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AVALIACAO QUANTITATIVA DE GLICOGENIO DECIDUAL NO UTERO DE
RATAS EXPOSTAS A HERBICIDA E TRATADAS COM MELATONINA
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Alvaro Aguiar Coelho Teixeira® Valéria Wanderley Teixeira*

Resumo: A exposicdo ao herbicida Roundup® pode resultar em intoxicacées
agudas e, as vezes cronicas, podendo atuar ainda como agente cancerigeno,
disruptores enddcrinos, levando a disturbios reprodutivos. Objetivou-se
quantificar o glicogénio decidual uterino de ratas prenhes expostas a intoxicacao
aguda por herbicida Roundup® e sua prevencdo pela melatonina. Foram
utilizadas 18 ratas Wistar, divididas em 3 grupos: controle; Gll (ratas expostas a
dose subletal de Roundup® e GlII (ratas expostas ao herbicida e tratadas com
Mel). O herbicida foi administrado por gavagem e a melatonina pela via
intraperitoneal até o 7° dia de prenhez. Em seguida, as ratas foram anestesiadas,
eutanaziadas e os Uteros coletado e submetido ao processamento histologico de
rotina. Os resultados revelaram prevencdo do esgotamento de glicogénio nas
células deciduais contra a toxicidade por Roundup®. Concluimos que a
melatonina promoveu atividade protetora contra a deplecdo de glicogénio
durante o processo de decidualizacdo.
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1. Introducéao

Exposicao a herbicidas representa um grave problema de saude publica
nos paises em desenvolvimento, especialmente aqueles com economias
baseadas no agronegécio (FORGET, 1989).

Entre algumas das consequéncias dessa exposicdo observadas em
animais e no homem estéo o desequilibrio enddcrino associado ao aparecimento
de céanceres, infertilidade, mas-formagbes congénitas no trato genital e
modificacdes na qualidade do sémen (KOIFMAN; HATAGIMA, 2003), injarias no
desenvolvimento embriofetal como perda de peso corporal e na maturacéo de
sistemas fisiolégicos, deficiéncias anatomicas (DENT, 2007). Assim, alteracdes
durante o desenvolvimento embrionario podem gerar alteracdes importantes,
manifestando-se em fases tardias do ciclo de vida ou mesmo serem translocadas
as geracoes posteriores (REIS FILHO et al., 2007).

O maior interesse no tratamento das intoxicagdes por herbicidas, tem se
concentrado em medidas que impecam ou minimizem as lesdes celulares
provocadas nos diversos sistemas biolégicos (MELCHIORRI et al., 1995; XU et
al.,, 2007) inclusive no sistema reprodutor durante o desenvolvimento
embrionario (HAUSBURG et al., 2005). Nesse sentido, tem-se enfatizado a
utilizacdo de varias substancias, entre elas as com agéo antioxidante, como a
melatonina (Mel) (REITER et al., 2016).
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Dessa forma, analisou-se a histoquimica dos sitios de implantacdo para
quantificar o glicogénio decidual uterino de ratas prenhes expostas a intoxicacao
aguda por herbicida Roundup® e sua prevencéo pela Mel.

2. Objetivo
Quantificar o glicogénio decidual uterino de ratas prenhes expostas a
intoxicacdo aguda por herbicida Roundup®.

3. Metodologia

Foram utilizadas 18 ratas albinas da linhagem Wistar, com 90 dias de
idade, virgens, puberes e pesando entre 200 + 20g. Estas foram acondicionadas
em gaiolas com regime de alimentacéo (racao Purina-Labina) e agua “ad libitum”
em ambiente controlado. Apds 10 dias de aclimatacdo, as fémeas foram
submetidas a exames colpocitoldgicos, separadas aleatoriamente e acasaladas
para a formacédo de trés grupos experimentais (n = 6 cada). Em seguida foram
submetidas a exposicdo aos herbicidas e tratamento com melatonina.

A exposicdo ao herbicida a base de glifosato (Roundup®) e tratamento
com Mel aconteceu do 1° ao 7° dia de prenhez, conforme segmento I
recomendados pela EPA (1996). Assim, o grupo 1 — controle (tratamento com
salina por via intraperitoneal); Grupo 2 — ratas expostas as doses subletais e
Grupo 3 - ratas expostas ao herbicida e tratadas com Mel ao mesmo tempo.

Para o tratamento com Mel foi administrada por via intraperitoneal entre
as 17 e 18 horas da tarde. A dose de Mel administrada foi de 10 mg/Kg de peso
corporal (MELCHIORRI et al., 1995).

Para a exposicdo aos herbicidas foram utilizadas diluicbes do produto
comercial na dose de 500 mg/kg de glifosato-Roundup® de peso corporal
dosagem definida a partir da NOEL-dose (1000mg/kg) (WILLIAMS et al., 2000).

A exposicao ao herbicida foi realizada entre 9 e 10 horas da manha. Para
andlise quantitativa de glicogénio decidual, as fémeas foram anestesiadas
através da administracdo de hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6
mg/kg), por via intraperitoneal e submetidas a eutanasia, quando estas ja
estiverem sob anestesia ou em estado de coma, com 40 mg/kg de tiopental
sodico por via intraperitoneal.

Assim, ao 7° dia de prenhez os Uteros foram coletados por laparotomia,
preservados em formaldeido a 10% tamponado por 24 horas. Logo apés, foram
lavadas em solucédo tampéao PBS, desidratadas em alcool em série crescente de
concentracéo e incluidas em glicol metacrilato historesina (Historesin Leica®). Os
cortes de 4 um foram submetidos a técnica do PAS (acido periddico de Schiff)
(ALMEIDA et al., 2017).

Para andlise citoquimica, dez imagens/grupo dos sitios de implantagéo
corados com PAS foram transferidas para o software de analise de imagem
(ImageJd 1.49t, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) para o
armazenamento dos dados sobre a estimativa da concentracdo de glicogénio
nas células deciduais.

Todos os valores foram expressos como média * erro padrédo da média e
analisadas pelo software SAS® for Windows versdo 9.0. Os dados foram
submetidos a 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.
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4. Resultados

Os resultados do presente estudo revelaram reducéo na concentragéo de
glicogénio (Figura 1) nas células decidual do Utero de ratas do grupo exposto ao
herbicida Roundup®, porém no grupo tratado com Mel observamos valores
semelhantes aos do grupo controle (Figura 2).

Figura 1. Avaliagdo citoquimica de células natural killer uterinas de sitios de implantagdo do blastocisto de
ratas dos grupos experimentais. (A) G1 - controle, observar marcacéo forte; (B) G2 — Roundup® marcagdo
fraca; (C) G3 Roundup®+Mel marcagdo semelhante ao controle.
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Figura 2. Quantitativa de glicogénio decidual uterino de ratas dos grupos experimentais. Notar que houve
uma reducdo na concentracdo de glicogénio decidual do grupo Roundup quando comparado ao controle
(*** p>0,001), porém no grupo Roundup+Mel os valores foram semelhantes aos do grupo controle (**
p>0,01). Entre os grupos Roundup e Roundup+Mel também houve difereng¢a (* p>0,05).

A deplecdo de glicogénio pode levar a preparacdo inadequada de
endométrio a implantacao, e, portanto, pode ser uma das causas da infertilidade
(GUPTA; MATHUR; GUPTA, 2013). Ingaramo et al. (2016) observaram que
alteracdes no processo de decidualizacdo podem ser 0 mecanismo de perda de
embrides pos-implantacdo induzida pelo herbicida a base de glifosato
(Roundup®). O que poderia explicar a reducdo na concentracédo de glicogénio
decidual observados em nossos resultados.

A transformacgéo do endométrio em decidua ocorre imediatamente apos a
implantagdo do blastocisto. Durante a decidualizacdo, células estromais
diferenciam-se distintamente, tornando-se grandes e binucleadas. Além disso,
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reservas de glicogénio e lipidios aumentam progressivamente no citoplasma
dessas células (GURSOY; BULUT; BASIMOGLU-KOCA, 1998) constituindo
fontes de alimentacdo para o embrido em crescimento até a formacdo da
placenta (CROSS; MICKELSON, 2006).

Assim, a melatonina pode estar envolvida como agente antioxidande no
processo de implantacdo embrionaria, na decidualizacdo, bem como na
remodelagdo da matriz extracelular uterino em ratas prenhes (ZHAO; PANG,;
POON, 2002). O que explicaria prevencdo do esgotamento de glicogénio
decidual observados em nossos resultados.

5. Concluséo

Assim, com base nos resultados, conclui-se que o tratamento com Mel
promove prevencao do esgotamento de glicogénio nas células deciduais contra
a toxicidade induzida pelo herbicida Roundup®.
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