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RESUMO

OLIVEIRA, Jerusa Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2013.
Exposicéo cronica a baixas concentragdes do inseticida endosulfan altera a
capacidade antioxidante de morcegos frugivoros (Artibeus lituratus, Olfers,
1818). Orientadora: Mariella Bontempo Duca de Freitas. Coorientadora Maria do
Carmo Gouveia Peluzio.

Fatores exdgenos como metais pesados, radiagdo, poluicdo ambiental e pesticidas
induzem o estresse oxidativo em varios tecidos animais. A exposi¢do de morcegos
frugivoros a concentracGes biologicamente ativas de pesticidas causa bioacumulo
em seus tecidos e pode reduzir suas populagdes. O objetivo deste estudo foi
avaliar as alteracBes nas enzimas antioxidantes nos tecidos do morcego frugivoro
Artibeus lituratus exposto cronicamente ao inseticida endosulfan. Morcegos
machos (n = 21) foram capturados com redes de neblina em fragmentos de Mata
Atlantica em Vicosa- MG e mantidos em gaiolas individuais no morcegario do
Museu de Zoologia- UFV. Porcdes de fruta (mamdo) foram imersos em solugéo
de endosulfan (0,00; 1,05 g/L; 2,1 g/L) com espalhante adesivo (0,015g/L) e
oferecidos aos animais (n= 7 por grupo). As frutas foram oferecidas durante 35
dias com a casca voltada para cima visando simular a situagdo enfrentada por
morcegos na natureza. Apés tratamento foram mensurados os produtos do estresse
oxidativo e enzimas antioxidantes em diversos tecidos. No figado foi avaliada a
peroxidacdo lipidica, proteinas carboniladas e a Glutationa total, e as enzimas
antioxidantes: Catalase (CAT), Superdxido dismutase (SOD) e Glutationa S-
transferase (GST). No tecido nervoso e rim foram avaliados a peroxidac&o lipidica
e as enzimas CAT, SOD e GST, e nos testiculos foram avaliadas as enzimas SOD
e CAT. Em animais tratados com solucdo a 2,01 g/L, a atividade hepética das
enzimas SOD e CAT diminuiu e a GST aumentou, quando comparados ao grupo
controle. A Glutationa ndo apresentou diferenca entre os tratamentos, assim como
a peroxidacdo lipidica e as proteinas carboniladas. Nos rins, a CAT também
apresentou declinio em todos os tratamentos, e a SOD sofreu declinio somente
nos animais tratados com 1,05 g/L. No tecido nervoso a enzima CAT aumentou e
a SOD diminuiu no tratamento End 1,05 g/L quando comparados ao controle.

Tanto no tecido nervoso quanto nos rins os animais tratados ndo apresentaram
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alteracbes na peroxidagdo lipidica. Nos testiculos, SOD e CAT ndo apresentaram
alteragbes comparadas ao controle. As alteragbes nas enzimas antioxidantes
observadas em morcegos frugivoros A. lituratus expostos ao inseticida endosulfan
sugerem que estes animais sofreram estresse oxidativo. Os resultados indicam que
estes animais sdo vulnerdveis a exposicdo a doses comerciais do inseticida
endosulfan, e que enzimas antioxidantes podem ser utilizadas como

biomarcadores de toxicidade ambiental em morcegos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Jerusa Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2013.
Chronic exposure to low concentrations of the insecticide endosulfan alters the
antioxidant capacity of fruit bats (Artibeus lituratus, Olfers, 1818). Adviser: Mariella
Bontempo Duca de Freitas. Co-adviser: Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

Exogenous factors including heavy metals, radiation, environmental pollution, and
pesticides can cause oxidative stress. Exposure to toxicants induces tissue
bioacumulation and damage and has been associated with declines in bat populations.
The aim of this study was to determine the occurrence of oxidative stress after a chronic
exposure to commercial concentrations of the insecticide endosulfan in the tissue of the
fruit bat Artibeus lituratus. Twenty-one male bats were collected in forest fragments in
Vigosa, MG, Brazil, and kept in cages (3 x 3 x 2 m) at the Federal University of Vigosa.
Papaya fruits were immersed in endosulfan solution (0.00 g/L, 1.05 g¢/L, 2.1 g/L) with
adhesive spreader (0.015 g/L) and offered to the animals (n = 7 per treatment) for 35
days. . After treatment were measured products of oxidative stress and antioxidant
enzymes. The activity of the antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione S-transferase (GST), as well as total glutathione concentration and
the products of oxidative stress - lipid peroxidation and protein carbonyls, were
determined in the bats liver. In the brain and kidney were determined the activity of the
antioxidant enzymes CAT, SOD, GST, as well as the product of oxidative stress - lipid
peroxidation, and in the testes were evaluated SOD and CAT. The liver showed a
decrease in SOD, CAT and GST increased in animals that received 2.01 g/ L, compared
to the control group. Glutathione did not differ between treatments, as well as lipid
peroxidation and protein carbonyls. CAT kidney also showed decline in all treatments
and SOD has declined only in animals treated with 1.05 g/L. In brain activity, CAT
increased and SOD decreased in the treatment End 1.05 g/L. Both in brain as kidney
treated animals showed no changes in lipid peroxidation. Activity SOD and CAT testes
were similar. The results indicate that the chronic exposure to endosulfan induced
oxidative stress in the liver of A. lituratus. This result indicates that these animals are
vulnerable to exposure to commercial dose of the insecticide Endosulfan, and

antioxidant enzymes can be used as biomarkers of toxicity in environmental bats.



INTRODUCAO GERAL

Processos metabodlicos estimulam a sintese das espécies reativas de oxigénio
(EROs) como os radicais livres, as espéecies derivadas do oxigénio e as espécies reativas
de nitrogénio. As EROs sédo altamente instaveis e reativas, possuem um ou mais elétrons
ndo emparelhados e a capacidade de combinarem inespecificamente com diversas
moléculas causando danos celulares. As EROs incluem, o radical superoxido (02"), a
hidroxila (OHe), o 6xido nitrico (NOe), o didxido de azoto (NO2¢), 0 peroxil (ROQOe) e
peroxil lipidicos (LOOe). As espécies derivadas do oxigénio ndo apresentam radicais
livres e abrangem: o peroxido de hidrogénio (H202), o 0zbnio (O3), 0 oxigénio singleto
(*0y), o &cido hipocloroso (HOCI), o 4cido nitroso (HNO2), o peroxinitrito (ONOO"), o
trioxido de dinitrogénio (N2Os) e o hidroperdxido lipidico (LOOH) (Halliwell, 1992;
Hermes-Lima, 2004; Genestra, 2007).

A cadeia transportadora de elétrons das mitocdndrias € a principal fonte de
sintese de EROs. O oxigénio advindo da respiracdo recebe elétrons e é reduzido em
agua, porém, uma pequena parte deste oxigénio é parcialmente reduzida em radical
superdxido (O;), que é altamente téxico para a celula. Esse radical sofre uma
dismutacdo, mediada pela enzima superdxido dismutase (SOD), produzindo o perdxido
de hidrogénio (H,0,). O radical superoxido também reduz o ferro (reagdo de Haber-
Weiss) e facilita a geragdo de mais EROs (reagéo de Fenton) como o radical hidroxila,
hidroperoxila e o peroxido de hidrogénio (Figura 1). A formagdo das EROs ocorre em
cadeia por diferentes tipos de reagéo de oxido- redugdo (Habes-Weiss, Xantina oxidase,
oxidacgdo de acidos graxos em peroxissomos, metabolizacdo de xenobioticos, leucdcitos,
oxidases, lipoxigenases, etc), que sdo catalisadas por metais de transicdo como 0s ions

ferro (Fe *? e Fe *®) e cuprosos (Droge, 2002; Hermes-Lima, 2004).



Figura 1- Reducdo do oxigénio molecular na mitocondria e formacdo de vérias
espécies reativas de oxigénio.

Os organismos vivos possuem mecanismos para manter a homeostase redox
através do uso vantajoso dos radicais livres, mesmo estes sendo prejudiciais. Alguns
desses mecanismos sdo: a regulagéo do tonus vascular, aumento da transdugéo de sinal
de diferentes receptores de membrana, auxilio no controle de relaxamento do musculo
liso, inibicdo da adesdo das plaquetas, e aumento da producéo do fator de crescimento
de células T (Tabela 1) (Droge, 2002).

Mamiferos quando estdo em condicdes patoldgicas ou de estresse, estimulam a
producéo das EROs e induzem a formag&o do estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
0 desequilibrio entre a capacidade antioxidante e o excesso na sintese de EROs
alterando a homeostase redox, induzindo a oxidacéo de lipidios, proteinas e DNA. Estes
eventos causam diversas patologias e danos celulares levando até a apoptose celular.

Doencas como Alzheimer, Parkinson, diabetes, aterosclerose, anemia, atrasos na



maturidade sexual, artrite reumatdide, envelhecimento entre outras, estdo relacionadas
com o estresse oxidativo (Droge, 2002, Genestra, 2007; Pham-Huy et al., 2008).

A resposta oxidativa depende da magnitude do estimulo, resultando em
adaptacdo ou lesdo celular. Na adaptacéo, as células podem tolerar o estresse oxidativo,
através da auto-regulacdo da sintese de defesas antioxidantes até restabelecerem o
equilibrio. A lesdo é o resultado de estimulos, quimicos ou fisiolégicos, que alteram
transitoriamente ou permanentemente a homeostase celular (Droge, 2002; Limon-

Pacheco e Gonsebatt, 2009).

Tabela 1- Importancia das funcdes fisioldgicas que envolvem os radicais livres e seus derivados.

Radical Fonte do radical Funcéo fisioldgica

Relaxamento do musculo liso (controle do tonus
vascular) e de varios outros dependentes das
funcdes da GMPc.

Oxido nitrico

Oxido Nitrico (NO) sintase

%uggrﬁéifc?oﬁé;se NAD(P)H oxidase Controle da ventilagdo.
Controle da producéo de eritropoietina.
Relaxamento do musculo liso.
Sinal de transdugdo de vérios receptores de
membrana / aprimoramento de fungdes
imunoldgicas.
Resposta de estresse oxidativo e a manutencéo da
homeostase redox.
Antioxidante (reduz semiquinonas).
Sinalizador molecular (oxida grupos - SH)

Fonte: Modificado de Droge, W., 2002. Free Radicals in the Physiological Control of cell function.
American Physiological Society 82: 47-95.



A peroxidagdo lipidica (LPO) é uma das importantes causas de lesdo e morte
celular desencadeada pelo estresse oxidativo. Ela ocorre através de reagBes em cadeia,
geralmente catalisada por metais de transicdo. O colapso das membranas plasmaéticas, a
fluidez, perda da permeabilidade seletiva e até mesmo a sua ruptura sdo consequéncias
da LPO. Os derivados das reacgdes envolvidas na LPO podem se difundir em outros
compartimentos celulares, agredir proteinas e 0 DNA e causar a inibi¢do de algumas
enzimas (Davies, 2000; Hermes-Lima, 2004).

A LPO possui 3 principais fases: iniciagdo, propagagdo e terminacdo. A
iniciacdo ocorre pela abstracdo de um atomo de hidrogénio a partir de um grupo
metileno (-CH2-) de uma cadeia de &cidos graxos insaturados, formando o radial alquila
(Le). O radical Le se estabiliza por ressonancia e origina dieno conjugados. O radical
mais importante na fase de iniciacdo da peroxidac&o lipidica € o radical hidroxila (¢OH),
mas os radicais peroxinitrito (*NO2), espécies perferril (Fe+3-02°) e espécies ferril
(Fe+4=0) também estdo envolvidas nas reaces. Em seguida, o oxigénio molecular é
adicionado ao carbono central do radical Le e d& origem ao radical peroxila (LOOs). Na
propagacdo o radical LOOe- reage (através da abstracdo de hidrogénio) com outros
acidos graxos insaturados, resultando em hidroperdxidos lipidicos (LOOH). Metais de
transicdo como o ferro e o cobre também podem participar do processo catalisando a
formacéo de radicais lipidicos alcoxila, peroxila, e hidroxila. Na fase de terminagéo, o
LOOH ira decompor-se em outras espécies reativas, como o radial alcoxila (LOe),
aldeidos (malondialdeido), alcanos e alcodis (Figura 2) (Davies, 2000; Hermes-Lima,

2004).
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Figura 2- Esquema basico das reacdes de peroxidagdo lipidica. Uma molécula de lipidio
reage com um agente oxidante (*OH, neste caso), resultando em um radical lipidico com
carbono-central. Ap6s a reagdo com o oxigénio, ele é convertido em um radical
lipoperoxyl, que pode reagir (I) com outro acido graxo poliinsaturado (produzindo uma
reacdo em cadeia, uma vez que um novo lipidio carbono centrado radical é produzido)
ou (ii) com a- tocoferol (TOH), que é convertido em tocoferil (TO), em ambos 0s casos
produzindo um hidroperoxido de lipidio. Este Gltimo é entdo convertido a um radical,
apos reacdo com o ferro lipidio alcoxilo. Hidroperdxidos lipidicos e radicais alcoxil
sofrem numerosas rotas de degradacdo e terminacdo da cadeia (Fonte: Hermes-Lima,
M. 2004. Oxygen In Biology And Biochemistry: Role Of Free Radicals, in: Functional
Metabolism: Regulation and Adaptation).



As proteinas também sdo alvo de oxidacdo celular onde sofrem modificacéo
covalente, e possuem poucos mecanismos celulares para repara-las ou protegé-las.
Eventos que tém como produtos metabdlitos do Oxido nitrico, os produtos da
peroxidacdo lipidica, a oxidagdo de agucares, a desnaturacdo, e a glicacdo ndo
enzimatica, acarretam a oxidacao de proteinas (Davies, 2000; Hermes-Lima, 2004).

A oxidacdo de proteinas pode ocorrer por inlmeros mecanismos, e todos 0s
aminoacidos podem ter suas cadeias laterais modificadas pela oxidacdo. Um destes
mecanismos € a inativagdo das mesmas causadas pelo radical superdxido, que reduz o
Fe*® e libera fons ferrosos. Outro mecanismo de oxidagdo é induzido por radicais
hidroxilas advindos da irradiacéo, e tém a capacidade de oxidar todos os residuos de
aminoacidos de proteinas. Ademais as EROs induzem a clivagem das ligacdes
peptidicas de derivados glutamina, aspartil e residuos de prolina (Schacter, 2000;
Hermes-Lima, 2004). Entre todos os mecanismos de oxidacdo de proteinas o mais
importante € o mediado por ions ferro e cobre, este induz danos nos receptores de
membrana, inibicdo de enzimas e modificacbes nas proteinas estruturais (Schacter,
2000; Hermes-Lima, 2004).

O ataque das EROs ou a reacdo entre aldeidos (formados na peroxidagao
lipidica) e proteinas, sdo mecanismos indiretos da oxidacdo de proteinas e produzem
derivados carbonil. Este produto da oxidagdo de proteina é irreversivel, sendo
considerado 0 mais importante do ataque de radicais livres em proteinas, e é
considerado um biomarcador de estresse oxidativo. O aumento de proteinas
carboniladas resulta em varias proteinas disfuncionais e envolve diversas doencas

(Schacter, 2000; Hermes-Lima, 2004; Cai e Yan, 2013).



O sistema de defesa antioxidante (enzimatico ou ndo enzimatico) é um processo
de sinalizagcdo redox (Droge, 2002), que vai inibir o estresse oxidativo e limitar o
excesso da sintese de EROs. Entre as defesas enzimaticas tem-se a Superdxido
Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a Glutationa S-tranferase (GST), a Glutationa
Peroxidase (GPx), a Glutationa reduzida (GSH), Glutationa Redutase (GR) e a Glicose
-6- fosfatase deidrogenase (G¢PDH). Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas
temos o &cido ascdrbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E) e a Glutationa total
(GSH-eq). A primeira linha de defesa antioxidante ocorre pelo sistema citocromo P450
e inclui as enzimas SOD e CAT. Na segunda fase as enzimas catalisam a conjugacéo de
xenobidticos para um substrato soltvel enddgeno, e inclui as enzimas especifica GPx, a
GST, e a GR (Figura 3) (Sheehan et al., 2001; Hermes-Lima, 2004).

A SOD catalisa o radical superoxido, atraves da reagdo de dismutacdo, em
peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio é mais reativo e pode ser degradado
por outras enzimas como a CAT e a GPx. Existem trés tipos de enzimas SOD, a SOD-
Cobre/Zinco encontrada no citoplasma, lisossomas, peroxissomas, nucleos, e no espago
inter-membranar mitocondrial. A SOD-Manganés € encontrada somente nas
mitocondrias e tem um papel de controle do estresse oxidativo e na regulagdo da
concentragdo de O, nas mitocondrias. Outro tipo de SOD é a SOD-EC (superdxido
dismutase extracelular) que é uma glicoproteina que est4d presente no espaco
extracelular especialmente nas células dos vasos pulmonares e no sangue. Todas as
formas da enzima SOD estdo presentes em todos os tecidos, porém em pequenas
concentragdes no tecido nervoso (Hermes-Lima, 2004; Droge, 2002; Limon-Pacheco e

Gonsebatt, 2009).



A CAT é uma peroxidase que tem papel de degradar o peréxido de hidrogénio
em oxigénio e 4gua. Esta enzima é encontrada no citosol em grande concentracdo nos
peroxissomos de todos os tecidos animais, porém é mais eficiente quando as
concentragdes intracelulares de H,O, sdo mais elevadas. O cérebro, coracdo e pulmao
ndo possuem peroxissomos, por isso apresentam baixa concentracdo de CAT sendo
mais sensiveis a danos oxidativos (Hermes-Lima, 2004; Droge, 2002).

Assim como a CAT, a GPx catalisa o perdxido de hidrogénio (H,O,) e também
hidroperoxidos orgéanicos como os acidos graxos hidroperoxido (LOOH). Porém,
diferentemente da CAT, a GPx remove o H,0, através de um acoplamento com GSH
em sua forma reduzida. Est4d enzima estd presente no citoplasma e na matriz
mitocondrial. Orgdos com alta taxa metabdlica como o figado, rim e intestino possuem
alta atividade da GPx, j& o cérebro possui baixos niveis da enzima (Hermes-Lima 2004;
Droge, 2002; Limén-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

A superfamilia da enzima GST é a principal enzima de desintoxicacdo de
segunda fase da defesa antioxidante. E encontrada principalmente no citoplasma de
todos os tecidos. Essa enzima realiza a desintoxicagdo celular contra substratos
exdgenos como 0s medicamentos, produtos intermediarios industriais, pesticidas,
herbicidas, poluentes ambientais e agentes cancerigenos. Esta desintoxicagdo ocorre
através de conjugados de glutationa com xenobioticos e produtos aldeidos produzidos
na peroxidacdo lipidica (hidroperdxidos) tornando os produtos mais sollveis em &gua
(Hermes-Lima, 2004; Hayes, 2005; Limdn-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

A GR impede a formacdo de radical hidroxila, que é altamente citotoxico e
reduz uma molécula de glutationa oxidada (GSSG) em duas moléculas de glutationa

reduzida (GSH). Para realizar essa redugdo a GR utiliza a nicotinamida-



adeninadinucleotidio em sua forma reduzida (NADPH), transformando-a em sua forma
oxidada (NADP+). A NADPH é obtida através da reducdo de sua forma oxidada
(NADP+) pela G6PDH, que converte glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconato (Kidd,
1997; Droge, 2002; Hermes-Lima, 2004; Lim6n-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

A GSH é um tripeptideo tiol encontrado no citoplasma, nucleo e mitocondrias
das células de todos os tecidos de mamifero, sendo outra linha de defesa antioxidante.
Ela ajuda a prevenir a formagdo de peroxinitrito (espécie reativa de nitrogénio),
regenera a vitamina E ao reduzir o radical tocoferil em tocoferol e previne a oxidacéo de
proteinas. Além disso, a GSH é co-substrato da GPx e da GST, participa da reducéo das
ligacOes dissulfeto de proteinas e no transporte de aminoacidos. O figado possui a maior
concentragdo de GSH, enquanto o coragdo, plasma e rins possuem baixas
concentracdes. A diminuicdo da GSH dispara os mecanismos celulares de apoptose
(Kidd, 1997; Hermes-Lima, 2004; Rahman, 2007; Limon-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

A sintese da GSH ocorre atraves da gama-glutamilcisteina sintetase e da GSH
sintetase, sendo a forma reduzida (GSH) a mais encontrada nas células do que a forma
oxidada (GSSG). A GSSG é acumulada dentro das células e a razdo GSH / GSSG é uma
boa medida do estresse, 0 aumento dessa razdo estd relacionada com o aumento da
producdo de hidroperoxidos (Kidd, 1997; Hermes-Lima, 2004; Rahman, 2007; Limon-

Pacheco e Gonsebatt, 2009).
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A Detoxification of
many substances

Fe(ll

(Fenton Reaction)

CAT
/—b H,0 + 02
2

&
A 2GSH NADPH
Generation SoD GPX GR 'G6PDH
i : +
{L - G55G NADP
0, H,0

- [ ]
0+ NO +
H,0,

GST|

Fe(ll) | (Haber-Weiss reaction)
ONOO™ -
Oyt OH + OH ————" Oxidative Damage
Figura 3- Defesas antioxidantes trabalham em conjunto para proteger as células contra
as espécies reativas de oxigénio (Fonte: Hermes-Lima, M. 2004. Oxygen In Biology

And Biochemistry: Role Of Free Radicals, in: Functional Metabolism: Regulation and
Adaptation).

As vitaminas E (a-tocoferol), C (&cido ascorbico), e os carotendides séo
antioxidantes ndo-enzimaticos capazes de manter a capacidade antioxidante do corpo
sinergicamente (Abdollahi et al., 2004). Todos os oito isdmeros da vitamina E, sdo
soltveis em lipidio e evitam a propagacdo da peroxidacdo lipidica e a oxidacdo de
proteinas. O composto a-tocoferol esta mais presente nas membranas celulares e no
plasma como lipoproteina. A vitamina C é soluvel em 4gua e sintetizada a partir do
metabolismo da glicose, porém vérias espécies de mamiferos como as cobaias, primatas
e morcegos ndo possuem a capacidade de sintetizar essa vitamina (Cui et al., 2011;
Hermes-Lima, 2004). Essas vitaminas tém a capacidade de inibir a peroxidacéo lipidica,
e eliminar alguns radicais livres como o oxigénio singlete e 0 oz6nio (Hermes-Lima,

2004).
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O figado e o tecido adiposo sdo os principais locais de armazenamento de
carotendides. Os carotendides sdo encontrados em vegetais amarelos e verdes, peixes,
ovos e carnes e realizam a eliminacdo de radicais de oxigénio por trés vias principais:
transferéncia de elétron, captacdo de hidrogénio e adicdo de uma espécie de radical.
Alguns carotendides, como o B-catoreno estdo associados a proteinas ou lipoproteinas, e
podem funcionar sinergicamente com o-tocoferol e vitamina C formando uma barreira
contra a oxidacdo (Hermes-Lima, 2004).

Os efeitos protetores das vitaminas contra o estresse oxidativo s&o conhecidos,
tendo reduzido a concentracdo das proteinas carboniladas e da peroxidacéo lipidica em
camundongos tratados com vitamina E apds 14 dias de exposi¢do ao inseticida
organofosforado diazionon (El-Shenawy et al., 2010). Alguns coelhos expostos ao
inseticida endosulfan e suplementados com vitamina C apresentaram menor acumulo do
inseticida e protecdo do tecido contra danos histopatolégicos (Mor e Ozmen 2010). Na
maioria dos mamiferos existe uma relacdo inversa entre a peroxidacdo lipidica e o0s
niveis de vitaminas o-tocoferol (vitamina E) e de carotendides como o B-caroteno
(carotendide presentes em frutos) em seus tecidos, quando altas concentracbes dessas
vitaminas sdo encontradas, os niveis de LPO estdo reduzidos (Filho et al., 2007).

Fatores enddgenos, como a ativacdo das células imunes, infecgdo e cancer ou
fatores exdgenos como exposi¢do a metais pesados, poluicdo ambiental, radiacdo e
exposicdo a pesticidas induzem a produgdo excessiva de EROs e originam o estresse
oxidativo (Figura 4) (Abdollahi et al., 2004; Valko et al., 2007; Limén-Pacheco &
Gonsebatt 2009). Por isso a capacidade antioxidante tem sido utilizada como

biomarcador de toxicidade por contaminantes ambientais em diversos animais (Zhang et
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al., 2005; Amin & Hashem 2012; Oruc 2012), mas ainda € muito pouco conhecida em

morcegos.

Os pesticidas sdo a primeira classe de quimicos que causam diversos danos nos

sistemas biolégicos como a inducéo ao estresse oxidativo em mamiferos, e ainda sdo

utilizados extensivamente e langados no meio ambiente (Abdollahi et al.,

principalmente no Brasil.
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Gonsebatt. 2009. The role of antioxidants and antioxidant-related enzymes in protective
responses to environmentally induced oxidative stress. Mutation Research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis 674: 137-147).

O consumo estimado de pesticidas no Brasil em 2011 foi de US$ 8,5 bilhGes,

16,3% a mais que o ano de 2010 (Sindag, 2012). O pais é considerado o maior

consumidor de pesticidas no mundo e o oitavo por area cultivada (Rebelo et al., 2010).

Pesticidas, extensivamente utilizados na agricultura, embora proporcionem incrementos

na producdo de alimentos, causam prejuizos severos tanto a salde publica quanto ao
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meio ambiente. Ademais, podem alcancar estuarios e corpos d’agua e sdo
potencialmente toxicos a animais silvestres, (EI-Shenawy, 2010; Androustsopoulos et
al., 2012) em especial para morcegos.

O acaricida e inseticida organoclorado endosulfan [1,2,3,4,7,7a-
hexaclorobiciclo(2,2,1)heptene2,5,6,bis (methylene)sulfide], é toxico e um poluente
orgénico persistente (POPs), e ainda muito utilizado em diversas culturas no Brasil
como mamdo, laranja e morango (ANVISA, 2010). O endosulfan e outros
organoclorados sdo compostos de carbono, hidrogénio e muitos atomos de cloro por
molécula. O mecanismo de acdo deste inseticida estd ligado ao bloqueio da agdo no
Neurotransmissor GABA do Sistema Nervoso Central (SNC), impedindo o influxo de
cloro e, portanto a repolarizacdo celular, causando hiperexcitabilidade do SNC.

O inseticida endosulfan é rapidamente absorvido pelo intestino, entrando
facilmente na circulacdo. Ele é metabolizado em animais por oxidagdo e hidrolise,
gerando sulfato, diol, hidroxi-éter, lactona, éter, acido carboxilico hidroxi-endosulfan.
Em seguida, os compostos sdo distribuidos pelo corpo acumulando-se em varios tecidos
como placenta, leite, corddo umbilical, sangue, musculos, figado e tecido adiposo
(Mrema et al., 2013).

No figado, o inseticida é biotransformado pelo sistema enzimatico da Citocromo
P450, produzindo radicais livres altamente reativos e reduzindo a capacidade
antioxidante dos tecidos. Seus derivados alteram a homeostase celular e causam a
apoptose celular, gerada pela diminuicdo da capacidade antioxidante e pelo acimulo de
EROs como 0 O, HO", NO° (El- Shenawy, 2010; Karami-Mohajeri e Abdollahai, 2011;

Mrema et al., 2013).
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Este inseticida esta presente em &guas de superficie e na biota marinha de
diferentes regides do Artico, bioacumulado no zooplancton, peixes e mamiferos
marinhos e terrestres (Singh et al., 2008; Weber et al., 2010). As consequéncias do
bioacumulo desse inseticida nos tecido animais sdo iniGmeras, uma delas é a inducédo da
formacdo de céancer, desequilibrio nas fungdes endocrinas, citotoxicidade e
neurotoxicidade. Além disso, leva atrasos na maturidade sexual de machos, reducao das
células testiculares, anormalidades no contetdo espermatico e disturbios metabdlicos
(Saiyed et al., 2003; Cerrilo et al., 2005; Caride et al., 2010; Mrema et al., 2013).

Morcegos (Ordem Chiroptera) sdo vulneraveis a alteragdes de habitat como
mudancas climaticas (Sherwin et al., 2012), perturbaces em seu local de descanso
(Lewis, 1995) e exposicdo a pesticidas (Stahlschmidt e Bruhl 2012). O bioacumulo de
inseticidas em seus tecidos tem sido associado ao declinio de populages, como
observado para as espécies insetivoras Pipitrellus pipistrellus (Gerell e Lundberg, 1993)
e Tadarida brasiliensis (Clark Jr., 2001). O bioacimulo de pesticidas organoclorados
também j& foi registrado em diversos morcegos insetivoros como as espécies
Miniopterus schreibersi, Pipistrellus pipistrellus e Rhinolophus ferrumequinum
(Fermindez et al., 1993), Myotis leibii, Myotis lucifugus (Kannan et al., 2010), Myotis
septentrionalis e Pipistrellus subflavus (Clark et al., 1983).

Quando exposto a pesticidas, morcegos apresentam diversas alteragdes
fisiologicas como & diminuicdo da taxa metabdlica basal observada no insetivoro
Pipitrellus pipistrellus ap6s exposicdo a doses subletais de lindano, um pesticida
organoclorado (Swanepoel et al., 1999). Morcegos frugivoros Artibeus lituratus
quando expostos cronicamente a doses comerciais do inseticida endosulfan,

apresentaram bioacimulo nos tecidos adiposo e hepatico (Brinati, 2011). Neste mesmo
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estudo, animais expostos apresentaram diminuicdo das reservas de proteinas nos
membros anteriores, aumento das reservas lipidicas totais no tecido hepético e
diminuicéo dos &cidos graxos totais da carcaca (Brinati, 2011). Além destes efeitos nas
reservas energéticas, estudos de outros autores do mesmo grupo de pesquisa também
reportaram alteracfes histopatoldgicas no tecido hepatico do morcego frugivoro
Artibeus apds tratamento com o bioinseticidas espinosina (Amaral et al., 2012a) e
alteracOes nas reservas energéticas ap0s exposicao ao inseticida fention (Amaral et al.,
2012Db).

A ordem Chiroptera é considerada como a segunda maior ordem em nimero de
espécie dentre a classe Mammalia, representando 25% das espécies de mamiferos
existentes (Altringham, 1996). O nome Chiroptera origina-se do grego onde cheir
significa méo e pteron asa (Nowak, 1994; Altringham, 1996). No mundo s&o registradas
18 familias, 202 géneros e aproximadamente 1120 espécies, divididas em duas
subordens Microchiroptera (encontrado no mundo todo) e Megachiropetara (exclusiva
do velho mundo) (Simmons, 2005). Esse grupo possui caracteristicas adaptativas
Unicas, voo verdadeiro e a ecolocalizagdo, que permite a comunicacdo entre 0S
individuos e auxilia na orientacdo durante o forrageio (Reis et al., 2007).

Os Microchiroptera (17 familias, 157 géneros 928 espécies) sdo altamente
diversos e apresentam grande variedade de habitos alimentares. Nesta subordem
encontram-se 0s hematdfagos, frugivoros, insetivoros, piscivoros, polinivoros e
onivoros. O grupo pode ser encontrado em varios abrigos, como cascas de arvores,
grutas, cavernas, casas abandonadas, galhos de arvores e minas (Reis et al., 2007). No
Brasil sdo encontradas, aproximadamente, 167 espécies distribuidas em 9 familias. A

familia Phyllostomidae é endémica do continente americano e uma das mais abundantes
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do Brasil (Reis et al., 2007). Essa familia é dividida em subfamilias, sendo a mais
abundante a Sternodermatinae com 67 espécies descritas (Simmons, 2005), tais como 0s
morcegos frugivoros Artibeus lituratus objeto do presente estudo, Carollia perpicillata,

Sturnira lilium e Tonatia bidens.

A ordem Chiroptera apresenta grande relevancia para o equilibrio dos
ecossistemas, principalmente por realizarem a disperséo de sementes e a polinizagéo de
plantas, contribuindo para o reflorestamento e conservagdo das florestas tropicais
(Mikich et al., 2003; Mikich e Bianconi, 2005; Sato et al., 2008). Estima-se que 44
familias de plantas brasileiras tém suas sementes dispersas por morcegos (Fabian et al.
2008). Além disso, podem controlar insetos, incluindo vetores de doencas como dengue,
leishmaniose e malaria (Fabian et al. 2008; Sato et al. 2008) e também controlam as
populacbes de espécies pragas para a agricultura (Boyles et al., 2011). Essas
caracteristicas mostram a importancia dos morcegos para o equilibrio dos ecossistemas,
onde também podem ser considerados como bioindicadores de areas degradadas (Jones

et al., 2009).

Nas florestas tropicais, 25% das espécies de arvores possuem sua disperséo
realizada por morcegos frugivoros (chiropterocoria) (Humphrey et al., 1983). Diante
disso, a frugivoria contribui diretamente para a dindmica populacional de vegetais e
regeneracdo de fragmentos florestais (Trevelin et al., 2013). Isso é possivel, pois, a
passagem da semente no trato digestivo do morcego é répida e promove mobilidade
(Sato et al., 2008). Além disso, existe co-evolucdo animal-planta entre morcegos
frugivoros e algumas &rvores, como as do género Cecropia (Charles-Dominique, 1986,

1993; Lobova et al., 2003). Essas séo &rvores pioneiras, importantes para estagio inicial
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de sucessdo ecoldgica apos distdrbio em fragmentos de mata. As arvores sdo de grande
porte, com crescimento rapido e resisténcia a grande incidéncia de luz pode estabilizar
0 solo, sombrear o ch@o e acrescentar nutrientes, facilitando o crescimento de plantas de
estagio tardio (Townsend et al., 2006).

Morcegos frugivoros podem, inclusive, ser utilizados como estratégias de
regeneracdo natural em ambientes degradados ou em comunidades rurais que
apresentam deficit de cobertura florestal. Mickich e Bianconi (2005) propuseram a
utilizacdo de Oleos essenciais em matrizes, como &reas cultivadas que cerca
remanescentes florestais como estratégia para aumentar a atividade de algumas espécies
de morcegos frugivoros em pontos particulares e incrementar a chuva de sementes.

A espécie Artibeus lituratus (Olfers, 1818) é encontrada com abundancia em
todo o continente americano, sendo uma das mais conhecidas do Brasil (Reis et al.,
2007), e seu estado de conservacdo é pouco preocupante de acordo com IUCN, 2013.
Essa espécie pode ser encontrada em copas das arvores e em ambientes conservados e
urbanos (Bianconi et al., 2004). A frugivoria é seu habito alimentar predominante,
podendo ingerir mam&o, manga, banana e figos (Nowak, 1994, Passos e Graciolli,
2004). Ao se alimentarem dos frutos, a espécie retira a polpa, flores e frutos inteiros e
parece possuir preferéncia pelos géneros Ficus, Cecropia, Solonum, Piperacea, Syagrus
e Terminalia (Passos e Graciolli, 2004). Esse género possui 0 habito de levar os frutos
para 0 seu local de descanso o que os torna, tornando-os excelentes dispersores de
sementes (Medellin e Gaona, 1999; Trevelin et al., 2013), principalmente porque podem

percorrer, no minimo 500 metros, de distancia por noite (Menezes et al., 2008).

Os individuos dessa espécie sdo reconhecidos por apresentarem coloracdo

marrom-chocolate acinzentado ou enegrecido, com alguns pélos prateados, que sdo
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curtos e macios e de textura aveludada. S8o animais de grande porte com
aproximadamente 75 cm de antebraco e pesando entre 44 e 87 gramas. A espécie possui
duas listas claras faciais conspicuas, folha nasal mediana em forma de langa na
extremidade do focinho, ndo possui cauda, e sua membrana interfemural é
profundamente recortada até a altura de mais da metade da tibia (Nowak, 1994; Reis et
al., 2007). Assim como todas as espécies da familia Phillostomidae, A. lituratus (Figura
5) se orienta através do olfato (Frahm 1981) e visdo, além da ecolocalizacdo (Reis et al.,

2007).

Foto: Alessandro Brinati

Figura 5- Macho adulto de Artibeus liturtus, coletado no municipio de Vicosa-
MG e mantido em gaiola individual no morcegario do Museu de Zoologia da
Universidade Federal de Vigosa.

Ao forragear, morcegos podem facilmente encontrar alimentos contaminados
com pesticidas em diversas &reas de cultivo (Stahlschimidt et al., 2012), como o de

frutos. Esses animais, em comparacdo com outros mamiferos, sdo considerados

18



potencialmente mais sensiveis & exposi¢do aos pesticidas devido a suas caracteristicas
ecologicas (Stahlschmidt e Bruhl 2012). O bioacimulo de pesticidas e suas
consequéncias para a fisiologia de morcegos tém sido estudados nas ultimas décadas,
principalmente em morcegos que ocorrem na América do Norte, Europa e Asia. No
entanto, os efeitos da exposicdo a organoclorados na capacidade antioxidante do

morcego frugivoro neotropical A. lituratus ndo sdo conhecidos (Gelbke et al., 2004).

A capacidade antioxidante serd avaliada através da atividade das enzimas
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e dos

produtos da oxidagdo de proteinas (proteinas carboniladas) e lipidios (malondialdeido).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Auvaliar a capacidade antioxidante do figado (capitulo 1), tecidos nervoso,
renal e testiculos (capitulo 2) dos morcegos frugivoros Artibeus lituratus apés

exposicdo cronica a doses comerciais do inseticida organoclorado endosulfan.

Objetivos especificos:

v' Avaliar a atividade das enzimas catalase, superéxido dismutase,
glutationa S-transferase , e mensurar os produtos da peroxidagéo lipidica

nos tecidos nervoso, renal e hepatico.

v Auvaliar a atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase dos

testiculos.

v Mensurar a concentragdo de proteinas carboniladas e a concentracdo de
glutationa total (GSH-eq), glutationa reduzida (GSH) e razdo

GSSG/GSH-eq no figado.
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Capitulo 1

Repostas antioxidantes do morcego frugivoro Artibeus lituratus (Olfers,
1818) (Chiroptera: Phyllostomidae) exposto cronicamente a dose comercial do

inseticida endosulfan

Antioxidant responses to a chronic exposition to commercial doses of the

insecticide endosulfan in the fruit bat Artibeus lituratus

Oliveira, Jerusa Maria; Neves, Ana Carolina; Brinati, Alessandro; Peluzio, Maria do Carmo G.;

Welker, Alexis. F.; Zanuncio, José Cola; Freitas, Mariella B.

e Artigo submetido a revista Chemosphere em 25 de junho de 2013.

Resumo

Fatores exdgenos, como metais pesados, radiacdo, poluicdo ambiental e pesticidas,
podem causar estresse oxidativo. A exposicdo de morcegos frugivoros a concentracdes
biologicamente ativas de pesticidas podem bioacumular-se em seus tecidos e levar ao
declinio de suas populagdes. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes nas
enzimas antioxidantes no tecido hepético do morcego frugivoro Artibeus lituratus
exposto cronicamente a doses comerciais do inseticida endossulfam. Morcegos machos
(n = 21) foram capturados com redes de neblina em fragmentos de Mata Atlantica em
Vigosa-MG, Brasil, e mantidos em gaiolas no morcegéario da Universidade Federal de
Vigosa. Frutos de mamdo foram imersos em solucéo de endosulfan (0,00 g/L; 1,05 g/L;
2,1 g/L) com espalhante adesivo (0,015 g/L), foram diariamente oferecidos aos animais
(n= 7 por tratamento) durante 35 dias. A atividade das enzimas catalase (CAT),
superdxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST), a glutationa total, e a
oxidacdo de lipidios e proteinas e proteinas carboniladas foram avaliadas no tecido
hepético desse morcego. Houve declinio da atividade das enzimas CAT e SOD do
tecido hepético dos animais tratados em relacdo ao controle. A atividade da enzima GST
aumentou nos animais tratados com endosulfan 2,01 g/L. A oxidacdo de lipidios e

proteinas, e a glutationa total ndo foram alteradas. As alteragBes nas concentracdes de
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enzimas antioxidantes no tecido hepético do morcego A. lituratus exposto ao inseticida
endosulfan podem indicar que estes animais estejam sofrendo estresse oxidativo e que

sejam vulneréveis ao inseticida organoclorado.

Palavras chaves: defesas antioxidantes, peroxidagdo lipidica, organoclorado, estresse

oxidativo, proteinas carboniladas.
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1. Introducéo

Respostas metabdlicas produzem espécies reativas de oxigénio (EROS), como
os radicais livres (superoxido, hidroxila e peroxil lipidicos) e as derivadas do oxigénio
(peroxido de hidrogénio, 0zdnio, oxigénio singlete, &cido hipocloroso, acido nitroso e
peroxinitrito). Porém, a producdo das EROS pode aumentar e causar estresse oxidativo,
induzindo a oxidacéo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos (Droge, 2002, Genestra,
2007; Pham-Huy et al., 2008). A exposicdo a fatores exdgenos como a metais pesados,
radiacdo, poluicdo ambiental e exposicdo a pesticidas, podem originar estresse oxidativo
(Abdollahi et al., 2004; Valko et al., 2007; Lim6n-Pacheco e Gonsebatt, 2009).

O sistema de defesa antioxidante, enzimatico ou ndo enzimético, limita o
excesso da producdo de ROS e inibe a oxidac8o celular. Defesas enziméticas incluem a
enzima superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa S-transferase
(GST), que faz parte da segunda fase na desintoxicacdo do organismo eliminando
conjugados com a glutationa (Fujioka e Casida, 2007). Defesas ndo enziméticas incluem
as vitaminas E (a-tocoferol) e C (&cido ascorbico), os carotendides e a glutationa
(Hermes-Lima, 2004; Rodrigo et al., 2007). O figado tem um alto sistema de defesa
antioxidante, e exibe um grau significativo de intoxicacdo, principalmente por ser o
principal 6rgdo no metabolismo de produtos metabdlicos residuais e xenobio6ticos (Astiz
et al., 2009).

Pesticidas, extensivamente utilizados na agricultura, podem alcangar estuérios e
corpos d’agua e sdo potencialmente toxicos a animais silvestres (EI-Shenawy, 2010). O
acaricida e inseticida organoclorado endosulfan [1,2,3,4,7,7 a-hexaclorobiciclo (2,2,1)
heptene2,5,6,bis (methylene)sulfide], classificado como altamente toxico (ANVISA,

2010), e também é um poluente orgénico persistente, estd presente em &guas de
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superficie e na biota marinha de diferentes regibes do Artico, bioacumulando no
zooplancton, peixes e mamiferos marinhos (Weber et al., 2010). Este organoclorado
também pode bioacumular na placenta, leite e corddo umbilical de humanos (Cerrilo et
al., 2005), induzir o estresse oxidativo, desequilibrar as fungdes da hipo6fise (Caride et
al., 2010), causar citotoxicidade, peroxidagdo lipidica em células hepaticas (El-
Shenawy, 2010) e atrasar a maturidade sexual de criangas (Saiyed et al., 2003).

A exposicdo de morcegos a concentragdes biologicamente ativas de pesticidas
causa bioacimulo no tecido adiposo e marrom, como relatado para as espécies
insetivoras Myotis leibii, Myotis lucifugus (Kannan et al., 2010), Myotis septentrionalis,
e P. subflavus (Clark et al., 1983). O declinio de populagdes de morcegos associado a
exposicdo de pesticidas foi observada nos insetivoros Miniopterus Schreibersi,
Pipistrellus pipistrellus (Gerell e Lundeberg, 1993), Rhinolophus ferrumequinum
(Fermindez et al., 1993) e Tadarida brasiliensis (Clark Jr., 2001). A exposi¢éo subletal
de morcegos Pipitrellus pipistrellus ao inseticida lindano provocou aumento de sua taxa
metabdlica basal (Swanepoel et al., 1999). O morcego frugivoro Artibeus lituratus
(Olfers, 1818) (Chiroptera: Phyllostomidae) apresentou alteragdes histopatolégicas no
tecido hepético apds exposicdo ao bioinseticida espinosina (Amaral et al., 2012a) e ao
inseticida fention (Amaral et al., 2012b).

Morcegos dispersam sementes e polinizam plantas, contribuindo para o
reflorestamento e conservacao das florestas tropicais (Mickich e Bianconi, 2005; Sato et
al., 2008). Estima-se que 44 familias de plantas brasileiras tém suas sementes dispersas
por morcegos (Fabian et al., 2008). Essas caracteristicas mostram a importancia dos
morcegos para o equilibrio dos ecossistemas e como bioindicadores de areas degradadas

(Jones et al., 2009).
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O bioacumulo de pesticidas e suas consequiéncias na biologia de morcegos tém
sido estudados, mas o efeito de organoclorados na capacidade antioxidante do morcego
frugivoro A. lituratus ndo é conhecido (Gelbke et al., 2004). Este estudo objetivou
avaliar o comportamento das enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase,
glutationa S-transferase, a glutationa total e os produtos do estresse oxidativo
peroxidacdo lipidica e proteinas carboniladas no tecido hepatico do morcego frugivoro

A. lituratus exposto, durante 35 dias, ao inseticida organoclorado endosulfan.
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2- Materiais e Métodos

2.1-Pesticida

O inseticida organoclorado endosulfan [1,2,3,4,7,7 a-hexaclorobiciclo (2,2,1)
heptene2,5,6,bis (methylene)sulfide] foi obtido do Laboratério de Manejo Integrado de
Pragas da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vicosa, Minas Gerais, Brasil). O
espalhante adesivo Will Fix (4cido dodecilbenzeno sulfénico , 30 g/L- 3% m/v) é
utilizado por agricultores por aumentar a eficiéncia de caldas inseticidas e herbicidas, e

portanto foi adicionado a calda nos tratamentos.

2.2- Animais e tratamento experimental

Morcegos machos adultos (n= 21) da espécie A. lituratus foram coletados com
redes de neblina na Mata do Paraiso do Campus da UFV (MG) e na fazenda do Parque
Estadual da Serra do Brigadeiro em Araponga (MG), sudeste do Brasil. Esses animais
foram identificados com a Chave de ldentificacdo de Morcegos Brasileiros (Vizzotto e
Taddei 1973), separados em gaiolas, pesados e mantidos em morcegério. Apos dois dias
de adaptacdo ao cativeiro, os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle
(n= sete), alimentados com frutos sem tratamento; grupo End 1 (n= sete), alimentados
com frutos tratados com endosulfan a 1,05 g/L adicionados de espalhante adesivo
(0,015 g/L); grupo End 2 (n= sete), alimentados com frutos com endosulfan 2,01 g/L
adicionados de espalhante adesivo (0,015 g/L). O mamé&o foi o fruto escolhido e
oferecido sempre aos animais devido ao fato desse morcego aceitar facilmente esta dieta

em cativeiro. Para adicdo do inseticida as frutas foram mergulhadas na calda de
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endosulfan, nas doses desejadas, e em seguida foram armazenadas em recipiente
adaptado para se evitar a perda da camada externa do inseticida. Apds a secagem do
inseticida, as frutas foram partidas (aproximadamente 200 g cada porgédo) e oferecidas
aos animais durante 35 dias com a casca voltada para cima, visando simular a situacéo
encontrada por morcegos na natureza. Os animais foram alimentados por volta das
18:00 h quando também receberam agua ad libitum. Apos 35 dias de tratamento 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical seguido de decapitacdo, e o

figado foi retirado, pesado e congelado a -80°C.

2.3- Analises das enzimas antioxidantes

2.3.1- Catalase

O tecido hepético (100 mg) de A. lituratus foi homogeneizado em tampéo
fosfato (pH 7,0) com tampdo triton X-100 e a suspensdo centrifugada (12000 rpm a
4°C por 10 minutos) para se determinar a atividade da catalase. A atividade enzimética
dessa enzima foi mensurada no sobrenadante e determinada pela taxa de queda do
peroxido de hidrogénio (H202) (10 mmol L™) em espectrofotdmetro a 240nm durante

60s (Aebi et al., 1984).

2.3.2- Superoxido dismutase

O tecido hepatico (100 mg) foi homogeneizado em tampé&o fosfato 50 mmol L™,
centrifugado (12000 rpm & 4°C por 10 minutos) e a atividade enzimética medida no
sobrenadante. A atividade da enzima superoxido dismutase foi determinada em leitor de

Elisa em 570 nm (Dieterich et al., 2000 modificado) baseado na capacidade desta
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enzima em catalisar a reacdo do superoxido O, e o perdxido de hidrogénio e, assim,

diminuir a razdo de auto-oxidacao do pirogalol.

2.3.3- Proteina total
A proteina total dos homogenatos de SOD e CAT foi mensurada (Lowry et al.
1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrdo e os resultados expressos

em Unidades de CAT/ mg proteina e Unidades de SOD/ mg proteina.

2.3.4- Glutationa S-tranferase

A enzima glutationa S-tranferase (GST) foi mensurada no tecido hepético (50
mg) homogeneizado em tampéo fosfato (7,4 pH) (500uL), centrifugado a 12000 rpm &
4°C por 10 minutos e a atividade enziméatica medida no sobrenadante. A GST foi
mensurada atraves da formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada
pela variagdo da absorbancia em 340 nm por 60s. A formagdo do conjugado ocorre
espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reacdo nao
enzimatica, sendo acelerada pela atividade das enzimas GST. Uma unidade (U) de GST
equivale a quantidade de enzima que forma 1mol do conjugado glutationa-2,4-
dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de extingio molar do CDNB 340 = 9,6 mM™
cm™ foi utilizado para os célculos (Habig et al., 1976). A atividade da GST foi expressa

em pmol min * g,

2.4- Determinacao produtos do estresse oxidativo

2.4.1- Malondialdeido
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As substéncias que reagem ao acido tiobarbitdrico sdo, em sua maioria, produtos
da peroxidagdo lipidica, sendo o malondialdeido (MDA) importante marcador para
monitorar a taxa de lipoperoxidacdo. A dosagem MDA foi realizada no tecido hepético
(50 mg), homogeneizado em tampdo fosfato (pH 7,0), o sobrenadante centrifugado
(10000 g por 10 min), adicionada solucdo TBARS (&cido tricloroacético 15% e
0,375% de acido tiobarbiturico, e HCL 0,25 N) em banho maria por 15 minutos,
resfriados, centrifugados a 2500 rpm e o0 sobrenadante mensurado em
espectrofotometria a 535 nm (Buege e Aust, 1978). O coeficiente de extingdo molar
1,56 X 10° M cm™ foi utilizado para os célculos. A dosagem de proteina nos
homogenatos foi realizada (Lowry et al., 1951) e os resultados expressos em nmol

MDA/ mg proteina.

2.4.2- Proteinas Carboniladas

As proteinas carboniladas indicam o dano celular pelas ROS levando a disfuncéo
das proteinas. A concentracdo de proteinas carboniladas foi determinada utilizando-se
os pellets dos homogenatos empregados no método de mensuracéo de glutationa. Os
pellets foram precipitados em acido tricloroacético 10% e centrifugados (5000 g por 10
minutos a 4°C). O sobrenadante foi descartado e aos pellets adicionados a 0,5 mL de
solucdo de dinitrophenylhidrazine (DNPH) 10 mM. Um total de 0,5 mL de &cido
cloridrico (HCI) 2M foi adicionado aos tubos que representavam o branco de cada
amostra, misturados em vortex e mantidos em temperatura ambiente no escuro
agitando-se no vortex a cada 15 minutos durante meia hora. A seguir, 0,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% gelado foi adicionado por tubo, agitado com vortex,

centrifugado por 5000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. O
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precipitado foi lavado trés vezes com 1 mL de acetato de etila (1:1), agitado em vortex,
centrifugado e o sobrenadante descartado. Ao final, 1 mL de SDS 6% foi adicionado
nos tubos, agitados em vortex para dissolver o pellet e centrifugados para precipitar 0s
residuos. Os danos as proteinas foram determinados no sobrenadante final, baseado nos
grupos carbonil da reagdo com DNPH e mensurado em espectrofotometria a 370 nm
(Levine et al., 1990). O total de proteinas carboniladas foi calculado utilizando o

coeficiente de extingdo molar de 22000 M cm™ e expresso em nmol/mL.

2.5- Determinacéao da concentracao de glutationa

Os niveis de glutationa total (expressos em equivalente de glutationa (eq-GSH))
foram mensurados no figado (50mg) dos animais homogeneizados em &cido
tricloroacético (TCA) 10% 0,5 M e centrifugado a 12000 rpm por seis minutos a 4°C. O
eq-GSH (GSH-eq=GSH+2 GSSG) e 0 GSSG foram determinados no sobrenadante. Os
GSSG e GSH foram indisponibilizados na amostras por reagdo com 2-vinilpiridina (2-
V/P) (Griffith, 1980) de acordo com protocolo de Akerboom e Sies (1981) modificado.

A concentragdo de eq-GSH e GSSG foi determinada pela formagdo de TNB,
através da variagdo da absorbancia em 412 nm. A glutationa reduzida (GSH) da amostra
reage com DTNB e produz TNB e GSSG. O GSSG produzido e/ou existente € reduzido
a GSH pelas GR e GSH e volta a reagir com DTNB. Niveis de GSH foram calculados
como: GSH-eg-2 x GSSG. A porcentagem de GSH foi calculada como: 100 x (2 x

GSSG /eq-GSH).
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2.6- Andlises estatistica

Os dados foram submetidos a analise de homogeneidade de variancia com o
teste Shapiro-Wilk e submetidos a analise de variancia (ANOVA). As médias entre
grupos foram comparadas com o teste Newman-Keuls para os dados paramétricos e de
Kruskal-Wallis (ANOVA) para os ndo-paramétricos com nivel de significancia de

p<0,05.
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3. Resultados

A atividade da enzima CAT foi menor no figado de A. lituratus (Figura 1) nos
grupos com End. 1 (0,50 + 0,03 U CAT/ mg proteina) (p<0,001, df=16) e End 2 (0,4 =
0,05 U CAT) (p< 0,0002, df= 16) em relacdo ao controle (0,66 + 0,02 U CAT). A
atividade da enzima antioxidante SOD também foi menor nos grupos End 1 (1,91 + 0,08
U SOD/ mg proteina) (p< 0,03, df=12) e End 2 (1,81 £ 0,15 U SOD/ mg proteina) (p<
0,03, df=12) em relacdo ao grupo controle (2,48 + 0,02 U SOD/ mg proteina) (Figura
1).

A atividade da glutationa S-transferase foi superior nos animais do grupo End 2
(24,04 + 1,96 pmol min * g™) (p< 0,005, df=10) comparado ao grupo controle (15,94 +
1,54 pmol min * g™) e a0 grupo End 1 (13,84 + 0,62 pmol min * g™) (p< 0,003, df=10)

quando comparados ao grupo controle (Figura 1).
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Figure 1 — Atividade das enzimas catalase (a), superdxido dismutase (b) e glutationa S-
transferase (c) (mean * EP) no figado de morcegos frugivoros Artibeus lituratus
alimentados durante 35 dias com mamé&o tratado com o inseticida organoclorado
endosulfan. Controle; endosulfan End 1= 1,05 g/L; End 2 endosulfan = 2,1g/L. Letras
significativas (p<0,05).
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Os produtos da peroxidacéo lipidica nos grupos End 1 (0,070 £ 0,022 nmol/ mg
proteina) (p<0,89, df=11) e End 2 (0,088 £ 0,0168 nmol/ mg proteina) (p<0,72, df=11)
ndo diferiam do grupo controle (0,075 + 0,031 nmol/ mg proteina) (Tabela 2). As
proteinas carboniladas apresentaram concentracdes semelhantes nos tratamentos End 1
(17,53 £ 2,1 nmol/mL) (p<0,89, df=11) e End 2 (12,07 £ 2,9 nmol/mL) (p<0,79, df=11)

comparadas ao controle (Tabela 2).

Tabela 1 - Proteina Carbonilada e peroxidacdo lipidica mensurada pela
concentragdo de malondialdeido (MDA) (mean + EP) no figado de morcegos
frugivoros Artibeus lituratus alimentado durante 35 dias com maméo tratado com o
inseticida organoclorado endosulfan.

Proteina carbonilada MDA
Tratamentos
nmol/ mL nmol/ mg proteina
Controle 16,20 +2,82 2 0,032 +0,006?
a a
Figado End 1,05 g/L 15,84 £ 2,11 0,040 + 0,010
End 2,01 g/L 12,08 +290? 0,034 +0,003°?

Controle; endosulfan End 1= 1,05 g/L; End 2 endosulfan = 2,1g/L. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p< 0,05).
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As concentragdes de eq- GSH (Chi-Square= 1,56, df= 2, p<0,46) , GSH (Chi-Square =
0,66, df= 2, p<0,72) e GSSG/ eq-GSH (Chi-Square= 0,66, df= 2, p<0,72) no tecido
hepético de A. lituratus néo variou entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 - Glutationa (mean + EP) do figado de morcegos frugivoros Artibeus lituratus
alimentado durante 35 dias com mamao tratado com o inseticida organoclorado endossulfam.

eq-GSH GSH GSSG/eq-GSH
(nmol/g)
Controle 590,62 + 186,90 * 487,29 + 184,052 0,208 + 0,057 @
Figado End 1,05 g/L 906,25 + 298,24 * 963,35 +33,26° 0,307 0,113 ®
End 2,01 g/L 805,00 + 57,00 * 668, 41 £59,43° 0,176 +£0,127 2

Controle; endosulfan End 1= 1,05 g¢/L; End 2 endosulfan = 2,1g/L. Letras diferentes indicam
diferengas significativas (p< 0,05). eq — GSH: niveis totais de glutationa reduzida, GSH:
glutationa reduzida, GSSG: glutationa oxidada, GSSG/ eq-GSH: raz&o entre a glutationa
reduzida e glutationa total.
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4. Discussao

O efeito da exposicdo a pesticidas sobre a atividade das enzimas antioxidantes ¢
conhecido e estd associado & producgdo de radicais livres, o que causa alteragbes nas
enzimas antioxidantes e ao estresse oxidativo (Abdollahi et al., 2004). Por esse motivo,
a capacidade antioxidante estd sendo utilizada como biomarcador de toxicidade por
contaminantes (Amin e Hashem, 2012). A maior parte dos trabalhos nesta area tem sido
realizada utilizando-se doses altas de pesticidas e tendo como animais experimentais
roedores e peixes. Porém, o conhecimento dos efeitos tdxicos das doses recomendadas
pelos fabricantes em organismos ndo alvos como morcegos frugivoros ainda ndo é
conhecido.

Neste trabalho os morcegos frugivoros apresentaram diminuicdo da atividade da
CAT no figado, resultados semelhantes foram relatados para peixes expostos a0 mesmo
inseticida em doses comerciais por 15 e 28 dias (Salvo et al., 2012). Em tratamento
cronico, o inseticidas organofosforado clorpirifés (Oruc, 2012) e fipronil (Clasen et al.,
2012) também causaram a reducdo dessa enzima em peixes. Por outro lado, um
aumento da atividade de CAT no figado foi observado em ratos tratados sub-
cronicamente com o inseticida organofosforado malation (Possamai et al., 2007) e em
peixes expostos por 75 dias ao herbicida organofosforado yerbimat (Ortiz-Ordofiez,
2011). O decréscimo da atividade desta enzima no figado dos morcegos tratados com
endosulfan observado neste trabalho poderia indicar um aumento de radicais
superdxidos, os quais inibem a acdo da catalase e levam ao estresse oxidativo (Brainy et
al., 1996; Ortiz-Ordofiez, 2011, Oruc, 2012).

A diminuicdo da atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD)

observado neste estudo, também foi relatado em ratos (Bebe e Panemangalore, 2002) e
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no peixe zebra (Shao et al., 2012) expostos cronicamente ao mesmo inseticida. O
tratamento agudo também foi capaz de reduzir a atividade da SOD, como foi observado
em cultura de hepatocitos expostos ao endosulfan e inseticidas organofosforados
fenitrotion e abamectin, (EI-Shenaway et al., 2010), e em peixes expostos ao inseticida e
fungicida organofosforado tebuconazol (Toni et al., 2011). Em contrapartida, ratos
expostos sub-cronicamente  ao inseticida organofosforado malation apresentaram
aumento da atividade da SOD (Possamai et al., 2007). A reducdo da atividade da
enzima SOD observada nos morcegos tratados com endosulfan poderia ser explicada
pela acdo deste inseticida estimulando a sintese de radicais livres, os quais inibem a
acédo da SOD e outras enzimas antioxidantes (Shao et al., 2012).

Os altos niveis da atividade da enzima GST em A. lituratus tratados com endosulfan
na concentragdo 2,01 g/L foram similares ao encontrado em peixe (C. carpio) (Salvo et
al., 2012) e em sapos (B. regularis) expostos ao mesmo inseticida (Ezemoney e Tango,
2010). Carpas (C. auratus) em tratamento de 10 dias com o inseticida organoclorado
diclorofenol, também apresentaram elevacdo da GST (Zhang et al., 2005). Por outro
lado, foi observada a reducéo dessa enzima no peixe O. niloticus exposto ao inseticida
organofosforado clorpirifés (Oruc, 2012). Sugere-se que o aumento da GST indicaria
uma resposta celular contra o estresse oxidativo induzido pelo inseticida endosulfan.
Assim, essa enzima iria catalisar a conjugacdo de hidrocarbonetos clorados para a
excregdo e proteger o tecido de maiores danos causados pela EROS (Ezemoney e
Tango, 2010).

Os morcegos tratados nas duas concentragdes estudadas ndo apresentaram aumento
oxidacdo de proteinas, da mesma forma que o relatado para ratos tratados com o

inseticida malation (Possamai et al., 2007) e peixes expostos ao inseticida tebuconazol
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(Toni et el., 2011). Porém, o aumento das proteinas carboniladas foi encontrado em
peixes exposto agudamente ao endossulfam (Parvez e Raisuddin, 2005) e cronicamente
ao inseticida fipronil (Clasen et al., 2012). Neste estudo, a auséncia de alteragéo no grau
de oxidacdo de proteinas em resposta aos dois tratamentos pode ser justificada pelo
maior periodo de exposicéo e a pelas baixas dosagens do endosulfan. Além disso, ja foi
demonstrado que morcegos sao capazes de manter baixos niveis de dano oxidativo a
proteinas em resposta ao estresse oxidativo (Salmon et al., 2009).

Os produtos da peroxidacdo lipidica no figado de morcegos tratados com as
diferentes doses do inseticida estudadas ndo diferiram do grupo controle, o que
corrobora os resultados encontrados para ratos tratados, de forma aguda, com o
inseticida organofosforado malation (Possamai et al., 2007). Diferentemente, 0 aumento
dos produtos da peroxidacéo lipidica foi observada em peixes expostos cronicamente ao
inseticida organofosforado fipronil (Clasen et al., 2012) e clorpirifés (Oruc, 2012). O
aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica pode ter sido causado pela oxidacdo da
membrana plasméatica mediada por toxicidade das EROS induzida pelo pesticida (Oruc,
2012; Clasen et al., 2012).

Em morcegos os produtos da peroxidacdo lipidica tém relacdo inversa entre a
lipoperoxidagdo e a quantidade de P-caroteno (carotendide presentes em frutos) e
vitaminas a-tocoferol (vitamina E) em seus tecidos. Quando altas concentragfes desses
compostos sdo encontradas no tecido, os niveis de peroxidagdo lipidica estdo reduzidos
(Filho et al., 2007). Considerando-se que a dieta de A. lituratus é baseada
principalmente em frutas (Nowak, 1994; Passos e Graciolli, 2004) ricas em vitaminas
antioxidantes (Paiva e Russell, 1999), uma das possiveis explicacdes para os resultados

obtidos neste trabalho é que o teor de vitamina na dieta de morcegos frugivoros poderia
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ter um efeito protetor contra os efeitos do inseticida na oxidagdo celular. E sabido que
estas vitaminas podem reduzir os niveis de proteinas carboniladas e de peroxidagdo
lipidica em camundongos tratados com a vitamina E, apds 14 dias de exposi¢do ao
inseticida orfanofosforado diazinon (EI-Shenawy et al., 2010). Dessa forma, a dieta de
morcegos, rica em vitaminas antioxidantes, poderiam proporcionar protecdo celular
contra o estresse oxidativo e minimizar os efeitos sobre lipidios e a oxidacdo de
proteinas.

As concentracBes semelhantes de glutationa total (eq- GSH) no tecido hepético de
A. lituratus tratados com endosulfan corroboram com os resultados obtidos para peixes
C. auratus expostos ao inseticida organoclorado diclorofenol por 40 dias (Zhang et al.,
2005). No entanto, os niveis de eq-GSH observado no peixe O. niloticus aumentaram
apds exposicdo por 24 h ao inseticida fention (Sevgiler e Uner, 2010). A razdo
GSSG/eg-GSH nos dois grupos tratados com inseticida ndo mostrou alteragdes, mas
peixes em tratamento cronico com o herbicida organoclorado diclorofenol mostraram
valores decrescentes para esta razdo GSSG/eq-GSH (Zhang et al., 2005). Os niveis de
glutationa reduzida (GSH) também ndo sofreram alteragBes nos dois grupos tratados
com inseticida, corroborando com os resultados obtidos em tratamento crénico de
peixes C. auratus com o inseticida diclorofenol (Zhang et al., 2005).

Portanto, os nossos resultados mostram que a exposi¢do cronica a doses comerciais
do inseticida endossulfam induziu o estresse oxidativo em A. lituratus evidenciada pela
diminuicdo da atividade das enzimas CAT e SOD e pelo aumentando da atividade da
enzima GST no figado desses animais. Além disso, é possivel que a dieta deste animal,
rica em vitaminas e carotendides, poderia aumentar as defesas antioxidantes nao-

enziméticos das células, o que poderia ajudar a prevenir danos maiores como a
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peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas. No entanto, essa espécie de morcego
parece apresentar vulnerabilidade ao estresse oxidativo, mesmo com a exposi¢do a
baixas concentragdes do inseticida organoclorado.

Morcegos forrageiam em plantas frutiferas, que podem ter recebido aplicacdo de
pesticidas. Este contato pode induzir bioacumulagdo de pesticidas nos tecidos
morcegos. Esta exposicdo cronica tem sido associada a doencas e estresse oxidativo, o
que contribuiria para o declinio da sua populacdo e poderia ser uma ameaca a

conservagéo desta espécie.
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Capitulo 2

Alteraces nas enzimas Superoxido Dismutase e Catalase em tecidos extra-
hepéticos de morcegos frugivoros (Artibeus lituratus) expostos a doses comerciais

do inseticida endosulfan

Resumo

A exposicdo de morcegos frugivoros a concentragdes biologicamente ativas de
pesticidas pode causar bioacimulo em seus tecidos e reduzir suas populagdes. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos cronicos do inseticida organoclorado
endosulfan nas enzimas antioxidantes e na peroxidagdo lipidica em tecidos extra-
hepéticos de morcegos frugivoros Artibeus lituratus. Morcegos machos (n = 15) foram
coletados com redes de neblina em fragmentos de Mata Atlantica em Vigosa-MG,
Brasil, e mantidos em gaiolas no morcegério da Universidade Federal de Vigosa. Frutos
de mamao foram imersos em solugéo de endosulfan (0,00 g/L; 1,05 g/L; 2,1 g/L) com
espalhante adesivo (0,015 g/L), diariamente, e oferecidos aos animais (n= 5 por
tratamento) durante 35 dias. Os parametros avaliados foram a atividade das enzimas
catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST), e os
produtos da peroxidacdo lipidica no tecido nervoso, rins e testiculos. Nos rins dos
morcegos expostos ao inseticida a atividade da CAT e SOD foi menor em relacéo ao
controle. No tecido nervoso a atividade da enzima CAT aumentou e da SOD diminuiu
nos animais tratados com End 1,05 g/L. A atividade da enzima GST e a peroxidagéo
lipidica do tecido nervoso e rins ndo diferiram entre os tratamentos. Os testiculos ndo

apresentaram alteragdes nas concentragdes das enzimas SOD e CAT. Conclui-se que, o
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tecido nervoso e os rins sofreram estresse oxidativo, indicando que morcegos frugivoros

sd0 vulneraveis a exposicdo a doses comerciais do inseticida endosulfan.

Palavras chaves: atividade antioxidante, catalase, glutationa S- transferase,

organoclorado, quirdptero, peroxidagéo lipidica.
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1. Introducéo

O consumo estimado de pesticidas no Brasil em 2011 foi de US$ 8,5 bilhdes,
16,3% a mais que o ano de 2010 (Sindag 2012). O pais é considerado o maior
consumidor de pesticidas no mundo e o oitavo por area cultivada (Rebelo et al., 2010).
Pesticidas, embora proporcionem incrementos na produgdo de alimentos, causam
prejuizos severos tanto a saude publica quanto ao meio ambiente (Abdollahi et al.,
2004). Ademais, podem alcancar estuérios e corpos d’agua, sendo potencialmente
toxicos também a organismos ndo-alvo, como animais silvestres, (Androustsopoulos et
al., 2012), entre eles morcegos.

Morcegos sdo vulnerdveis a alteragBes de habitat como mudancas climéaticas
(Sherwin et al., 2012) e perturbacbes em seu local de descanso (Lewis 1995). Também
sofrem com a exposicdo a inseticidas (Amaral et al., 2012a; 2012b; Stahlschmidt e
Bruhl 2012), que podem bioacumular -se em seus tecidos e levar ao declinio de suas
populagdes (Fermindez et al., 1993; Gerell e Lundberg 1993; Swanepoel et al., 1999;
Clark, Jr. 2001; Kannan et al., 2010). Ao forragear, morcegos frugivoros, como os da
espécie Artibeus lituratus (Olfers, 1818) (Chiroptera: Phyllostomidae), encontram com
facilidade frutos tratados com inseticidas, cultivados em campos de fruticulturas.

O acaricida e inseticida organoclorado endossulfam [1,2,3,4,7,7 o-
hexaclorobiciclo(2,2,1) heptene2,5,6,bis (methylene)sulfide], € classificado como
altamente toxico pela ANVISA e, apesar da sua alta toxicidade, ainda € muito utilizado
em diversas culturas no Brasil como maméo, laranja e morango (ANVISA, 2010). Este
inseticida esta presente em &guas de superficie e na biota marinha de diferentes regides
do Artico, bioacumulando-se no zooplancton, peixes e mamiferos marinhos (Weber et

al., 2010). Em humanos, esta substancia pode se bioacumular na placenta, leite e corddo
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umbilical (Cerrilo et al., 2005). Além disso, este inseticida também esta envolvido na
indugdo de estresse oxidativo (Canlet et al., 2013), em processos envolvendo
citotoxicidade (El- Shenawy, 2010), causando desequilibrio nas funcbes da hipofise
(Caride et al., 2010) e atraso na maturidade sexual de criangas (Saiyed et al., 2003).

Fatores end6genos ou exdgenos, como exposicdo a metais pesados, radiacéo,
poluicdo ambiental e exposigédo a diferentes classes de pesticidas podem acarretar um
aumento do estresse oxidativo (Abdollahi et al., 2004; Valko et al., 2007; Limon-
Pacheco e Gonsebatt 2009). O estresse oxidativo inicia-se por um desequilibrio entre a
capacidade antioxidante e a sintese de espécies reativas de oxigénio (ERQOS), levando a
oxidacdo de lipidios, proteinas e DNA (Genestra, 2007; Pham-Huy et al., 2008). O
sistema de defesa antioxidante (enzimatico ou ndo enzimético) limita o excesso da
producéo de EROS e inibe a oxidagéo celular. Por isso, a capacidade antioxidante tem
sido utilizada como biomarcador de toxicidade por contaminantes (Amin e Hashem
2012).

Este estudo objetivou avaliar os efeitos crénicos do inseticida endosulfan sobre a
atividade das enzimas antioxidantes e da peroxidacdo lipidica no tecido nervoso, rins e

testiculos de morcegos frugivoros da espécie Artibeus lituratus.
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2. Materiais e Métodos

2.1- Pesticida

O inseticida organoclorado endosulfan [1,2,3,4,7,7 a-hexaclorobiciclo (2,2,1)
heptene2,5,6,bis (methylene) sulfide] foi obtido do Laboratério de Manejo Integrado de
Pragas da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vicosa, Minas Gerais, Brasil). O
espalhante adesivo Will Fix (&cido dodecilbenzeno sulfénico , 30 g/L- 3% m/v) é
utilizado por agricultores por aumentar a eficiéncia de caldas inseticidas e herbicidas, e

portanto foi adicionado a calda nos tratamentos.

2.2- Animais e tratamento experimental

Morcegos machos adultos (n= 15) da espécie A. lituratus foram coletados com redes de
neblina na Mata do Paraiso do Campus da UFV (MG) e na fazenda do Parque Estadual
da Serra do Brigadeiro em Araponga (MG), sudeste do Brasil. Esses animais foram
identificados com a Chave de Identificagdo de Morcegos Brasileiros (Vizzoto e Taddei
1973), separados, pesados e mantidos em morcegario. Apo6s dois dias em cativeiro,
quando foram alimentados com mamé&o os animais foram divididos em trés grupos:
grupo controle (n= cinco), alimentados com frutos sem tratamento; grupo End 1 (n=
cinco), alimentados com frutos tratados com endossulfam a 1,05 g/L mais espalhante
adesivo (0,015 g/L); grupo End 2 (n= cinco), alimentados com frutos com endossulfam
2,01 g/L mais espalhante adesivo (0,015 g/L). O mamé&o foi o fruto escolhido e
oferecido aos animais devido ao fato desse morcego aceitar facilmente esta dieta em
cativeiro. As frutas foram mergulhadas na calda de endosulfan em recipiente adaptado
para se evitar a perda da camada externa do inseticida. Ap6s a secagem do inseticida, as

frutas foram partidas (aproximadamente 200 g cada porcéo) e oferecidas aos animais
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durante 35 dias com a casca Vvoltada para cima, visando simular a situagéo encontrada
por morcegos na natureza. Os animais foram alimentados por volta das 18: 00 h quando
também receberam &gua ad libitum. Apds 35 dias de tratamento os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical seguido de decapitacdo, e 0s rins, tecido

nervoso e testiculos foram retirados, pesados e congelados a -80°C.

2.3- Preparo das amostras

Os rins (50 mg), tecido nervoso (80 mg) e testiculos (50 mg) dos animais foram
homogeneizado em tampé&o fosfato (pH 7,0) e a suspensdo centrifugada (12000 rpm a
4°C por 10 minutos) para se determinar a atividade das enzimas SOD e GST e os
produtos da peroxidagdo lipidica. A determinacdo da atividade da enzima CAT foi

realizada em homogenatos com tampéo triton X-100.

2.4- Enzimas antioxidantes
2.4.1- Catalase

A CAT foi mensurada no sobrenadante dos tecidos (testiculo, rim, tecido
nervoso) e determinada pela taxa de queda do perdxido de hidrogénio (H,O2) (10 mmol
L™) em espectrofotdmetro a 240nm durante 60s (Aebi et al., 1984) e expressos em pmol

g* min™.

2.4.2-Superdxido dismutase
A atividade da SOD (testiculo, rim, tecido nervoso) foi realizada em leitor de
Elisa a 570 nm e foi baseado na capacidade desta enzima em catalisar a reagédo do

superdxido (O;") e o perdxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de auto-oxidago
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do pirogalol. Os resultados foram expressos em U SOD/g de tecido (Dieterich et al.,

2000 modificado).

2.4.3- Glutationa S-transferase

A determinagdo da atividade da enzima glutationa S-tranferase (GST) foi
mensurada apenas no sobrenadante dos homogenatos de rim e tecido nervoso. A GST
foi mensurada através da formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e
estimada pela variagdo da absorbancia em 340 nm por 60s. A formacdo do conjugado
ocorre espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reacéo
nao enzimatica, sendo acelerada pela atividade das enzimas GST. Uma unidade (U) de
GST equivale & quantidade de enzima que forma 1mol do conjugado glutationa-2,4-
dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB 340= 9,6 mM™
cm™ foi utilizado para os célculos (Habig et al., 1976) e os resultados expressos em

pmol min * g™,

2.5- Determinacéo do produto da peroxidag&o lipidica

As substéncias que reagem ao 4cido tiobarbitdrico sdo, em sua maioria, produtos
da peroxidagdo lipidica, sendo o malondialdeido (MDA) importante marcador para
monitorar a taxa de lipoperoxidagdo. A dosagem MDA foi realizada no sobrenadante
dos homogenatos dos tecidos somente dos tecidos renal e nervoso, adicionada a solugédo
TBARS (&cido tricloroacético 15% e 0, 375% de acido tiobarbitarico, e HCL 0,25 N),
colocados em banho maria por 15 minutos, resfriados, centrifugados a 3500 rpm/ min e

0 sobrenadante mensurado em espectrofotometria a 535 nm (Buege e Aust 1978). O
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coeficiente de extingdo molar 1,56 X 10° M cm™ foi utilizado para os célculos e os

resultados expressos em umol TBARS g™,

2.6- Analise estatistica

Os dados foram submetidos & analise de homogeneidade de variancia com o
teste Shapiro-Wilk e a andlise de variancia (ANOVA). As médias entre grupos foram
comparadas com o teste de Newman-Keuls para os dados paramétricos e de Kruskal-

Wallis (ANOVA) para os ndo-paramétricos com nivel de significAncia de p< 0,05.
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3. Resultados

A atividade da enzima CAT foi menor no tecido renal dos animais dos grupos
End 1 e End 2 (p = 0, 0002) em relacdo ao controle. A atividade da enzima SOD
diminuiu no grupo End 1 ( p = 0, 002) em relagdo aos animais controle (Tabela 1). A
atividade da GST (Tabela 2) no tecido renal dos morcegos dos grupos ndo diferiu do
grupo controle. Os produtos da peroxidacdo lipidica também ndo apresentaram
diferenca nos rins dos morcegos dos dois grupos tratados em relagcdo ao controle
(Tabela 3).

No tecido nervoso, a atividade da CAT foi maior (p = 0,03) nos morcegos dos
grupos End 1 em relagdo aos grupos controle e End 2. Os animais do grupo End 1
apresentaram diminuigdo na atividade da enzima SOD (p = 0, 0002) quando comparado
aos grupos controle e End 2 (Tabela 1). A atividade da enzima GST (Tabela 2) e os
produtos da peroxidacgdo lipidica (Tabela 3) ndo sofreram alteragBes no tecido nervoso
dos dois grupos tratados quando comparadas ao grupo controle.

Nos testiculos a atividade da enzima CAT ndo diferiu entre os grupos (End 1 p =

0,16; End 2 p = 0,74) (Tabela 1) assim como a atividade da SOD (p = 0,07).
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Tabela 1- Atividade da enzima catalase (umol g™ min™) e superéxido dismutase (U SOD g ™) nos
tecidos de morcego frugivoro A. lituratus (n = 5) tratados com inseticida endosulfan por 35 dias.

Enzimas Tecidos
o Tratamento i
Antioxidantes Nervoso Rim Testiculo
Controle 8,78+0,72°2 7129+4881°% 429+550°2
Catalase End 1 26,54 + 0,76 ° 3765+ 171" 56,0+ 7,71 °
End 2 929+157° 338,6 +2559° 399+5719°?
_ Controle 345,10 + 1,47 2 92,65+3,86% 126,4 +1542 %
Superoxido ) )
) End 1 149,6 + 3,89 57,79 + 7,90 279,0 +61,74 2
dismutase
End 2 3329+210°% 96,95+3,81°% 1546 + 36,81 2

Controle; endosulfan End 1= 1,05 g¢/L; End 2 endosulfan = 2,1g/L. Letras diferente indicam

diferencas significativas (p< 0,05).

Tabela 2- Atividade da enzima glutationa S- transferase (umol min * g™*) nos tecidos
de morcego frugivoro A. lituratus (n = 5) tratados com inseticida endosulfan por 35

dias.
Tecidos
Tratamento -
Nervoso Rim
Controle 1,103 +0,54 ® 542 +0,27 2
End 1 1,109 +0,952 3,24 +0,63°2
End 2 1,170 £ 0,06 2 461+132°2

Controle; endosulfan End 1= 1,05 g/L; End 2 endosulfan = 2,1g/L. Letras diferente

indicam diferengas significativas (p< 0,05).
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Tabela 3- Produtos da peroxidacéo lipidica (nmol MDA g™*) nos tecidos nervoso e renal
de morcego frugivoro A. lituratus (n = 5) tratados com inseticida endosulfan por 35 dias.

Tecidos
Tratamento
Nervoso Rim
Controle 33,25+2,62°% 111,56 +0,27 2
End 1 39,29 +6,24 ¢ 99,01+0,63°%
End 2 53,49 + 21,422 1245+1,32°2

Controle; endosulfan End 1= 1,05 g/L; End 2 endosulfan = 2,1g/L. Letras

diferente indicam diferengas significativas (p< 0,05).
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4- Discussao

Pesticidas causam diversos danos aos sistemas biolégicos e mesmo assim sdo
lancados no ambiente. A toxicidade destes compostos estd associada a produgdo de
radicais livres levando a alteragcbes nas enzimas antioxidantes, ao estresse oxidativo
(Abdollahi et al., 2004) e a alterages nos parametros reprodutivos (Saiyed et al., 2003;
Caride et al., 2010). Assim como o figado, o tecido nervoso e os rins também séo
sensiveis para danos oxidativos por exposi¢do a pesticida (Srivastava e Shivanandappa,
2005; El-Dermerdash, 2013).

A primeira enzima responsével pela defesa antioxidante da célula é a superdxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do radical superoxido em peroxido de
hidrogénio. Em seguida, a catalase (CAT) realiza a desintoxicagéo celular convertendo
0 peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Fujioka e Casida, 2007).

A atividade da enzima CAT diminuiu no tecido renal dos animais tratados com
inseticida endossulfam 1,05 e 2,01 g/L. Resultados semelhantes foram observados nos
rins de camundongos tratados com o inseticida organofosforado metomil (EI-
Demerdash et al., 2013) e em peixes expostos ao endossulfam (Pandey et al., 2001) e ao
piretroide deltametrina (Amim e Hashem, 2012; Xing et al., 2012). Outros autores ndo
observaram diferencas na atividade desta enzima em ratos tratados com inseticida
organofosforado malation (Possamai et al., 2007) e/ou no tecido renal de peixes
expostos aos herbicidas éacido diclorofenoxiacético e o organofosforado azinfosmetil
(Oruc et al., 2004).

A atividade da enzima SOD diminuiu no tecido renal dos morcegos tratados com

endosulfan 1,05 g/L. Essa alteracdo também foi relatada para roedores tratados com o
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inseticidas organofosforado metomil (EI-Demerdash et al., 2013) e com o inseticida
organoclorado lindano (Padma et al., 2011). Diferentemente, peixes expostos ao
herbicida &cido diclorofenoxiacético (Oruc et al., 2004) e ratos tratados com o inseticida
organofosforado malation (Possamai et al., 2007) ndo apresentaram alteragdes na
atividade dessa enzima. O declinio da atividade das enzimas SOD e CAT representa
uma inibicdo do sistema de defesa antioxidante nos rins dos morcegos. De fato, ja foi
descrito que este organoclorado aumenta a producéo de radicais livres em tecido animal,
que sdo conhecidos como inibidores da atividade enzimética (Shao et al., 2012).

No tecido nervoso dos morcegos tratados com endossulfam 1,05 g/L, a atividade
da enzima CAT aumentou, assim como em ratos tratados com o organoclorado
hexaclorociclohexano (Srivastava e Shivanandappa, 2005) e com organofosforado
clorfenvinfés (Lukaszewicz-Hussain, 2008). Outros estudos demonstram que a
atividade da CAT ndo se alterou quando peixes foram expostos ao herbicida &cido
diclorofenoxiacético (Oruc et al., 2004) e ao fungicida carbamato tatto (Atamaniuk et
al., 2013). O tecido nervoso € particularmente vulneravel a danos oxidativos por
xenobidticos, porque possui altas concentracdes de cidos graxos poliinsaturados em
suas membranas e menores niveis de antioxidantes enzimaticos e ndo enziméticos
(Oruc, 2004, Srivastava e Shivanandappa, 2005). O aumento da atividade da enzima
CAT neste tecido pode representar um efeito protetor do mesmo contra o estresse
oxidativo, ocasionado pela producdo excessiva de perdxido de hidrogénio,
provavelmente induzida pelo inseticida endossulfam (Srivastava e Shivanandappa,
2005; Lukaszewicz-Hussain, 2008).

Os resultados obtidos no tecido nervoso dos animais tratados com End 1,05 g/L

que mostram queda na atividade da enzima SOD, indicam inibicdo da atividade da
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enzima nesse tecido. Este resultado foi similar ao encontrado em ratos tratados com o
inseticida organoclorado hexaclorocicloexano (Srivastava e Shivanandappa, 2005) e
com o inseticida organofosforado fention (Selmi et la., 2012). Porém o aumento da
atividade dessa enzima foi observado em ratos tratados com o inseticida
organofosforado clorfenvinfos (Lukaszewicz-Hussain, 2008) e em peixes expostos ao
inseticida organofosforado fipronil (Clasen et al., 2012).

Os morcegos tratados com o inseticida endosulfan ndo apresentaram alteracdes
na atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT em seus testiculos. Ratos expostos
por sete dias ao pesticida triazina atrazina também ndo apresentaram alteracGes na
atividade dessas enzimas (Abarikwu et al., 2010). Por outro lado, ratos tratados com o
inseticida organofosforado clorpirifs por 30 dias apresentaram diminuicdo na atividade
das enzimas SOD e CAT (Mandal e Das, 2012). Parece que as doses estudadas ndo
foram capazes de alterar a atividade antioxidante das enzimas CAT e SOD nos
testiculos dos morcegos tratados. 1sso porque nos testiculos, as alteracdes da atividade
dessas enzimas podem ser dependentes da dose e do tempo de exposi¢do (Abarikwu et
al., 2010).

As respostas diferenciadas da atividade das enzimas SOD e CAT no tecido
nervoso e renal dos morcegos tratados podem indicar mecanismos desiguais na
regulacdo da expressdo de genes das enzimas (Zhang et al., 2004) ou na competéncia
fisiologica de cada 6rgdo (Astiz et al., 2009). Alguns fatores como o comportamento
alimentar da espécie, o tempo de exposicdo e dose do poluente utilizado, também
podem levar os tecidos a respostas antioxidantes diferenciadas apds exposicdo a

xenobioticos (Oruc e Usta, 2007; Toni et al., 2011).
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A GST é uma enzima antioxidante que contribui para a segunda fase da
desintoxicacdo de xenobi6ticos do organismo, por meio da eliminacdo de conjugados
com glutationa, sendo muito importante para a protegdo dos tecidos contra o estresse
oxidativo (Fujioka e Casida, 2007). Neste estudo, o inseticida endosulfan ndo alterou a
atividade da enzima GST no tecido renal e nervoso dos morcegos tratados. Este
resultado também foi observado no tecido renal e nervoso de ratos tratados com
fungicida carbamato tattoo por 96h (Atamaniuk et al., 2013), e no tecido nervoso de
peixes expostos por 24h a doses sub-letais de endossulfam (Crupkin et al., 2013). Porém
em ratos tratados com inseticida organoclorado hexaclorociclohexano, a atividade da
enzima aumentou no tecido nervoso (Srivastava e Shivanandappa, 2005).

Os produtos da peroxidacéo lipidica no tecido nervoso e renal ndo diferiram entre os
morcegos expostos ao endosulfan, quando comparados ao controle. Similarmente, o
tecido renal de ratos tratados com inseticida organoclorado lindano (Padma et al., 2011)
e organofosforado malation (Possamai et al., 2007) também nédo apresentou alteracdes.
Os tecidos nervoso e renal de peixes tratados com o herbicida &cido
diclorofenoxiacético (Oruc et al., 2004) também ndo apresentaram alteracdes na
peroxidacdo lipidica. No entanto, o aumento da peroxidacéo lipidica foi observado no
tecido nervoso de peixes expostos a doses comerciais do inseticida organofosforado
fipronil (Clasen et al., 2012) e no tecido renal de peixes expostos ao inseticida
organofosforado diazinon (Oruc e Usta, 2007). O malondialdeido é um indicador
importante de peroxidacéo lipidica. Assim como em outros animais em morcegos 0
produto da peroxidagdo lipidica é inversamente proporcional & quantidade de vitaminas
a-tocoferol (vitamina E) e de carotendides como o f-caroteno nos tecidos (Filho et al.,

2007). A dieta de A. lituratus é composta principalmente por frutas (Nowak, 1991,
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Passos e Graciolli, 2004) que é rica em vitaminas antioxidantes e carotendides (Paiva e
Russell, 1999). Uma das hipoteses a ser considerada é a de que a dieta desses animais
poderia minimizar os efeitos do inseticida endosulfan na peroxidac&o lipidica.

Em conclusdo, doses comerciais do inseticida endossulfam induzem estresse
oxidativo no tecido nervoso e renal dos morcegos frugivoros A. lituratus, por meio das
alteracbes nas enzimas antioxidantes SOD e CAT. O declinio das atividades das
enzimas antioxidantes pode indicar inibicéo do sistema antioxidante no tecido e levar ao
estresse oxidativo. A dieta desses animais, rica em vitaminas antioxidantes, podera
auxiliar na defesa antioxidante contra a oxidacdo de lipidios. Conclui-se que morcegos
frugivoros que dispersam sementes e contribuem para o reflorestamento e conservagao
das florestas tropicais podera sofrer modificagdes por poluentes ambientais. Este estudo
também sugere que as enzimas antioxidantes podem ser utilizadas como biomarcadores

de toxicidade ambiental em morcegos.
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CONCLUSOES GERAIS

As alteragBes na atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa S- transferase (GST) observadas nos tecidos nervoso,
hepético e renal dos morcegos frugivoros Artibeus lituratus sugerem que estes animais
sofreram uma resposta ao estresse oxidativo apds exposicdo crdnica a doses comerciais
do inseticida endosulfan. Este resultado indica que estes animais sdo vulneraveis a
exposicao a inseticidas, quando em estdo expostos a baixas concentracdes. Além disso,
nosso estudo também demonstrou que as enzimas antioxidantes também podem ser
utilizadas como biomarcadores de toxicidade ambiental em morcegos.

Os resultados apresentados permitem inferir que o contato de morcegos frugivoros
com pesticidas pode provocar doengas e estresse oxidativo, 0 que pode representar uma
ameaca a conservacao desta espécie e contribuir para o declinio de suas populagdes.

Respostas diferenciadas das enzimas antioxidantes observadas nos tecidos dos
morcegos expostos podem indicar mecanismos desiguais na regulagéo da expresséo de
genes das enzimas ou ha competéncia fisioldgica de cada 6rgéo.

Sugere-se, ainda, que a dieta destes animais, rica em carotendides e vitaminas
antioxidantes como a-tocoferol, pode adicionar defesas antioxidantes ndo-enzimaticas

para as células e minimizar os efeitos do inseticida na oxidagéo de lipidios e proteina.
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