscript letter immediataly after the author's name and in front of the appropriate sddress.
Provide the Full pastal address of each affiliation, incleding the country name and, il available, the
E-r'l"IB“ pddress of aach author

avthor. Clearly indicate who will handle correspondence at all steges of referasing
am:l publication, also paest-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the correspanding authoar.
# H’prﬂ'.lﬂﬂﬂ'ﬂ'lt address. I an aothor has rmoved gincs the work degeribesd in the article was
done, &r was uﬂil‘ir‘lg atb the tirme, & 'Pragant address’ I:l!rr 'Parmanent BMH-!'] mgy be indicated B2
& footnobe bo that suthor's narme. The address at which the author sctually did the work must be
retained as the main, affikation Bddress Supérﬂ'_r'lﬂ. frabes nomerals are uded for Such Mootndbes.

Abstract

& concigse and fectusl abstract is requirsd. The abstract should state briefly the porpose of the
ressarch, the principal results and major conclusions, An abstract is often presented separately fram
the article, 20 it mest be able bo stand alone. For thie reeson, References should be avoided, bt if
egsential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommaon abbreviations showld
be avoided, but il essential they must be defined at their first mention in the abstract itsalf.

.h:.'=:|'|'|"_|' as

Imrmediately after the abstract, provide s rmaximurm of 6 keywords, wsing Armerican spelling and
avaiding gerneral and plural terms and rmultiple concepts (avaid, for example, ‘and”, "of"). Be sparing
with abbreviations: enly abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used far indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that sre ndt stendard in thi€ feld in & footnote to be plated on the first page
al the article. Such abbreviationg that are wnevaidable in the abstract rmust be defined at their first
rmEntion theara, &g well a2 in the foatnate,. Endurs tﬂiﬁﬂ&l‘h&f ol Bbbreviationg |'.|'|r|!ﬂ.|-g|'rl!|u'! thea articla.
.l'1l.|'-:|.'l.-'.'l-'.'l:'l..'l'.'l:'lu'.'l:'l.'.::".-

Callate a:h‘rnnledgunenb: in & !Ep-&rl‘tt saction &t the and of the article bafore the referances and do
nat, therefare, include therm on the title page, as a footnote to the title or atherwise, Lt here thase
indiwiduals who FII'I:I'.I'I'I:'Ed hEIp- |:|ur'l"|g the research [E-g., pl'l:ll.rl-ﬁl'lg Ill"lguﬂgt hth, I'lril'jr'lg BEListance
ar pn:HH n‘:m:ling the article, Etl‘;_'l.

LIS
Follow internationally sceepted rules and corventions: use the international systern of units (SI). If
ather units sre mentioned, please give their eguivakent in 51

Math rarmulas

Flease submit math equations &£ editable text and not a3 imeages. Present simple formulae in
lime with narmel text where posgible and vse the solides () instesd af & haorizontal line for mall
fractional terma, &.g., XY In principle, variables are to be pregentad in italics. Powers af & are aften
rhore convaniently denobed by exp. Mumbser cordecutively any equations that hawe to be deplayed
saparately from the text (if referred to explicitly in the taxt).

Footnotes

Footnates should be wsed sparingly. Number them consecutively thraughout the article. Many werd
processars can build footnotes into the taxt, and this feature may be efed. Otherwise, please indicate
the pasition of footnotes in the text and list the footnoles themselves ssparately at the end of the
article. Do ot include foobnoles in the Reference .

Artwork
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Image manipulation

Whilst it is acceptied that authers sometimes nesd te manipulate images for clarity, manipulation for
purpases of deception or fraud will be ssen as seientific athical abuse and will be dealt with acesrdingly.
For graphical images, this journal is spplying the following policy: me speciic feature within an mage
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable if and as long as they do not obdcure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.q. changes to gamma settings) rmust be disclosed
in the figure legend.

Electiraiie artvwork

Genaral poinls

» Make Suré you uSe uniform lettering and sizing af your ariginal artwork.

= Ernbed the wsed fonts if the application provides that option.

= Airn B0 use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Timas New Roman, Symbol, or
uge fonts that look similar

= Number the ilustrations according to their sequence in the baxt.

+ Use & logical naming corvention for your artwork files.

» Provide caplions to illustrations separabsly.

= Sire the illustrations clode o the desired dimensions of the published version.

= Submit @ach illustration S & separate file.

i detsiled guide on eléctronic artwork i€ available on aur webdite:

Rt S woww elsevier. comfartworkinstructions,

You ars urped to wisit this ﬂlﬂ; S OmE E:l:l!!-l"ﬂ'.‘lfl‘lh‘l‘lﬂ"lt detailed informatiosn H’Eii'!ﬂ b,
Forrmals

If your electronic artwark is created in a8 Microsoft Ofhice application (Word, PowerPoint, Excal) then
please supply "as i in the native dotument farmat.

Regardless of the spplication used other than MicroSoft Ofice, when your electronic artwork &
finalized, please "Save 45" or convert the images b one al the following formats [mote the resalution
requirernents for ine drawings, halftonses, and line/halftone combinations given below):

EPS [or PDF): Vector drawings, embed all used fants.

TIFF {ar JPEG): Colar or grayscale photographs [halftones), keep o a rminimem of 200 dpi.

TIFF {ar JPEG): Bitmapped [pure black & white pixels) line drawings, keep to a minirmem of 1000 dpi.
TIFF [or JPEG): Combinations bitmapped linefhall-tone {color or grayscale), keep to 8 minimurm of
500 dpi.

Please do not:

= Supply files that are oplimized for soreen wde [e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); theds typically have a
law nurmber of piwals and limited Sat of calars;

= Supply files that are oo low in resolulion ;

= Submit graphics that are digpropartionataly large for the contant.

Calaw arfwark

Please make suré that artwork files are in an acceptable forrmet (TIFF {or JPEG), EFS {or PDF), or
MS Office files) and with the correct resalution. If, together with your sccepted article, pou submit
usable coler figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in calor online (&.q., SaenceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in coler in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your acospted article. Plaage
indicate your preference for colar: in print o online anly. For further infarmation on the preparation
of electronic artwork, please da& hittp:/fwews elsaviercomfartworkinstructions.

INustraltion Services

Elavier's 'WebShop (http:/fwebshop.elsevieroomfillustrationsarvices) offers Mustration Services
ta authers preparing to submit @ mencscript but concerned about the guality of the images
accompanying their articla. Elsavier's axpert illustrators can produce acientific, technical and medical-
style images, as well a3 a full range of charts, tables and graphs. Imege "polishing” i also available,
wihers aur illustrators take your imegels) and irmprove them te a professionsl standard. Plagse visit
the wabsita 1o find out mora.

Figure caplions

Ensure that each ilhestration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure, A
eaption should comprise & brief tithe (not an the fgure itself) and & deseription of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to & minimusm but explain all symbols and abbreviations used.
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Text graphics
Text graphics rmgy be ambedded in the text 8t the appropriate pogition, See further undar Elactnomic
artwaork.

Tabies

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed sither next to the
relevant text in bhe article, or on separabe page(s) ab the end. Number tebles consecutively in
aceordance with their appearance in the text and place any table notes below the table bady. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in therm do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid uging vertical rules.

Relfarances

Citation in bext

Pleaze snswre that Evary reference cited in the taxt s alsa PI'H-H'I.. in the reference list [II‘H’ Wit
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
earmmunications are nat recommended in the reference list, bub may be mantianed in the text. If these
references are included in the reference list they should Follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either "Unpublished results’ o
"Personal communication'. Citation of 8 refereanca as 'in Prﬂ’ ir'l"l|'.'li-E! that tha itarn has bean II:I:E[.'IEEﬂ
fior publication.

Reference links

Increased diseaverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In arder to allow us to ereate links to abstracting and indexing services, such as
Smpu!-, CroasRel and Pubied, plﬁlﬂ- engure that data prﬂ'l'i-dﬂﬂ in the references are correct. Pleage
nate that incarrect surnames, journalfbook titkes, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, plesss be careful a5 they may already contain ermors. Use of the
DOl is encouraged.

Web refarances

As & minimurn, the full URL should be given and the date when the reference was last aocessed. Any
further information, iF known :MI, authar names, dates, reference o & Source puhli:ﬂt'ﬂ-ﬁ, -EI.I‘;:L
should alse be given. Web references can be listed separately (e.q., after the reference list) under a
different heading i desired, e can be included in the reference list.

Raférénces in & Special Egus

Please ensure that the words 'this Esue’ are added to any references in the list (and any citations in
the text) te ather articles in the carme Speeial [sgue.

Reference management soffware

Most  Elkevier journals  heve their  reference  template  svailable  in mary ol the
mast  popular  reference  management  Software  prodects. These  include  all  products
that support Citation Style Language styles (hitp://fciletionstyles.arg), swch as  Mendslkey
(http S fwww mendeley comyeatores/reference-manager) and Zotens (https: /faww. zotero.org’), B8
well s Endiote (http:/fendnaote. comfdownloads/styles]). Using the word processor plug-ing from
these products, authors only nesd to select the appropriate journel template when preparing their
article, aftar which citationg and bibliographies will be automatically formatted in the journal's styla.
If no template i yet available for this journal, pleese follow the forrmat of the sample reférences and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Deskiop can easily install the referense style for this journal by clicking the fallowing
Lo £

http: ffopen.mendeley.comfuse-ctation-stylefexperimantal -and-toxioalagic-pathology

‘When preparing your manuscript, you will then be able to select this sbyle using the Mendeley plug-
ing for Microsoft 'Word or LibreOffice.

Reference style

Text: All citations in the text should refer ta:

1. Single author: the authers mame (without initisle, unless there is ambiguity) and the year af
publicatian:

2. Two aubhors: beth authars narmes and the year of publication;

3. Thres ar rmare authors: first suthar's name fallowead h'r "af gl." and thea year of publi:ﬂl‘jﬂn.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first

alphebetically, then ehronologically.
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Examples: "as demonstrated in wheat (Allan, 20008, 2000B, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer
at al. (2010) have recently Shown ...

Ligt: Referances should be arranged first alphabatically and then ferther sorted chrenologically if
necessary. More than one reference frarm the same suthar(s) in the same year mest be identified by
the lettars "a", 'b', "2, ete., placed after the year of publication.

Examiphas :

Reference o & journal publication:

Van der Gear 1, Hanraeds JA), Lupton RA. The art of writing & scentific article. 1 Sai Cormmon
2010:163:51-9.

Raferencs to & book:

Strunk Ir W, Whit2 EB. The slemeants of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference o & chapter in an edited boak:

Mettarn GR, Adams LE. How to prepane an elactronic version af your articke. In: lenes BS, Smith RZ,
aditord. Intraduction b the alactronic age. New Yoark: E-Publighing Ine; 20009, p. 2B1-304.

Mote shortened farrm for last page nember. &.9., 51-9, and that for more than 6 authors the first &
should be listed followed by et al." For further details you are referred o "Uniform BEguirements
for Manuscripts submitted to Biornedical Journals™ (1 Am Med Assec 1907 277:927-34) (see also
hittp: ftvewwe Al nih. gowfbed funiform_reguirements. kitrnl ).

Jaurrial abbrevialions Sairce
lournel names should be abbreviated socording to the List of Title Word Abbreviations:
g ffwww.issn.org/servicesfonline-services) sot s -to-the-ltwa,.

Video data

Elsavier accepts vides material and animation sequences to support and enhance your seientific
resemrch. Authars wha have videa or animation files that they wish o Submit with their article are
strangly encouraged to incdede links to these within the body of the article. This can be dane in the
Sanme way 8% a figure or table by referring to the vides or animation content and noting in the bady
text whers it should be placed. Al submitted fles hould be properly labeled so that they dirsctly
refate to the video file's content. In order o ensure that your vided or animation material is dirsctly
usable, please provide the files in one of our recornmended file formats with a preferred maximum
gize af 150 ME. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
af your article in Elevier Web preducts, including ScenceDirect: hip:/fwwe . sciencedirect. cam.
Please supply "stills’ with youwr files: you cen choose any frame from the video or animation or
rhake & separabe image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your vides data. For more detailed instructions please visit our video instrection pages at
At Hfwww e eviar oamfartworkinstructions, Mote: sinde video and anirmation cannat be ambadded
in the print wersion af the jowrnal, pleass provide text for both the slectranic and the print version
for the portiong of the articke that refer to this conternt.

Supplementary material

Supplementary rmaterial can support and enhance your scientific resesrch. Supplementary files
affer the suthar additional posgibilities to publish supparting applications, high-resolution images,
background datasaets, sound chips and mdare. Please nobe that such items are published onling axactly
&s they are submitted; thers s no bypesstting involved (supplementary date supplied as an Excel
file or a8 & PowerPoint slide will appesar as such online). Maase submit the material tbogether with the
article and supply & eoncise and deseriptive caption far each file, I7 you wish o make any changes to
supplementary data during Bny stage of the process, then plesse make sure to provide an updated
fila, and do sl aAnotats Birry corractions on & PrE'U'l:H.I! vargion. Plegse alsg maks dure B Swibch
aff the Track Changes’ option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary fle(s). For more detailed instrocions please visit our arbwork instruction pages at
Rt vewner el evier. comyartworkinstructions.

Frrtual Microsoope

The journel encoursges suthars bo supplement in-article microscopic images with carresponding high
ragolution varsions for use with the Virtual Microscops viewer. The Virbeal Micragscope i€ 8 wab bagad
wiewer that enables users o view microscopic images at the highast level of detail and provides
Features such Bs zooam and pan. This featwre for the firsk time gives authors the opportunity o
share true high resolution micrascopic images with their readers. More information and exarnples
are awvailable st hitg: fwsw elseviercomfaboutfcontent-innovationfvirtual-micrascape. Authors aof
this jourmnal will réceive an invitation &-mail b create microscope images for use with the Virtusl
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Micrascope when their manuscript i first réviesed. If you opt bo oSe the feature, please contact
virtmalmicrescope @eleviercom for instructions on how o prepare and upload the required high
resalution irmeges.

Subrrission checKlist

The following list will b2 weful during the fingl checking of an article prior to sending it b the jeurnel
for review, Please consult this Guide for Authors for further details of any iterm.

Ensure that the following items are present:

One author has been designeted as the corespanding authar with contact details:

= E-mail address

= Full pastal addrass

Al necessary files have bean uploaded, and contain:

= EEywords

= Al Figure captiong

= All tables {including title, description, footnotes)

Further considerations

= Manuscript has bean "spell-checked” and "grammar-chacked”

= Baferentes are in the correct format for this journal

= All references mentionad in the Referencs list are cited in the text, and vice warss

= Parmiggion has bean obtained for use of copyrighted materal from other Soerces (including the
Intermsat)

Printad wargion af figuras (il applicabla) in colar or black-and-white

= Indicate claarly whethar or not color or black-and-white in print i reguired.

For any further information please vigit our custamer support sibe at hitp: /fSsupport. alsevier.com.

adcitional infarmadi
Manuscripts should not exceed 30 typewritten pages for original articles and 6 typewritten pages for
short cornmunications (incl. tables and fi gure legends). The editors reserve to themselves the right
of condensing any paper subrmitted.

AFTER ACCEPTANCE

Lise of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier [DOI) may be used to cite and link to elsttronic docurnents. The DO1
cansists of & unigue alpha-nurmerie character string which i assigned o a docurnent by the publisher
upon the initial electronic publication. The asgignad DOI never changes. Therafore, it is an idasl
rmedium for citing a docement, particularly Articles in press” becauss they have not yeb recsived their
full biblisgraphic information. Example of & correctly given DO (in WRL Format; here an article in the
journel Physics Lafhars B):

http: ftdx. doiorg/10. 1016/ physleth. 2010.09.059

When WU use & OeOT b craate ks to documents on the web, the DOIs are gl.l!rﬂl'lIEEﬂ neEver Lo
change.

Proorls

One sat of page proofs (a3 PDF files) will b= sant by e-mail o the corresponding author (if we do
nat heve an a-mail address then paper proofs will be sent by podt) o 8 link will be provided in
the a-mail o that suthors can download the fles themsalves, Elsavier now prh-id-u authars with
POF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader wersion 9 (or
higher) evailable free from http: ffget adabe comfreadar. Ingtructions on how to annotate PDF files
will acearmpany the proofs (also given onling). The exact system reguirements sre given at the Adobe
gibe: hittp:/fwww adaobe. comfproductsreadenech-specs. hitmil.

If you do not wigh to use the PDF amnotations function, you may list the corrections (inclueding
replies to the Query Form) and return them to Elsavier in &n e-mail. Please st your corrections
guoting ling number. If, far any reason, this is not pessible, then mark the corrections and any other
cormments (incleding replies to the Query Form) an & printout of your proof and return by fax, or Scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proal anly Tor checking the bypesstting, editing,
completensss and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted Tor publication will only be congiderad at this stage with permisgion from the Editor We
will do everything possible to get your article published quickly and accwrately. It i important to
ensurd that all camactionsg are dant Back 1o e in ons Comimumcaton: FI|EHE- cheack 'l'_II'Eh."' beafiore
replying, as indusion of any subseguent corrections cannol be guarantesd. Proafreading is solely
winiar re= paneibility.
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Ofrprints

The correspanding author, &t no oost, will be provided with & personalized link providing 50
days free access to the finel published version of the article on Sciencelirect. This link can
alka be used for sharing via emeil and social netwarks. For an extra charge, peper offprints
can be ordered wia the offprint order form which & fent once the article i accepted for
publication. Both corresponding and co-authors may order ofprints Bt any time via Elsevier's
WebShop [http: /fwebshop.alsavier. com/myaricleservices falfprints). Authors requiring printed oo piss
af multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' Service o collate multiple
articles within a single caver (hitp: /fwebshop. elsaviencom/myarticheservices/boaklets).

AUTHOR INQUIRIES

You can track your subrmitted artiche at http:/fwwe. elsavier. comftrack-submigsion. You can track your
accepted article at http:/ fawa aldavier comftrackarticle. You aré also weleorne to contact Custoner
Support wia hitp:/feupport. elsavier.com.
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