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RESUMO

OLIVEIRA, Jerusa Maria de, D.S., Universidade FeddmVigosa, agosto de 2017.
AlteracBes Morfofisiolégicas em morcegos frugivorosAftibeus lituratu} expostos a
formulacdo comercial do inseticida deltametrina.Orientador: Leandro Licursi de
Oliveira. Coorientadora: Mariella Bontempo Duca de Freitas

A Deltametrina (DTM) é um inseticida piretroide utilitana agricultura e no controle
de vetores de doencas. Residuos desse pesticidaos@ionente encontrados no
ambiente e podem trazer prejuizos para a salde deisings ndo-alvos, como 0S
morcegos frugivoros. Durante o forrageio, estes agimairam em contato com esse
inseticida por intermédio da &gua e alimentacdo. No entanfiteratura cientifica
apresenta escassez de dados que demonstram a taxicidadpesticidas em dos
morcegos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaltaxiaidade aguda de baixas
concentracdes do inseticida DTM no morcego frugivArtibeus lituratus (Olfers,
1818). Para isso, foram capturadosi@3cegos machos utilizando redes de neblina em
fragmentos de Mata Atlantica - MG, Brasil. Os animais foraantidos em gaiolas
(3x3x2 m) no morcegario da Universidade Federal d®S4g e por¢cdes de maméao
pulverizadas com solugéo do inseticida DTM (0; 0@P4 mg/kg de mamé&o), foram
oferecidas diariamente aos animais, durante sete Algs o periodo de exposicao,
foram avaliadas as enzimas antioxidantes catalase (GApgroxido dismutase (SOD),
glutationa S-transferase (GST), a peroxidagéo lipidiaes proteinas carboniladas no
figado, masculo peitoral e testiculos dos morcegssi@is de perdxido de hidrogénio
foram mensurados no figado e musculo peitoral e ooowittico (NO) no figado,
musculo peitoral, rins e testiculos. No plasma, foransurados a atividade da alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AS@licemia e as proteinas
totais. Foram mensurados o percentual de glicogéegatico, os niveis de lipidios e
proteinas totais do musculo peitoral e do figado. A idad® inata foi avaliada por
intermédio da atividade bactericida do soro e da praiies celular de esplendcitos.
Foram realizadas também avaliagGes histopatolégicas e bistonétricas no figado,
rim, intestino e testiculos. Os morcegos mostraram estoesdativo no figado, no
musculo peitoral e nos testiculos. No plasma, os asiamiesentaram hiperglicemia e
aumento das transaminases AST e ALT. O figado tambérmanasducdo da reserva
de glicogénio, esteatose, e histopatologias pronunciabas intestino ocorreu

hiperplasia de células caliciformes e maior evidéneacélulas apoptoticas. Os rins
vii



mostraram aumento de glicogénio nos tubulos proximafdtrados inflamatérios,

nefroesclerose vascular benigna e reducdo dos ndeidNO. Os testiculos dos
morcegos expostos mostraram aumento nos niveis de aN@ptose das células
germinativas e histopatologias severas. Os parédmatrosolégicos avaliados néo
apresentaram alteragdes entre 0s grupos, provavelneit® dio tempo de exposicao.
Portanto, esses resultados nos mostram que a exposaate morcegos frugivoros a
baixas concentragbes da formulagdo comercial doictDTM pode alterar o

metabolismo de carboidratos, causar injurias no figausculo peitoral, rins, intestino
e testiculos. Portanto, a DTM pode ser toxica para rgosciugivoros, e comprometer

a salde desses animais.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Jerusa Maria de, D.S., Universidade Febe® Vigosa, August, 2017.
Morphophysiological alterations in fruit-eating bats (Artibeus lituratug exposed to
the commercial formulation of the insecticide deltamethrin Adviser: Leandro
Licursi de Oliveira. Co-adviser: Mariella Bontempo Dueskdeitas.

Deltamethrin (DTM) is a pyrethroid insecticide used gmi@lture and in control of
disease vectors. Residues of this pesticide are comrfaantg in the environment and
can be harmful to the health of non-target organisnt) as fruit- eating bats. During
foraging, these animals come into contact with this insidetithrough water and food.
However, the scientific literature shows a shortageatd demonstrating the toxicity of
pesticides in the physiology of bats. Therefore, thgeative of this study was to
evaluate the acute toxicity of low concentrations of Difiskcticide on the fruit- eating
bat Artibeus lituratus(Olfers, 1818). Twenty-three male bats were captuvitd mist
nets in fragments of Atlantic Forest - MG, Brazil. Thénaals were kept in cages in a
bat shelter (3x3x2 m) at Universidade Federal de Vi¢Bsations of papaya sprayed
with DTM insecticide solution (0; 0.02, 0.04 mg / pgpaya) were offered daily to the
animals for seven days. After the exposure periodatii®mxidant enzymes catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione S-teaske (GST), lipid
peroxidation and carbonylated proteins were evaluatéukitiver, pectoral muscle and
testis of bats. Hydrogen peroxide levels were measurédider and pectoral muscle,
nitric oxide (NO) was measured in liver, pectoral muséieneys and testes. The
activity of alanine aminotransferase (ALT) and aspartatéen@nansferase (AST),
glucose and total proteins were measured in plasma. pédrcentage of hepatic
glycogen, lipid and total proteins levels of pectoral awisand liver were also
measured. Innate immunity was assessed by serunribiaeteactivity and splenocytes
cell proliferation. Histopathology and histomorphometryaleations were also
performed in the liver, kidney, intestine and testes. Bladsved oxidative stress in liver
and pectoral muscle. In plasma, the animals showpdrglycemia and increased AST
and ALT. The liver also showed reduced glycogen, ssegtoand pronounced
histopathologies. In the intestine, goblet cell hyperplasid increased evidence of
apoptotic cells were observed. The kidneys showeaeased glycogen in the proximal
tubules, inflammatory infiltrates, benign vascular nephevssis, and reduced NO

levels. The testes of the exposed bats showed incréasdd of NO, oxidative stress,



apoptosis of germ cells and severe histopathologies. mheumological parameters
evaluated did not present alterations between the grqupbably due to the time of
exposure. Therefore, these results show that oralsexemf fruit- eating bats to low
concentrations of the commercial formulation of ingedé DTM can alter the
metabolism of carbohydrates, causing injury to the livectgyal muscle, kidneys,

intestines and testes. Therefore, DTM can be toxic todmatsompromise their health.



1- APRESENTACAO DO PROBLEMA

1.1 Historico e a utilizacdo dos pesticidas

Os pesticidas sao substancias quimicas com a¢ado comliueuagente que
possa danificar a producdo, armazenamento e bemeéoio de produtos agricolas,
pastagens e vetores. Na historia da humanidade, a diizée& produtos com essa
finalidade iniciou antes de Cristo, como por exempldpeeto de sodio e o enxofre. No
século XV enxofre, arsénio e mercurio foram utilizadomo inseticidas e fungicidas
para controle de pragas (AKTAR; SENGUPTA; CHOWDHURY2009;
BANASZKIEWICZ, 2010).

Com o tempo as substancias foram aperfeicoadas, at@gukécadas de 30 e 40
surgiram 0s primeiros pesticidas sintéticos. O pringiesticida sintético foi o
inseticida DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis (4-chloroplyn ethane), que durante a I
Guerra Mundial era administrado em pessoas para ooterde doengas como a
malaria, tifo e piolhos. Nessa época os novos indatc organoclorados foram
proclamados como substancias milagrosas (AKTAR; SENRYRCHOWDHURY,
2009; BANASZKIEWICZ, 2010).

Apos a ascensdo da utilizacdo dos pesticidas, divaigaacfes ambientais e
em populagbes de organismos ndo-alvos foram assecidestes compostos. A
contaminacdo dos organismos ndo-alvos ou do meioeatebocorre pela lixiviagéao,
escoamento superficial, evaporagdo, eroséo e na #igden (KOHLER,
TRIEBSKORN, 2013). Quanto mais volatii o componenteimico for, mais
rapidamente ele é transportado para os processos dafetane podem chegar em
regides distantes das areas de aplicacdo (CARVALH®D?7)2@s residuos de DDT e
seus metabolitos, por exemplo, foram documentado®lop em &gua superficiais, no
ar e em tecidos de animais selvagens como peixes, masndeaves (KOHLER;
TRIEBSKORN, 2013).

Residuos de pesticidas induzem impactos em organisrdosalvos, como
atrasos na metamorfose de anuros, bioacimulo em eramgelvagens, e reducdo na
populacdo de abelhas e aves (EQANI et al., 20134IKER; TRIEBSKORN, 2013;
MULLIN et al., 2016; FREITAS; BROWN; KARASOV, 2017A aguia americana é
um exemplo classico do declinio da populacdo propmadio por pesticidas. A
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utilizacdo do DDT nos EUA acarretou porosidade nos aessas aves e impediu o
desenvolvimento dos filhotes, levando & morte prematosandesmos. Essa espécie
entrou na lista de animais ameagados de extin¢cdo epsaiasaem 2007, 45 anos apos a
proibicdo do uso do DDT no pais (AKTAR; SENGUPTA; QWDHURY, 2009;
BANASZKIEWICZ, 2010).

Devido aos impactos dos pesticidas para 0 meio ambéentganismos nao-
alvos, alguns principios ativos foram proibidos, egisam novas moléculas com a
promessa de menor toxicidade. Entdo, novos compostosicgs foram criados e
atualmente encontram-se aproximadamente 2400 prociutosrciais divididos em 434
ingredientes ativos diferentes. Esses produtos sasifidados de acordo com sua
composicdo quimica em organoclorados, organofosigragiretroides, carbamatos,
neonicotinoides, clorofenoxiacidos, triazinicos e géisirDentro de cada grupo quimico
encontram-se diversos tipos de produtos comercias fr@idades variadas, como
inseticidas, (destinados ao controle de insetos), a@tasic(acarideos), nematicidas
(nematodos, parasitas vegetais), moluscicidas (ecgoaine rodenticidas (roedores).
Além desses ha um grupo quimico separado, os habjcgie sdo produtos com a
finalidade de controlar ervas daninhas e os fungicedd&sctericidas, utilizados para
prevenir doencgas fungicas e bacterianas (AKTAR; GHRTA; CHOWDHURY,
2009; BANASZKIEWICZ, 2010).

A utilizacdo dos pesticidas em todo o mundo ja atingiundgs proporcdes,
principalmente nos paises em desenvolvimento (FigurgFapd and agriculture
Organization of the United Nations- FAOSTAT). O Brapiyr exemplo, aumentou a
utilizagdo de pesticidas na ultima década (Figura 2)s@ed2008 € considerado o maior
consumidor de pesticidas do mundo (ALBUQUERQUE e®8ll6) com destaque para
a utilizagdo dos herbicidas (Figuras 2) (FAOSTAT,; itugt Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA). pais, a utilizagdo
exagerada é reflexo do mal-uso dessas substéecesnais de 90% dos agricultores
dependem de pesticidas para o manejo de pré&ygesrsos produtores realizam a
aplicacdo dos pesticidas de maneira indiscriminadde @n frequéncia e as doses
recomendadas pelos fabricantes ndo séo respeitat$dHSERI et al., 2013).

O Brasil também ndo possui monitoramento adequado @partlizacdo de
componentes quimicos e para residuos de pesticidagisoambiente, principalmente
na 4gua doce (BARBOSA; SOLANO; UMBUZEIRO, 2015). @enitoramentos se
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restringem em apenas cinco estados brasileiros, guesesmpam dados com baixa
credibilidade (ALBUQUERQUE et al.,, 2016). Outroragante para o pais € a
utilizagdo de pesticidas comprovadamente toxicos e q@@dgaproibidos em outras
regides do mundo. Entre os 50 produtos comerciais wegididos no Brasil, 22 séo
proibidos na Europa como, por exemplo, o triclofd/-D, paraquat, e os herbicidas

triazinicos.

2500000+

2000000+

Principios Ativos (10’ toneladas)

1500000

1000000

il J | J Lhunl,

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

El Africa Bl Americas Asia Europa Bl Oceania

Figura 1 Toneladas de principios ativos de fungicidas/bacta@scidnseticidas e
herbicidas de diversas classes utilizados ou vendida®too agricola para culturas e
sementes nos continentes. Dados compilados da FAOSTAdd (Bnd agriculture
Organization of the United Nations).
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Figura 2 Toneladas de principios ativos de fungicidas/bactescidnseticidas e

herbicidas de diversas classes utilizados ou vendides®too agricola para culturas e
sementes no Brasil. Dados compilados da FAOSTAT.

1.2 Importancia ecolégica e o bioacumulo de pesticidas emorcegos

Morcegos pertencem a ordem Chiroptera, a segunda ardem em nimero de
espécies da classe Mammalia. Eles representam 25%espexies de mamiferos
existentes (ALTRINGHAM 1996). No mundo séo registradagainilias, 202 géneros
e aproximadamente 1120 espécies, divididas em dumsdans; Microchiroptera e

Megachiropetera (exclusiva do velho mundo) (NOWAK)20

A ordem Chiroptera apresenta grande relevancia paraquilibrio dos
ecossistemas. Os individuos desse grupo apresentatagits morfoldgicas e habitos
alimentares que fazem com que ocupem diversos niehama complexa relacdo de
interdependéncia com o meio. A maior variedade de Ighkilimentares encontra-se
entre os Microchiropteras que englobam hematofagosyivitos, insetivoros,
piscivoros, polinivoros, nectarivoros e onivoros (NOW2605). Essa diversidade nos
habitos alimentares faz com que os morcegos oferecamtase ecoldgicos que
auxiliam no equilibrio do ecossistema, como o controiesktos pragas, a dispersao de
sementes e a polinizagéo.

O contato dos morcegos com o0s residuos de pesticiddes @oorrer por
intermédio da alimentacdo. Muitas vezes esses resitharsimulam em seus tecidos e
comprometem a saude dos animais. Caracteristicas gm,goomo o habito de
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forragear em grandes extensbes, a baixa taxa de wvepmde a reducdo na
disponibilidade de alimento tornam esses animais vuwaEraa exposicdo aos
pesticidas (STAHLSCHMIDT; BRUHL, 2012; STECHERT et, a2014). Porém,
apesar dessa vulnerabilidade, o nimero de investigagiesetratam os efeitos dos
pesticidas em morcegos ainda possui Varias lacunesneentram-se nas regides
temperadas do globo (Tabela 1). As Américas Centdal $ul abrigam grande riqueza
de espécies de morcego, entretanto possui baixo nimeetabalhos sobre o tema,
embora apresente alto consumo de pesticidas nos Ultirasos (Figura 1). Na Asia, o
consumo de pesticida é alto (Figura 1), mas as pesgaabre o0 tema sdo escassas,

tornando-a uma regido de risco para a contaminacamal@ggos e outros mamiferos.

Tabela 1-Numero de publicagbes sobre bioacimulo ou o impaggdsticidas em
tecidos de morcegos.

_ Ndmero Ano de Guildas alimentares
Continente total de ublicacio _ i i
publicacées p ¢ insetivoro  frugivoro  outros
América d 1964,1968, 1983,
softe 0 8 2007, 2010, 2013, 7
2016
América 4 1976,1994, 1
central 1996,201
América do Sul 5 2010, 2012, 2016 4
Asia 3 2014,2015,2016 3
Africa 5 2014, 2015, 2016 2 3
Europa 14 1980-2016 12
Oceania 2 2006, 2015 1
Total 41 25 8 0

Os morcegos insetivoros sdo considerados mais siveig@os pesticidas, pois
estdo no topo das cadeias troficas. Esses animais aumiiarantrole da populacéo de
insetos, incluindo vetores de doencas como dengubmaigose e malaria e também
de espécies pragas para a agricultura. Dessa f@ssas animais contribuem com a
protecéo contra danos por pragas em plantagbes, oogigerpduzir a utilizacdo de
pesticidas (CLEVELAND et al., 2006; BOYLES et al., 200.OPEZ-HOFFMAN et
al., 2014). Porém, ao se alimentarem de presas (insatt®podes e outros)

contaminadas com pesticidas os morcegos insetivorbaradaioacumulando residuos
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dos mesmos em seus tecidos (GERELL; GERELL LUNDER®931
STAHLSCHMIDT; BRUHL, 2012). Concentracdes de orgdamos como o DDT,
DDE (diclorofeniltricloroetano), dieldrin, endossulfam, linda piretroides,
organofosforados e carbamatos foram registradas eensds tecidos desses animais
(CLARK; KRYNITSKY, 1983; FERNANDEZ et al., 1993; GERE; GERELL
LUNDERG, 1993; KANNAN et al., 2010; EIDELS et al.,, Z)ILILLEY et al., 2013;
STECHERT et al., 2014). Os morcegos insetivoros samais estudados (Tabela 1), e
aparentemente acumulam mais pesticidas em relacdo acsgm®icom outros habitos
alimentares. Porém, essas informagdes possivelmenteetndtam a realidade, pois a
maior parte das pesquisas ndo retrata outros guildasratires (Tabelal).
Os morcegos frugivoros sdo grandes dispersores aieenses contribuindo
indiretamente para o reflorestamento e conservagéo lo@stds (ALTRINGHAM
1996). Esses animais também estdo em constante expasigiitaminantes ambientais
(VALDESPINO; SOSA, 2017) (BRINATI et al., 2016), ed&eta quase que exclusiva
de frutas torna-os bons indicadores de presencga eitodgmda contaminagdo de
pesticidas (VALDESPINO; SOSA, 2017). Porém, as pissg sobre o bioacimulo e o
efeito dos pesticidas nos morcegos frugivoros aindansatsfatérias (Tabela 1).
Populagbes de morcegos insetivoros vém decaindo lgamas regifes do
mundo, e alguns autores associam essa queda ao bidaalerpesticidas nos tecidos
desses animais (BENNETT; THIES, 2007; DENNIS; GARTRE 2015). Assim
como, na Nova Zelandia e na Espanha, onde morcege®ntrados mortos
apresentavam altas concentracdes de pesticidas no figath carcaca (FERNANDEZ
et al., 1993; DENNIS; GARTRELL, 2015). Entretanto,dainé dificil afirmar que o
declinio nas populagfes esteja associado apenas acifiolo de pesticidas. Isso
porque outros fatores como degradacdo ambientalap#edhabitats, fragmentacdo
florestal e mudancas climéaticas também podem estar ighosl (ALLINSON et al.,
2006; KOHLER; TRIEBSKORN, 2013; PARK, 2015). Dessania, conhecer 0s
efeitos fisiologicos dos pesticidas em morcegos € itapta para a manutencdo das

populacdes desses animais (BAYAT et al., 2014).



1.3 Efeitos do bioacumulo de pesticidas em morcegos

A biotransformacéo € o processo pelo qual as moléculasiaas ingeridas por
um organismo sofrem modificagdo, mediada por enziraasonvertem a molécula
toxica em um metabdlito mais hidrossolivel e maisl flei ser excretado. Esse
processo exige demasiadamente das atividades celelatesentam o metabolismo do
individuo. Apos a biotransformacgdo os compostos podeacbimular nos tecidos e
induzir alterac@es fisiologicas como imunotoxicidagistresse oxidativo, desregulacéo
enddcrina e falha reprodutiva em animais silvestreRR(BE 2007).

As maiores concentracdes de pesticidas em morcegostermese no tecido
adiposo, figado e cérebro. Esses animais sdo senaivesduos de pesticidas, onde
podem ser 30 vezes mais sensiveis do que ratos exp(BHORE; MYHILL;
WRIGHT, 1996). Os organoclorados, por exemplo, adamera taxa metabdlica basal
com consequente reducdo das reservas energéticas NBMOEL et al., 1999;
KANNAN et al., 2010; BRINATI et al., 2016). A maiori@os pesticidas sao lipofilicos
assim, o alto consumo das reservas energéticas, phneigta as lipidicas, aumenta a
concentracdo de pesticidas em tecidos mais sensb@i®y o figado e o cerébro
(BOYD; MYHILL, 1988). Além disso, a reducéo das ressrde energia prejudica 0s
processos reprodutivos, em especial das fémeasficaltdi o despertar do torpor
(EIDELS et al., 2013).

A diminuicdo das reservas energéticas também causantumetaxa de
forrageio e deixa o individuo mais suceptivel a preda@@WANEPOEL et al., 1999;
ALLINSON et al., 2006). O forrageio também pode sejuyrticado quando pesticidas
induzem a queda da atividade da acetilcolinesterasecapd@idade do individuo em
realizar a ecolocalizacdo devido a morte de celulasosasv(HSIAO et al., 2016)
(EIDELS et al., 2016). A ecolocalizacdo € importaitig para oS morcegos, torna-os
independentes da luz auxiliando na percepcédo do ambientmgio da detecgcéo de
alvos, direcdo, velocidade de trajetoria, tamanho mdodo alvo (ALTRINGHAM
1996). Com essas habilidades prejudicadas, o amimahvelmente terd dificuldades
para capturar presas, se locomover (voar) e idemtificedadores.

A exposicdo de mamiferos aos pesticidas também causesab patologias
hepéticas. Morcegos frugivoros, quando expostos aadicides organoclorados
endossulfam, organofosforado espinosina e ao bi@tidgida fentiona apresentaram
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histopatologias hepéticas, como vacuolizagdo, neceoapoptose (AMARAL et al.,
2012a, 2012b; OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, podapresentar reducdo da
capacidade antioxidante total hepética (OLIVEIRA et al1720e, dependendo da
gravidade das lesdes hepaticas, levar o animal ao @H#NNIS; GARTRELL, 2015).

Os organoclarados e piretroides induzem descontrole hermMOnNios
relacionados a reproducdo, como a testosterona, por €sses pesticidas séo
considerados desreguladores endocrinos. Porémhénda literatura cientifica efeitos
desses pesticidas sobre a reproducdo de morcegd®msnac fémeas. Encontram-se
trabalhos que enfatizam a transferéncia do orgaramtboDDE e do rodenticida
diafacinone da mée para o filhote, ou a presenceesiduos nos testiculos (THIES;
MCBEE, 1994; THIES; THIES; MCBEE, 1996). Dados cogsses nos mostram que
pesticidas podem bioacumular e biomagnificar na ieanéfica, porém o quanto que
essa transferéncia afeta o desenvolvimento dos filhotda @ desconhecido para esse
grupo animal.

O sistema imune de morcegos também ainda é pouco @amhgdncipalmente
quando se trata de imunotoxicologia. A sindrome da ranidnco € uma doenga que
mata milhdes de morcegos em regides temperadas doomgKANNAN et al (2000),
sugeriram que essa doenca provavelmente esta assaadifitirbios no sistema imune
induzidos por bioacimulo de organoclorado. Até o emim sabe-se que morcegos
insetivoros contaminados com componentes organicos técesentam distlrbios no
sistema imune, pela reducdo da atividade do sistemalemeqto (LILLEY et al.,
2013). Investigacdes em imunotoxicologia sdo rekmsmnpois a toxicidade dos
pesticidas leva a imunossupressao e torna o individie susceptivel a infec¢des por
organismos patogénicos (AFONSO et al., 2016).

As alteracdes fisiologicas induzidas por pesticigaarh ao desequilibrio na sua
homeostase e pode prejudicar a sobrevivéncia doseniConsequentemente, podem
ocasionar alteracdes no metabolismo, na taxa de &oratp capacidade antioxidante e
na resposta a algum patégeno. Os morcegos sdo sersrgi®sicdo de pesticidas e
sugere-se que esses animais possam ser modelo pgamnps de avaliagdo de risco
para pesticidas (STAHLSCHMIDT; BRUHL, 2012). Entretanéinda encontram-se
grandes lacunas na literatura sobre o tema e, dents lesunas destacam-se os efeitos
sobre a reproducédo de machos e fémeas, sobre maisteine, e sobre a capacidade

antioxidante.



Além disso, os efeitos da exposicdo a pesticidasmade diferenciados entre
morcegos e outros mamiferos, como os roedores. tHspIg Morcegos possuem alta
taxa metabdlica, baixa producdo de espécies reativasxid@nio por oxigénio
consumido e alta capacidade antioxidante. Outro faterpgde diferenciar as respostas
fisiologicas desse grupo € a sua habilidade de cantsslu metabolismo através da
heterotermia (EIDELS et al., 2016). Essa habilidadeeterdéio grupo a capacidade de
retardar a sua morte em estudos de toxicidade empmaizo, diferindo das respostas de
peixes e ratos. Entretanto, também faz com que os resiaixioos persistam por mais
tempo no organimo, originando mais danos nos tecidoeree direta (EIDELS et al.,
2016). Dessa forma, € importante que as pesquisas a@rotoxicologia em morcegos
aumentem em numero e abrangéncia territorial. Poe gmssguisas poderemos
construir metas em prol da conservagdo do grupo reseqgoentemente, auxiliar na

reducéo da utilizacdo de pesticidas.

1.4 Pesticida Deltametrina

Os piretroides sdo anélogos sintéticos de piretrinasstéubias inseticidas
obtidas a partir das flores de uma espécie de -crisantédhrysanthemum
cinerariaefoliun). Piretroides surgiram na década de 70 e foramaersios pesticidas
de baixa toxicidade, sendo utilizados como alternativa sao dos inseticidas mais
toxicos, como o0s organoclorados. Os principais piret®idsdo: cipermetrina,
deltametrina, aletrina, cialotrina, bifentrina e permat(S8ANTOS; AREAS; REYES,
2007).

Dentre os principais pesticidas piretroides a deltanget(DTM) (Figura 3) €
considerada a mais toxica para vertebrados (ZHU e2Gi14; JABEEN et al., 2015).
Esse inseticida é comumente utilizado na agricultura (csaltt® péssegos, sorgo,
abacaxi, café, eucalipto e assim por diante) e ndralende vetores de doengas
(SANTOS; AREAS; REYES, 2007). ADTM também é aplicada bovinos e cavalos
para o controle de carrapatos. A aplicac@o ocorreéstida pulverizagdo ou imersdo e a
dose aplicada é determinada de acordo com o objetivocultivos de frutas, por
exemplo, as doses podem variar de 30 a 400 mg/Heddgua (ANVISA-Brasil 2003).
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Figura 3Férmula quimica do pesticida Deltametri@H1sBroNOs).

Residuos de DTM e outros piretroides sdo comumertengados em aguas
superficiais, no solo e em peixes (OSTI et al., 2007;IESARI et al., 2013). Esses
residuos normalmente estdo acima do limite maximo fidanpela organizacéo
mundial de salude (ERNST et al, 2001; SCHIESARI et 2013). Uma vez no
ambiente, os piretroides, que possuem caracteristicafilidi@s, sdo rapidamente
absorvidos através do trato gastrointestinal e respmatdds animais ndo alvos. As
moléculas do inseticida atravessam os enterdcitos ampgsara a circulagcdo entero-
hepética por difusdo. No figado ocorre a biotransformgg# meio de reagbes de
hidrolise da ligagéo éster, seguida por diversas reagbsistema enzimatico citocromo
P450 e reacdes de conjugacéo, por fim seus ressdoosliminados nas fezes (KIM et
al., 2008; ZHU et al., 2014). A DTM atua no GABA adoduear os canais de calcio
provocando hiper-excitabilidade. Além disso, o inseticidazrum aumento na duragéo
do potencial de agcao nos musculos cardiacos, prolongamdtrada de ions Naa
célula (SANTOS; AREAS; REYES, 2007; ZHU et al., 2014 a uma reducgéo da
atividade motora (STARR et al., 2015).

O bioacumulo dos piretroide, como a DTM, ocorrefgmencialmente nos
musculos esqueléticos, tecido adiposo, cérebro e lxdbb €t al., 2008; ZHU et al.,
2014). O processo de biotransformagéo e consequieeimulo é considerado tdxico
e leva a diversas injarias. Em mamiferos, por exempl®TM tem uma dose letal
(LD50) em ratos que pode variar de 50 a 500 mg/kKagrea propriedade lipofilica que
facilita a alta absorcéo pelo trato gastrointestinal pinaério, atingindo o sistema
nervoso central e periférico (SANTOS; AREAS; REYE®)7; ZHU et al., 2014).

Peixes, ratos e camundongos quando expostos a daigas bu subletais da
DTM apresentam estresse oxidativo. O estresse oxidatieo désequilibrio entre
antioxidantes e espécies reativas que pode levar a dasolpidios, proteinas e ao
DNA (AGRAWAL; SHARMA, 2010). DTM e muitos outros pestigs induzem o
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aumento da geracdo de espécies reativas de oxigéDiB) (R espécies de nitrogénio
(RNS) em diversos 6gaos (KARAMI-MOHAJERI; ABDOLLAHRO011). Para evitar
danos oxidativos causados por ROS e RNS, as célatssi@m sistemas enzimaticos
(superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutat®ti@nsferase (GST) e ndo
enzimaticos d¢-tocoferol, acido ascorbico, carotendides e glutajiqitermes-Lima
2004). As oscilagbes nesses sistemas de defesa idauiex sdo usadas como
ferramenta para avaliar os efeitos de xenobioticosrganismos néo alvos.

A DTM também pode causar distirbios no metabolismo abodratos,
reducdo da atividade da acetilcolinesterase, aumentdralaaminases hepéticas no
plasma, e apoptose no figado e rim. Além disso, insads podem apresentar diversas
histopatologias no figado, rins, intestino e imunossgde (VELMURUGAN et al.,
2007; ISSAM et al., 2012; BHUSHAN; SAXENA; SAXENA, 28).

A contaminacdo ambiental por pesticidas piretroides tamb@nsitky associada
a disturbios na reproducdo animal e humana (AHMAD; KHACHAN, 2011). O
inseticida DTM pode reduzir o tamanho dos testiculos ® \@siculas seminais
(AHMAD; KHAN; KHAN, 2011) e, induzir a formacdo despécies reativas no 6rgéo,
principalmente através da producéo excessiva de G@itdoo (NO). O Oxido nitrico
tem papel na regulacdo de diversas fun¢des fisi@éginclusive no sistema enddcrino.
Esse radical atua sobre a espermatogénese, participdadanaturagdo dos
espermatozoides e na conservacdo das células gevasn&L-GOHARY et al., 1999;
LUE et al.,, 2003; AITKEN; ROMAN, 2008). Entdo, um des#iprio nas
concentracdes de NO testiculares, propiciada por xetmds6 pode ocasionar
apoptose, reducdo da qualidade e motilidade espermeé&tiaesregulacdo da sintese de
testosterona (EL-GOHARY et al., 1999; LUE et al., 20@@ysim, piretroides também
sdo considerados disruptores enddcrinos como @nactprados (AHMAD; KHAN;
KHAN, 2011; JIN et al., 2011; ISMAIL; MOHAMED, 2012).
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

Avaliar a toxicidade aguda da formulagdo comercial ideeticida piretroide

deltametrina em morcegos frugivoros, da espétibeus lituratus

2.2- Objetivos especificos

e Mensurar os niveis plasméaticos de proteinas totais,mghce das transaminases
Alanina e Aspartato aminotransferases (Artigo 1).

e Avaliar os efeitos do inseticida deltametrina sobre eservas de energia
(glicogénio, proteinas totais e lipidios) (Artigo 1).

e Avaliar a capacidade antioxidante do figado, misculorzgie testiculos (Artigo 1
e 3).

e Avaliar a producao de espécies reativas no musculaledtdigado (Artigo 1 e 3).

e Avaliar os danos oxidativos causados pela deltametonfégado, musculo peitoral
e testiculogArtigo 1 e 3).

e Avaliar o impacto da exposicdo aguda ao inseticidatrpice deltametrina na
resposta imunolégica inata (Artigo 2).

¢ Avaliar os efeitos do inseticida deltametrina sobre altesbistologicas do figado,

rim, intestino e testiculos (Artigo 2 e 3).
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ARTIGO 1

Exposure to deltamethrin induces oxidative stressral decreases of
energy reserve in tissues of the Neotropical fruiéating batArtibeus
lituratus

Artigo submetido a revistacotoxicology and Environmental Safety
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Exposure to deltamethrin induces oxidative stress andedreases of energy reserve

in tissues of the Neotropical fruit-eating batArtibeus lituratus

Abstract

Deltamethrin (DTM) is a synthetic pyrethroid inseat&ihighly used by farmers and
home users. This pesticide has lipophilic properties #wlithte a high absorption and
can cause toxicity in non-target organisms. During foagihe fruit-eating bats
Artibeus lituratusare exposed to pesticides. However, the knowledgkeofoxicity of
pesticides on the physiology of bats is relatively scarbes study aimed to check the
toxicity of short-term exposure to low concentration@®FM on fruit-eating batA.
lituratus. After seven days of exposure to two doses of DONMZ and 0.04 mg/kg of
papaya), the fruit bats showed an increase in the enagpartate aminotransferase,
alanine aminotransferase, and hyperglycemia. The éwadrpectoral muscle presented
oxidative stress. In the liver, the hydrogen peroxidgogiiand nitric oxide (NO) were
increased as well as the antioxidant glutathione (GSld)attivity of glutathione S-
transferase (GST), superoxide dismutase (SOD) andasatdCAT) but in a lesser
extent. Yet, total lipids were increased while hepatic gigcocontent is reduced. The
pectoral muscle showed NO, SOD, CAT, malondialdehyDA), and carbonyl
increased protein levels in both concentrations of DTN th&se results show that low
doses of DTM can cause hepatic and muscular toxicity iaddce changes in
carbohydrate metabolism. Physiological changes dabgeexposure to DTM in bats
may have direct consequences in flight capacity, rejptozh, and metabolism of these

animals.

Keywords: Neotropical bat; ecotoxicology; pyrethroid; reactiveygen species;

hepatotoxicity; hyperglycemia.
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1. Introduction

In countries where agriculture is the main source odnme the rate of consumption of
pesticides is alarming. Many farmers apply pesticiddsaniminately using dose and
frequency beyond those recommended (Albuquerquie €046; Schiesari et al., 2013).
Currently, one of the classes of pesticide commosgéduare the synthetic pyrethroids.
The main insecticides of this class are allethrin,ribifen, cyhalothrin, cypermethrin,

deltamethrin, and permethrin.

Deltamethrin (DTM) is a synthetic type Il pyrethroid ioBeide that has a wide

application in the home use to control flies, cockroached ants. It is also applied in
cattle and horses to control ticks, and in several crppaches, sorghum, pineapple,
coffee, and eucalyptus) to eliminate leaf strippers. dp@lication consists of spraying
and soaking. The applied dose is determined accordiriget@oal, such as in crop

growing the doses may range from 30- 400 mg/100 LatéxBrazil-ANVISA 2003).

In mammals (non-target organisms), the DTM has a mdditaal dose (LD50) in rats
ranged from 50 to 500 mg/Kg and has the lipophilic prigp¢hat facilitates high
absorption by the gastrointestinal and respiratory tracthieg the central and
peripheral nervous system (Santos et al., 2007; Zhw, @044). Currently, it is known
that metabolites accumulate in the liver, adipose tissue, biwaoh, and muscles (Kim
et al. 2008; Zhu et al. 2014), and main route of eltiam is through feces (Santos et
al. 2007). The DTM acts on GABA by blocking the caini channels and causes
hyperpolarization. In addition, DTM induces an inceeas the duration of the action
potential in cardiac muscles, prolonging the entry of ias into the cell (Santos et al.
2007; Zhu et al. 2014) and leading to a decrea#igeimotor activity (Starr et al. 2015).

Moreover, several studies in rats and mice descrimdtib commercial formulation of
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DTM can cause genotoxic effects in mammals. Also, ic@luce increased liver
enzymes Alanine aminotransferase (ALT) and Aspartatéincaransferase (AST)
(Chauhan et al., 2007), nephrotoxicity, hepatotoxiciyd oxidative stress (Valentine

1990; El-Demerdash 2011; Abdel-Daim et al. 2013; Banst al. 2013).

The oxidative stress is the imbalance between antioxidaatseactive species causing
damage to lipids, proteins, and DNA at a cellular lgyarawal & Sharma 2010).
DTM and many other pesticides in non-target organisnve heen attributed to the
increased generation of reactive species of oxygen JR@®bspecies of nitrogen (RNS)
(Karami-Mohajeri and Abdollahi 2011). To avoid oxida damage caused by ROS and
RNS the cells have enzymatic (superoxide dismutase (SCédalase (CAT) and
glutathione S-transferase (GST) and non-enzymatic (ghecol, ascorbic acid,
carotenoids and glutathione) systems (Hermes-Lima 200#9. oscillations in this
antioxidative defense system could be used as a teviloate the effects of pesticides

in tissues non-target organisms like bats (Hermes-Lima)2004

The exposure of bats to pesticides occurs durinagiog when these animals feed on
contaminated leaves, insects or fruits (Stahlschmidtl.et2817). After ingestion,
pesticide residues present in their food can accuminéatee tissues of bats and cause
toxicity (Oliveira et al 2017). Previous studies froor taboratory showed decreased in
enzymatic defense systems in the livers of fruit-gabats that have been exposed to
environmentally relevant concentrations of the insecti@ddosulfan (Oliveira et al
2017). Moreover, organophosphates and/or organock®im bats lead to changes in
the energy reserves (Amaral et al., 2012; Amaral .et28l12; Brinati et al., 2016),
increase the basal metabolic rate (Swanepoel et ab,),188topathologies (Amaral et

al., 2012; Oliveira et al., 2017), and affect the immsystem (Lilley et al., 2013).
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The physiological changes caused by pesticides in batsnpair the bat's reproductive
success, hibernation, and longevity (Allinson et alQ&Mennis and Gartrell, 2015;
Fernandez et al.,, 1993; Kannan et al., 2010; Swanegtoal., 1999). Furthermore,
several studies emphasize the relationship betweposare to pesticides and their
population decrease (Gerell & Gerell Lunderg 1993;r®pael et al. 1999; Bennett &
Thies 2007). However, the toxicity of pesticides omphysiology of bats is still scarce,
especially in fruit bats. Fruit bats disperse seeds afthgte plants, contributing to
reforestation and conservation of tropical forests,eegfly the fruit-eating bats
Artibeus lituratus(Olfers, 1818) (Phyllostomidae family). This speciesspnts large
size, wide distribution, and abundance in Latin America @odupies several
ecosystems, including urban areas. Therefore, oumaimto check if deltamethrin, a
pyrethroid insecticide, could cause alterations inclionical biomarkers in serum,
oxidative stress markers and energy reserves changesliwer and pectoral muscle of

the fruit-eating baA. lituratus

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

The pyrethroid insecticide deltamethrin (DTM) (Bayero@Science, Rio Grande do
Sul, Brazil), was obtained from the local specializethiter. All other reagents were
purchased from company Sigma Aldrich (St. Louis, MissoUS) and Merck

(Darmstadt, Germany).

2.2. Bats
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Adult male bats (n = 23)A( lituratug were captured with mist nets around tiaenpus

of University of Vigosa (UFV) (20° 45S and 42° 52’ W) (Vigosa, MG, Brazil). All
animals were identified according to the identificatiory k& Brazilian bats (Vizzotto
and Taddei 1973), weighed, and kept in individual stages (45 x 22 cm). Cages were
placed in a bat house located under trees at the Jod@iboology Museum of UFV.
Bats were fed with papay&#érica papaya and water. Papayas were used because fruit
bats easily accept this diet in captivity. All proceduredgpmed in this studyvere
submitted and approvdaly the Animal Ethics Committee of the Federal Uniigref
Vigosa (registration n® 45/2014) and Brazilian Govemim&ISBIO, registration n°

30904-3).

2.3. Experimental design

The bats were divided into three groupssed on DTM dietary exposure. The group
0.02 mg DTM /Kg of papaya (DTM 0.02, n=8), 0.04 m@ND /Kg of papaya (DTM

0.04, n=8), and the Control group (Ct, n=7) that watsexposed to DMT.

The DTM was diluted with water and the solution wasagped homogeneously
throughout the peel side. The treated fruits were dividéhalf (~150 g) and offered to
the animals with the peel side up. The fruit was offeredyenight (18:00 h) and water
was availablead libitum. Food consumption was monitored daily by placing a kmow
amount of fruit (~150 g) in each cage; leftovers werected and weighed each

morning (08:00 h).

After seven days of exposure, the bats were weighedeatithnized. The blood was
collected and the liver and pectoral muscles were remhoweighed and immediately

stored at-80°C until the biochemical analyses were carried ou
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2.4. Deltamethrin concentration in fruits

Deltamethrin concentration in papaya was quantified bysrapectrometry. Samples of
papaya (1 crf) were homogenized in acetonitrile (LC/MS-grade) andusnghosphate
buffer 0.1 mol/L (pH 7.0) (1:1 v/v). The homogenatesravcentrifuged at 15,000 g for
5 min and 10pL of the supernatant was applied in atgphdrupole mass spectrometer
(Triple Quad LC/MS Agilent Technologies- 6430). Theluoon used was Agilent
Eclipse Plus, RRHD, 1.8 um, 2.1x 50 mm. The solvemtas acetonitrile and solvent B
was Ammonium hydroxide 5 mmol/L. The acquisition tim&s 5 min in linear gradient
reaching 100% of solvent A in 2.94 min. The conceiunabf the DTM from papaya
was calculated using the standard curve with knownesdrations of DTM (Sigma,

98%). Each sample was analyzed in duplicate and sudtsevere expressed in mg/Kg.
2.5. Biochemical biomarkers in serum

The blood (~3.5 mL) from bats was centrifuged at 1,§G0r 15 min. The serum was
separated and aliquots of 0.5 ml were stored at -8AfiCtloe determination of glucose,
total protein, aspartate aminotransferase (AST) andnalaaminotransferase (ALT).
The glucose and total protein were measured through sgrecific Bioclin Kit

(enzymatic colorimetric). AST and ALT were measuneddcordance with Labtest Kit

(enzymatic colorimetric), all following the manufactusanstructions.
Oxidative stress markers
2.6. Tissue sample preparation

Samples of frozen tissues liver (100 mg) and pectonascles (100 mg) fronA.
lituratus were homogenized in 0.2 mol/lL phosphate buffer, 1 Hmo

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pH 7.4 usingoendgenizer (OMNI). The
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homogenates were centrifuged at 15,000 g for 10 mdd@ and the supernatants were
used for analysis of superoxide dismutase (SOD), cata(€AT), glutathione S-
transferase (GST), nitric oxide (NO), hydrogen peatexi{HO.), malondialdehyde
(MDA) and total protein assays. The pellets resultimgenused for analyses of protein

oxidation.

2.7. Nitric oxide production

NO production was quantified by the standard Griess reaction. Briefly, 50 pl of
supernatants described above were incubated with anh wgjueme of Griess reagent
(1% sulfanilamide, 0.1% N-(1-Naphthyl) ethylenediamiard 2.5% HPQy) at room
temperature, for 10 minut¢$sikas 2007) The absorbance was measured at 540 nm in
a microplate scanning spectrophotometer (Multiskan GRermio Scientific). The
conversion of absorbance into micromolar concentratediSO was obtained from a
sodium nitrite (0400 pM) standard curve and expressed as NO concentrations

(umol/L).

2.8. Hydrogen peroxide production

The HO. production was measured in supernatants of homogemdtdissues, as
described above. Briefly, 50 pL of supernatants weombated with 50 pL ofi-
Phenylenediamine dihydrochloride (OPD), and an equiainve of peroxidase type Il
15 mmol/L. The microplate was incubated for 24h aC3After incubated, the reaction
was stopped using S0uL of sulfuric acid (10%). The absorbance was measured at 490

nm in a microplate scanning spectrophotometer (Multisk&). The conversion of
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absorbance into micromolar concentrations e©OHwas calculated from a standard

curve using a known concentration of@4. The results were expresseduasol/L.
2.9. Enzymes activity assays
Superoxide dismutase activity

The activity of SOD was determined by the method basedhe reduction of the
superoxide (&) and hydrogen peroxide, thereby decreasing the add@iton of
pyrogallol, according to (Dieterich et al., 2000). Tkeaction mixture contains 99 of
potassium phosphate bufferfmol/L, pH 7) and 30 uL of sample. The reaction was
started by adding 5L of pyrogallol (100 pmol/L). The reaction mixture was measured
by absorbance at 5#th. SOD activity was calculated as units per milligram of protein,
with one U of SOD defined as the amount that inhibited rate of pyrogallol

autoxidation by 50%.

Catalase activity

Catalase activity (CAT) was determined according tob{A&€984) using KO. as
substrate. Briefly, inl of H2O2 was added to the reaction mixture containingiL®f
sample in 1.@nl of potassium phosphate buffer (50 mmol/L, pH 7.0). After addition, the
reaction mixture was monitored at 24 for 1 min at an interval of 30 s. An extinction
coefficient of ezag= 0.036 mmol/Lx cm was used for calculations. One OhICAT
activity was defined as the amount of enzyme that deosegppone mmol #D. for 1

min. Catalase activity was calculated as U per milligoduprotein.
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Glutathione S-transferase activity

GST activity was measured using the method of (Habigl.et1974). Glutathione S-
transferase activity (GST) was assayed according toughr the formation of
glutathione-conjugated 2,4- dinitrochlorobenzene (CDNBiefg, 1 mmol/L of CDNB

was added to the buffer containing 1 mmol/L of GSH #rel aliquot (10uL) of the
sample to be tested. Upon addition of CDNB, the change wonitored with
absorbance at 340 nm for 60 seconds. The molar agtincoefficient used for CDNB
was €340 = 9.6 mmol/Lx cm. One unit of GST activity was defiresl the amount of
enzyme that catalyzed the formation of one umole of product/min/mL. GST activity

was expressed as U per milligram of protein.

2.10. Determination of reduced glutathione

Reduced glutathione (GSH) levels were evaluated aitwprtb the protocol of
Akerboom and Sies (1981, modified by Welker et all20The liver (100 mg) was
homogenized in 0.5 ml of 10% TCA using a homogen{@INI) and then centrifuged
at 15,000 g for 10 min at 4°C. The supernatantiffl.Pof this homogenate was mixed
with 2.6ml of potassium phosphate buffer (0.2 mol/L, pH 7.0). The reaction was
initiated by the addition of 0l 5, 5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) and the
absorbance was monitored at 4h?2 The concentration of GSH was determined by
using the standard curve of known concentrations di. G3e results were expressed

as nmol of GSH per mg of protein.

2.11. Determination of malondialdehyde
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The extent of lipid peroxidation (LPO) was measuredoading to Buege & Aust
(1978), involving the measurement of total malondialdeh®dDA) which is the major
product of lipid peroxidation. Briefly, 0.2 ml of theupernatant of tissues were
homogenized in 0.4 ml of a solution of trichloroacetmd (15%)/thiobarbituric acid
(0.375%)/hydrochloric acid (0.6%). The total reactiomtaore was kept in boiling water
bath for 40 minutes. After cooling on the ice, butyl almio(0.6 mL) was added, then
the solution was vortexed for 2 minutes and centrifuged. @ominutes at 9,000 g, the
precipitate was removed. The supernatant was usete&sure the absorbance at 535
nm in a microplate scanning spectrophotometer (Multiska&r). The concentration of
MDA was determined by using the standard curve of knoancentrations of 1, 1, 3,

3-tetramethoxypropane (TMPO). The results were expdeas.mol/L per mg protein.

2.12. Protein oxidation

Protein carbonyl content was measured using the jitegihenylhydrazine (DNPH)
procedure (Levine et al., 1994) based on the carbgmyps react with DNPH. The
pellets resulting of the tissue homogenates from preveractions were used for
quantification. Pellets were added to 0.5 ml of sotut@NPH 10 mmol/L diluted in
hydrochloric acid (7%), mixed by vortexed and keptamtm temperature in the dark,
shaking periodically for 30 minutes. Then, 0.5 mia#-cold 10% TCA was added to
each tube, centrifuged (5,000g for 10 min at 4 ° &) #he supernatant was discarded.
The precipitate was washed three times with 1 ml ofl eitetate and ethanol (1:1 v/v).
Finally, 1 ml of sodium dodecyl sulfate (SDS) 6% wadex] the tubes were vortexed
to dissolve the pellet and the supernatant was measuradsbybance at 370 nm. The
results were expressed as nmol per mg of proteindbasethe molar extinction
coefficient ofeszo= 22 mmol/Lx cm.
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2.13. Energy reserves

The concentration of total lipids of the liver tissue @edtoral muscle were performed
by a gravimetric method according to Folch et al. (19B¥igfly, frozen tissue samples
(100 mg) were homogenized in chloroform: methanol 12: After filtration and
separation of the phases by the addition of 4 ml of s#liB86, an aliquot of the extract
(10 ml) was used for determination of total lipids. Tlsults were expressed as g/
100g. Total protein was determined by the Lowry et @51} method using bovine

serum albumin as a standard. The results were exgrassag/ g tissue.

Glycogen percentage in the liver was measured by histalbgections. Liver tissues
were fixed in Karnovsky solution for 24 hours. Afteistlime, the liver tissues were
dehydrated in ethanol, cleared in xylol, and embeddedglycol methacrylate
(Historesin®, Leica, Germany). Sections were obtaineth the aid of a rotary
microtome (Leica, Germany). Sections (3-um) were staimgh Periodic acid-Schiff
(PAS). To avoid repetitive analysis of the same hisioldgarea, sections were
evaluated in semi-series using one in every 10 secfldresslides were visualized with
a 20x2 objective lens and, and images (10 images/ anivead) captured using a light
microscope equipped with a digital camera (Olympus CXB&kyo, Japan). The
morphometric analysis was performed using Image Hs- 4.5 image analysis
software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). Emeount of glycogen was
determined by the percentage of points obtained by trensof a checkered grid of
266 points (2660 points per animal), with numberedhts (line intersections) on

glycogen (Cupertino et al. 2013).

2.14. Statistical analysis
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Data distribution was determined by the Shapiro—Wilk tesigutie program GraphPad
Prism (version 6.0, Graph Pad Software Inc., San @Qi€gA, USA). Results are
expressed as means and standard deviations (meBi). #1% data were submitted to
unifactorial one-way analysis of variance (ANOVA),léeved by Tukey post-hoc test

for multiple comparisons. Statistical significance waatdshed at p < 0.05.

3. Results

3.2. Animalsand hepatic functional markers

The glucose serum increased in the groups DTM 0.020(p£) and DTM 0.04 (p=

0.04) (Fig. 1A) compared to the control groups. Thel fmtatein serum was not altered
in the DTM 0.02 (p= 0.07) and DTM 0.04 (p= 0.12) @ps compared to control (Fig.
1B). ALT enzyme activity increased in the DTM 0.04 @gvgp= 0.026) (Fig. 1C). AST

enzyme activity showed an increase in the DTM 0.02 (0001) and DTM 0.04 (p=

0.002) groups compared to the control groups (Fig. 1D)

No animals exposed to DTM died during the experimenpaia consumption among
groups was not altered during the experiment (TableHbwever, oral exposure to
DTM for 7 days significantly reduced the body mass @gdhe bats exposed to DTM

0.02 (p= 0.005) and DTM 0.04 §0.0001) compared to the control group (Table 1).

Table 1.Consumption of fruits and body weight frofn lituratusexposed daily to DTM.

Treatments
Control DTM 0.02 DTM 0.04
(n=7) (n=8) (n=8)
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Weight (g) pre-exposure 69.43+£591 73.63+11.06 72.28+4.40

Weight (g) post- exposure 68.93+3.44 6891+6.18 64.60+8.76
Papaya consumption (g/ body mass/ day) 2.10+0.18 +10680 1.55+0.17
Weight loss (%)* 0.39+2.67 6.36+3.3% 11.91+3.94

" Different letters indicate significant differences betweergs (p< 0.05).
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Fig. 1. Damage of DTM in the biochemical biomarkersAinlituratus serum. (A)
glucose levels; (B) total protein; (C) AST activity; (D) Alactivity. Ct= Control; 0.02
and 0.04 refer to the two test groups of DTM. Data apgessed as means + SEM.
Different letters indicate significant differences betwesyugs (p< 0.05).

3.3. Oxidative stress evaluation

In the liver, the concentration of nitric oxide (NO) inced in DTM 0.02 (p= 0.012)
and DTM 0.04 group (p= 0.006) compared to contFad.(2A). The concentrations of
NO in the pectoral muscle were increased in animatedegroups DTM 0.02 &
0.013) and DTM 0.04 & 0.018) compared to the control group (Fig. 2A).
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The hydrogen peroxid@H202) levels were higher in the liver of animals treated with
DTM 0.02 (p < 0.001) and DTM 0.04 (p= 0.01) compki@ control animals (Fig. 2B).

Unlike the liver, the KOz levels could not be detected in the pectoral muscleZB)g

SOD activity was increased in the liver and pectoral feustg. 3A) of DTM 0.02 (p=

0.01, p=0.006) and DTM 0.04 (p= 0.003, p= 0.004ugs, respectively. CAT activity
increased in the liver of DTM 0.04 group (p= 0.03) (B8). In the pectoral muscle,
the CAT activity increased in both groups DTM 0.02<(j6.001) and DTM 0.04 (p=
0.001) (Fig. 3B). The GST activity increased only in tierl of group DTM 0.04 (p=

0.01) (Fig. 3C) accompanied by an increased in G8H0(0005) (Fig. 3D). The GST
activity showed no difference in the pectoral musclelsoth DTM 0.02 and DTM 0.04

groups (Fig. 3C).

The concentration of MDA in the liver showed differencgy in the higher dose group
DTM 0.04 (p= 0.048) when compared to control (FighA).4 However, MDA
concentration was increased in the pectoral muscle ofgsottps DTM 0.02 (p= 0.005)
and DTM 0.04 (p= 0.005) compared to the control grffig. 4A). Protein carbonyl
content was not different between DTM 0.02 and DTMI@Boups with respect to the
control group in liver (p > 0.05) (Fig. 4B). Howeverotein carbonyl increased in the
pectoral muscles of both groups DTM 0.02 (p= 0.08) @.04 (p= 0.001) in relation to

the control group (Fig. 4B).

Moreover, there was a positive moderate correlationdmiviDA pectoral muscle and
protein carbonyls (r = 0.6; p= 0.006). A positive ctatien between MDA and protein

total was also found (r = 0.7; p= 0.0004) (Data hotg.
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3.4. Energy reserves

The concentration of liver total lipids increased signifibamt the groups treated with
DTM 0.02 (p= 0.04) and DTM 0.04 (p= 0.04) compatedcontrol group (Fig. 5A)
indicating hepatic steatosis. However, the total lipid eotration of the pectoral
muscle showed no difference between the groups ofadsitreated DTM 0.02 and

DTM 0.04 (Fig. 5A) when compared to control group.

The concentration of total protein in the liver showedsmnificant changes in the

treated groups DTM 0.02 and DTM 0.04 compared to obmfroup (Fig. 5B). But,
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there was a significant increase in the concentration taf pyotein of the pectoral
muscle on both groups DTM 0.02 (p= 0.006) and DT Qp= 0.02) when compared

to the control group (Fig. 5B).

Glycogen percentage in liver decreased in both grotill D.02 (p= 0.024) and DTM

0.04 (p= 0.016) (Fig. 5C). This reduction can be oles®ion photomicrographs (Fig. 5

D-F).

Muscle
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Fig. 5. Effects of pesticide on total lipid (A), totatopein (B), and glycogen liver
percentage (C) oA. lituratusshort-termexposed to DTM. Ct= Control; 0.02, 0.04 refer
to the two test groups. Data are expressed as means Pi@&ent letters indicate
significant differences between grou@s<(0.05). Photomicrographs were stained with
Periodic acid-Schiff to evidenced glycogen. Contro), (@TM 0.02 (D) and DTM 0.04
(E). Black arrows = glycogen deposits.

4. Discussion

This is the first study showing the effect of short-expesNeotropical fruit bats to
deltamethrin (DTM). In this studw. lituratusexposed to fruit contaminated with DTM
showed alterations in the transaminases enzymes, oxidatess in the liver, pectoral

muscle, and changes in energy reserves. These chambeste that DTM is toxic,
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altering the metabolism of carbohydrates and inducindatixe stress in the liver and

pectoral muscle.

The fruit consumption per day between the two exposedpg showed no differences.
This result suggests that bats did not detect the presehdTM in their diet
considering that DTM was detected by mass spectrometiyei fruits offered to bats.
However, bats exposed to DTM presented loss of bodgsnas well as female rats
treated with low doses of DTM for 45 days (Issam et 8122, and insectivorous bats
exposed for 3 days to the organochlorine insecticid#atie (Swanepoel et al. 1999).
The stress responses caused by DTM can induce metdisgrders that lead to a loss
of body mass in the exposed animals (Hill et al. 2016)s T™an influence the
reproductive success and the ability of bats to actatmenergy reserves, inducing

behavioral changes such as increased foraging (Pwehet al. 1999).

Bats orally exposed to DTM showed increased serlumnoge levels and decreased
glycogen percentage in the liver. This occurs due tcstless caused by pesticides in
the liver. The pesticides induce the mobilization of livglycogen through
glycogenolysis leading to hyperglycemia status, like desdrin rats exposed to
cypermethrin, deltamethrin, organophosphorus (OP), anganochlorine (OC)
pesticides (Rehman et al., 2006; Kanbur et al., 20bhGsBan et al., 2013; Arora et al.,

2016).

In the present study, bats also showed an increase WS and ALT enzymes serum
in the groups treated with deltamethrin, indicating liver dgen Transaminases are
intracellular enzymes that exist only in small amounts inrserblevation in the
transaminases plasma concentrations indicates the utilizati@mino acids for the

oxidation or for glycogenesis (Youself et al. 2006)eTicrease of the enzymes in the
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blood can indicate damage like necrosis caused by xatiesbin the liver, muscle,
kidney, and lung corresponding to the stress levelf@treated animals. Thus, these
enzymes are being considered as biomarkers ofitpxiedication of even minor
cellular damage (Naveed et al. 2011). The increaseei8T enzymes could also be
attributed to the harmful effect of DTM on muscle fibemnieane that leads to pectoral
muscle dysfunction. These results are consistent twgHiterature (Abdel-Daim et al.,
2013; Bhushan et al., 2013; Arora et al., 2016) aad indicate the toxic potential of

DTM in liver and muscle.

Exposure to pesticides can induce changes in the grodwf reactive oxygen species
(ROS), such as the superoxide radicat)@nd hydrogen peroxide £8-), and reactive
nitrogen species (RNS) (Limon-Pacheco and Gonsebatt).2008 liver and pectoral
muscles of bats exposed to DTM showed an increaskeimitric oxide (NO) level
similar to rats exposed to pyrethroids cypermethow; tose of deltamethrin, and OP
amitraz (Arora et al., 2016; Kanbur et al., 2016 hén nitric oxide (NO) reacts with
superoxide radical (£ lead to the production of intra- and extracellular gegndrite
(ONOOH). The peroxynitrite in the presence of hydrogen ion geeld hydroxyl
radicals (HO), a powerful oxidizing agent that induces damage irouarbiomolecules,
like DNA and proteins (Droge, 2002). Therefore, the iaseel NO suggests that DTM
induces greater synthesis of superoxide radical wiludgimg consequent changes in
antioxidant enzymes and energetic reserves. NO as 3sthesized by immune cells
(monocytes, macrophages, and neutrophils) (Fukusairabh 2002). Thus, the liver and
pectoral muscle may also have increased inflammatiduced by DTM. This process
is defined as a rapid and excessive cell releaseatftive species that may lead to

oxidative stress in bats (Mittal et al., 2014; Schneebaigal 2013).
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The bats orally exposed to both concentrations of DUM2 and 0.04, had an increase
in the KOz levels in the liver while in the pectoral muscle the levels sdone
difference. HO: is generated by any yielding superoxide radical, agtinipe protein
structures, enzyme inactivation and oxidation of DN#A dipids (Pisoschi and Pop
2015). The liver is the predominant organ for metabol&hkenobiotics, including
pesticides, and the first organ exposed to ingestedstaixia to the portal blood supply
(Clampitt and Hart 1978). The DTM may have acted dhffily in both pectoral muscle
and liver because the liver is the largest detoxificatioga that performs the
biotransformation of DTM. Moreover, the liver defensgstem is more robust and
therefore may exhibit a higher degree of intoxicatiohiclv is reflected substantially in

ROS and antioxidant enzymes.

Antioxidant enzymes such as SOD, CAT, and GST, andemzymatic antioxidant
molecules such as vitamins (ascorbic acid, a-tocopherol), carotenoids and glutathione
are key to maintaining the prooxidant-antioxidant balandetlams maintain the cellular

homeostasis.

SOD and CAT activity are important defense mechanegasnst toxic effects of ROS.
SOD catalyzes the conversion of superoxide radicalydmben peroxide, while CAT
converts hydrogen peroxide into water and oxygen (Br&§02). In the study, the
activity of enzymes SOD and CAT increased in the livelr pectoral muscle. Probably
because DTM process of detoxification induced interedlelar production of NO and

H20:indicating the beginning of the generation of RNS andSRO

Another antioxidant enzyme involved in xenobiotic detioation is the glutathione S-
transferase (GST). The activity GST enzyme increasede liver of the bats with an

increase of reduced glutathione (GSH). The GST playsleain phase Il reactions,
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involved with the biotransformation of molecules, maialgehydes produced in lipid
peroxidation, contributing to the body detoxification bydiag a GSH-group to
xenobiotic or their metabolites. So the molecules becomme water-soluble and thus
can be excreted more easily (Hayes et al., 2004)et@r, GST disrupts production of
lipid peroxidation by reducing hydroperoxides that #vemed by the production of
ROS (Sharma et al., 2004). Thus, increased GST ilivéiremay have been essential to

avoid a significant increase in lipid peroxidation observetieniver.

The low concentration of the insecticide DTM may be theseaof the increase of the
antioxidant enzymes in the bat's tissues evaluated irstilly. Rats and fish exposed
orally to DTM in low doses also showed an increas¢hefantioxidants enzymes in
liver and muscle (Ceyhun et al. 2010; Arora et al. 20IBgse authors observed that
the activities of these enzymes decreased with the seE@aDTM concentrations and
exposure time. The high production of antioxidant enzynre exposed animals
promotes protection against oxidative stress induced by plestiddowever, increasing
antioxidant capacity has a cost and requires diffeseatces of energy. Long exposure
to oxidizing agents, such as DTM, will influence the atéan of oxidative damage,
which will eventually lead to the reduction of the arigant capacity of these animals
(Beaulieu and Costantini 2014), as observed in bap®sed for a long period to

endosulfan and heavy metal (Naidoo et al., 2015; O&wetial., 2017).

In this study, the bats exposed to DTM showed an inereashe byproduct of lipid
peroxidation, the malondialdehyde (MDA), in the pedtonascle. The increase of the
free radical probably induced an oxidative state in the The MDA in the pectoral
muscle can cause cellular damages, like protein dystumand lead to the formation

of aggregates in the bat cells that can accumulatdaandinsoluble fibrils, affecting
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protein function inside the cell (Gongalves et al. 20k6yas observed that groups that
presented increased MDA also increased protein carlaowlytotal protein content in
the pectoral muscle. The MDA molecules cross-link tdnangroups of lipids and
proteins and cause the polymerization of membraneeipsoand formation of Schiff-
bases, which results in dysfunctional proteins, leadintpeoincrease of total proteins
(Droge, 2002; Pisoschi and Pop, 2015). These resuit that the exposure to DTM in
low doses and short- time exposure can cause thafiomof MDA with oxidation of
proteins in the bat pectoral muscles, as confirmeithéygorrelation test of 70%. Similar
changes associated with the amount of protein and MBreviound in fish muscles
exposed to organophosphorus diazinon, methyl paratdma glyphosate (Monteiro et
al., 2006; Oru¢ and Usta, 2007; Sinhorin et al., 20I®)us, the results found in this
study, the increase of NO, the formation of protein @ayband MDA, suggest that the
DTM probably accumulated in the pectoral muscle tissfiebats and generated
oxidative stress. The oxidative stress caused by DTMeipé#ctoral muscle of bats may
induce muscular damage as observed in rats after esptis DTM (Starr et al., 2015).
Damage in pectoral muscle can impair the ability of batfly because the flight is
generated by the contraction of the pectoral muscléstenbiceps brachii (Konow et
al.2017). If the flying ability of bats is altered, them@mals may have difficulty in

foraging and reproductive behaviors, making it difica survive.

Bats have an ability to maintain low levels of oxidative sstréVilhelm Filho et al.
2007; Salmon et al. 2009). In addition, fruit bats iexithe higher concentration of
antioxidants in their fruit diet, which also contributeetathancing their defense system

(Schneeberger et al. 2014). However, our study shotkat despite having the
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potentially more effective antioxidants defense systeuntt, lfirats are susceptible to the

effects of the low doses of the insecticide DTM.

Additionally, data presented in our study suggested tfial bad the same effects that
the OP pesticides and carbamates on the pectoral mudcisofThese pesticides act
increasing the kD, which lead to a decrease of acetylcholinesterase amnttigase in
the concentrations of MDA, total proteins and antioxidamzymes in fish and rats
muscle (Milatovic et al., 2006; Oru¢ and Usta 2007; Karslohajeri and Abdollahi

2011; Karami-Mohajeri et al., 2014).

DTM is considered an energetic stressor becauseajesean increase in the metabolic
rate and a consequent decrease in the reserves dichglgaogen and total proteins.
This event induces increased storage of lipid in liver céfishis study, total lipid
concentrations increased in the liver of bats treated witM.DThe increase in total
lipid concentration in the liver suggests that DTM indulkegatic steatosis and changes
in carbohydrate metabolism like described to other pdesic(Amaral et al. 2012a;
Bhushan et al. 2013; Liang et al. 2013; Oliveira et all720Similar results were
reported in rats and freshwater fish exposed to losesd of pyrethroids (Bhushan et al.,
2013; Sapana Devi and Gupta, 2014). The Aatituratus exposed for 30 days at
commercial doses of OP Fenthion showed an increasealipid in the liver (Amaral

et al., 2012).

Exposure to DTM impairs key enzymes related to amiid catabolism by preventing
liver cells from absorbing effectively amino acids frane blood. Consequently, this
disturbance in energy metabolism induces hepatotoxioiynly steatosis and oxidative

stress, as supported by the results of this study.
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5. Conclusions

This is the first study to check the toxic effects of @gbosure to low doses of DTM
onA. lituratusfruit bats. The present results show that DTM can #lemetabolism of
carbohydrates and induce oxidative stress in the livérpagetoral muscle of bats. For
the first time, we evaluated changes in the pectoral muwddbats and we observed that

this tissue was highly affected by DTM.
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Deltametrina induz histotoxicidade hepatica, inteshal e renal em
morcegos frugivoros
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Deltametrina induz histotoxicidade hepéatica, intestinal e neal em morcegos
frugivoros

RESUMO
Deltametrina (DTM) é um piretroide sintético amplamentéizado no manejo de

diversas culturas devido sua acdo inseticida. No entaggee piretroide pode
contaminar o ambiente e causar danos a salude deisonganndo alvos, como por
exemplo os morcegos frugivoros que entram em contato esse toxico através da
dgua e alimentacdo. Porém a literatura cientifica apgeesstassez de dados que
demonstram a toxicidade dos inseticidas e seus ®fadofisiologia dos morcegos.
Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a exposicdlade curto prazo do morcego
frugivoro @Artibeus lituratu$ a duas concentracbes de DTM (0,02 e 0,04 mg/ kg do
mamao) sobre parametros imunoldgicos e histopatolégminayés de andlises de
proliferacdo celular, atividade bactericida, patologiasstereologia hepatica, renal e
intestinal. O intestino dos animais expostos a ambasentacdes apresentou
histopatologias pronunciadas sendo os infiltrados infiérizes, degeneracdes e necrose
as patologias mais frequentes, além de hiperplasiaéligas caliciformes totais e
produtoras de mucinas acidas e aumento das célwasodpas proximas a regido da
lamina basal. No figado, as altera¢6es mais frequenasfoacuolizacdo, hipertrofia
nuclear, infiltrado inflamatério e esteatose. O figado tambg@resentou aumento no
didmetro nuclear dos hepatdcitos, o que indica maividatle celular. Os rins dos
animais expostos apresentaram infiltrado inflamatériefroesclerose benigna,
vacuolizacdo e necrose. Adicionalmente, a DTM indwireducdo de 6xido nitrico,
diminuiu o didmetro glomerular e aumentou o percentuaglidegénio nos tubulos
proximais. N&o houve alteracdes nos parémetros irdgicols avaliados. Nossos
resultados sugerem que a exposicdo aguda a DTM etasbedbncentragdes, tem o
potencial de induzir histotoxicidade em 6rgédo vitais, cdigado, rim e intestino, de

morcegos frugivoros.

Palavras-chavesArtibeus lituratus Chiroptera, toxicologia, pesticida, piretroide.
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1 INTRODUCAO

Os inseticidas piretroides sdo amplamente utilizadodivideale agropecuéria
em todo o mundo, em substituigdo aos organocloradosg@nofosforados. Esses
inseticidas também s&o extensivamente utilizados em megdépara o controle de
insetos e na saude publica para o controle de veterdsahcas [1]. Porém, residuos de
pesticidas no ambiente podem ser toxicos e causara@es fisiologicas em
organismos ndo alvos, como mamiferos selvagens.

Dentre os principais pesticidas piretroides a deltametdidj é considerado o
mais toxico para vertebrados [5,6]. Os residuos dasséicida e de outros piretroides
sdo encontrados regularmente em amostras de dgussdsedimentos e em diferentes
espécies de peixes. Esses residuos normalmente estd® @g limite maximo
permitido pela organizacdo mundial de saude [4,7]. Uma no ambiente, os
piretroides, que possuem caracteristicas lipofilicas rgdidamente absorvidos através
do trato gastrointestinal e respiratorio, dos animdis alvos. Apds a ingestdo, as
moléculas do inseticida atravessam os enterécitos emgsara a circulacdo entero-
hepética por difusdo. No figado ocorre a biotransfgémaor reacdes de hidrélise da
ligacdo éster, seguida por diversas reacdes no sistezimatico citocromo P450 e
reacdes de conjugacdo. Esse processo pode cabgsacamulagdo dos residuos em
diferentes 6rgdos como o figado e o masculo [5,8].

O bioacumulo dos piretroide, como a DTM, ocorre gmafcialmente nos
musculos esqueléticos, tecido adiposo, cérebro e H&@]. O processo de
biotransformacdo e consequente bioacimulo é coasidetoxico e leva a diversos
danos. Peixes, ratos e camundongos quando expostosesa baixas ou subletais da
DTM apresentam estresse oxidativo, distdrbios no metatmlise carboidratos,
reducdo da atividade da acetilcolinesterase e aumenttrati@aminases hepéticas no
plasma. Além disso, os animais apresentam diversasphtologias no figado, rins,
intestino e também supressdo da imunidade inata [9-11].

Através do forrageio os morcegos podem ser expostss rasiduos de
pesticidas, e quando comparados com outros mamifesds considerados
potencialmente mais sensiveis a pesticidas [12]. Assim @upo pode apresentar

alteracdes fisioldégicas apds exposicdo a pesticidas assima peixes e camundongos,
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sendo a reducao da capacidade antioxidante [17,1Bjileigho da resposta imune inata
[19] exemplos da toxicidade de inseticidas para egos frugivoros.

O morcego frugivordArtibeus lituratusé uma espécie abundante na América
latina e tem importante papel na dispersdo de seméntando essa espécie foi exposta
a diferentes inseticidas (endossulfam, espinosina ®f@jtapresentou histopatologias
hepéticas, como vacuolizagdo e necrose [18,20,218ra&lbes fisiologicas acarretam
perda de homeostase pois compromete 0 processo utpoocha taxa de forrageio, na
capacidade de resposta a algum patégeno [22,23].

Apesar da importancia ecoldgica dos morcegos frugiv@ioda sdo escassos
[18,20,21] os estudos que avaliam os impactos doddigset sobre a histopatologia
nesses animais. Portanto, o objetivo desse estudavédiar os efeitos de baixas
concentracdes da formulagcdo comercial do inseticidel Bdbre a resposta imune inata

e histopatologias do intestino, figado e rim do mordaggivoroA. lituratus.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Quimico

O inseticida piretroide deltametrina (DTM) (formulag&o:S)[( -ciano-d-
fenoxibenzil- (1R, 3R) -e- (2, 2dibromovinil) -2,2raketilciclo-propano-1-carboxilato],
fabricado pela empresa Bayer Crop Science Ltda@Rémde do Sul, Brasil), foi obtido

em loja comercial especializada.

2.2 Animais
Foram capturados morcegos machos adultos (n = 1&gpkcieA. lituratus

com redes de neblina na Mata do Paraiso da UniveesiBaderal de Vigosa (UFV)
(20° 45 'S e 42 ° 52'W), na cidade deVigosa, estiedblinas Gerais, Brasil). Todos os
animais foram identificados de acordo com a chava mntificagdo de morcegos
brasileiros, pesados e mantidos em gaiolas de aisadindis (45 x 22 cm) em ciclos de
temperatura e luz natural. As gaiolas foram colocadasiorcegario cercado por lona
situada abaixo das &rvores no quintal do museu de @aploa UFV. Todos os
procedimentos realizados no presente estudo foramaafre\pela Comisséo de Etica
Animal da Universidade Federal de Vigosa (Processet542014) e do Governo
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Brasileiro (SISBIO, Processo n° 30904-3), bem comar@érios internacionais para o

cuidado e uso de animais.

2.3 Design experimental

Apos captura, os animais foram mantidos por quatro ehascativeiro para
adaptacdo, antes de iniciar o experimento. Nesse monosnt@nimais receberam
mamao Carica papayae aguaad libitum.Apos a fase de adaptacédo os animais foram
divididos em trés grupos experimentais: 1- 0,0 (@d&tn = 6); 2- 0,02 mg de DTM /
kg de mamé&o (DTM 0.02 n = 6); e 3- 0,04 mg de Dkiylde mamé&o (DTM 0.04 n=4).
A exposicdo a DTM foi feita por um periodo de sete dizs.mamdes foram usados
porque os morcegos frugivoros aceitam facilmente esta ein cativeiro [20].

O inseticida foi diluido em &gua e subsequentementieutos foram lavados e
a solucao foi pulverizada diariamente (2 ml) de fohmenogénea em toda a casca da
fruta. Os frutos tratados foram mantidos suspensos dpierde modificado de modo
qgue ndo entrassem em contato com qualquer superficigogeeia perder a camada do
pesticida. A concentragdo real do pesticida nas fridasnensurada em amostras
contendo casca e polpa através do espectrometro skamglo quadrupolo (Triple
Quad LC / MS Agilent Technologies-6430). As analiggesentaram as concentragbes
descritas acimal@dos ndo mostrados- capitulp 1

Ap6s a camada de DTM secar, as frutas foram ofagdcds animais com a
casca voltada para cima, de modo que durante a ingestéworcegos estariam em
contato direto com o inseticida. O fruto foi oferecedoada noite em torno 18:00 horas,
e agua foi disponiveiad libitum O consumo alimentar foi monitorado diariamente
colocando uma quantidade conhecida (150 mg) da &miacada gaiola. As sobras
foram coletadas e pesadas todas as manhas as 08h00.

Apos os sete dias de exposi¢do, os morcegos foraate e eutanasiados com
deslocamento cervical seguido de decapitagcdo. O plfzsroaletado e o figado, rins e
intestino foram removidos e pesados para analises ljgtasdposteriores, o bago foi

retirado para o teste de proliferacéo celular
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2.4 indice hepatossomatico

O figado de cada morcego foi dissecado e pesado kamchaligital com trés
casas decimais (peso Umido para 0,001 g). O irfiBpatossomatico foi calculado
como uma porcentagem do peso do 6rgdo em relac@esao corporal total de cada

individuo (peso do 6rgéo / peso corporal total x)100

2.5 Analises histologicas do intestino, figado e rins

Fragmentos dos 6rgdos (figado, rins e intestino) fofisados em solucéo

fixadora Karnovsky e incluidos em glicol metacrilato (Hiegin®, Leica, Alemanha).
Foram realizados cortes semisseriados de 3 um de espessura, com intervalo de 30 um.
Os cortes foram obtidos com o auxilio de microtontatien (Leica, Alemanha). As
seccdes de figado e rins foram coradas com hematogili@asina. Os rins também
foram submetidos a coloracdo de &cido periddico-SCRAS) para deteccdo de
glicogénio.

As secgbes do intestino foram submetidas a analiseghistica utilizando
coloragdo com PAS em conjunto com alcian blue (AB)rapdeteccdo de
mucopolissacarideos &cidos e neutros. Além disso,soséec8es do intestino foram
coradas com corante fluorescente acridine orange (0,@2% iodeto de propideo
(1%). O acridine orange € um corante que marcaalivas e mortas, enquanto que o
iodeto de propideo marca apenas as células querpard integridade da membrana.
As células vivas marcam-se uniformemente em verde enpaer distinguidas das
células apoptoticas, pois essas exibem coloragérelnmlaranja, dependendo do grau
de perda de integridade da membrana devido a dugiaacdo com o iodeto de
propideo. As imagens digitais foram capturadas utifieaiotomicroscopio (EVO Life
Technologies, Carlsbad, Canada) [25].

ApoOs as coloragfes, foram obtidas imagens digitdisirffagens/animal) em
fotomicroscépio (Olympus CX30) para as analises histbjgitas e
histomorfométricas dos tecidos. Todas as andlises histégiaas e histomorfométricas
foram realizadas utilizando o software de andlise deggemalmage Pro-Plus® 4.5
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).
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2.5.1 Andlises Histopatoldgicas

As andlises histopatolégicas semi- quantitativasnioraealizadas através do
histological health indexHHI) [26]. Este método é baseado na severidagddtor de
importancia @) e padrdo de reacOesp) das lesdes nos tecidos. As alteragdes
histopatolégicas analisadas foram distribuidas em ciadodps de reacBes e um fator
de importancia patoldgica entre 1 e 3 [27]. Esses ruBnelassificam as lesbes
reversiveis a irreversiveis. Além disso, foi atribuidoapzada alteragdo, um valor de
severidade variando de 0 a 6 que é baseado nas wagdfs numéricas (porcentagens)

das patologias por animal (Tab. 1).

Tab. 1 Fator de importéncia e severidade patolégisdeddes.

Fator de Classificagao
importancia da Reversivel Moderada Irreversivel
patologia (@) 1 2 3
Valor da severidade
: N&o Alteracoes Alteracéo Alteracéo
Sel\éesg%agi da observada Ievgs modergada grav%
0 lou?2 3ou4 Sou6

Com base nos valores semi- quantitativos de severakxiesdes e nos valores
de importancia pré-determinados foi calculado o indeesalde de cada 6rgaer(d).
Esse indice determina o nivel de alteracéo histol@yidégado, rim e intestino de cada
morcego, através da formulairt = X (Borgalt X ®orgar), ONde brc € 0 indice de 6rgédo
(Iric: para o figado,rlm: paraos rins e |kt para intestino)aorgait € 0 valor de pontuacao
da severidade e worgart € O fator de importancia dentro de um Gnico 6érgaorenorcego
[3,4]. Por fim, foi calculada a média dos valores @@, Irm, linT por grupo
experimental, e em seguida foram enquadradas naifidagdo descrita por [28] e
modificado por [29]. Essa classificagdo descreve oadores inferiores a 10, as
estruturas histolégicas sdo normais com alteracdes; laxadores entre 10-20, as
estruturas sdo normais com alteracdes histologicaemadas; valores entre 21-30, 0
tecido apresenta alteracdes histoldgicas pronunciadagesadcima de 30 o tecido
possui alteracdes histoldgicas severas.

A frequéncia (FQ%) de cada histopatologia foi calculamavés da divisédo do
nimero de vezes que a lesdo foi encontrada por gmpeo nimero total de animais

analisado: FQ% =x(injuria/n total) X 100 onden injuria é o nimero de morcegos com
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lesé@o detectada enaotal ¢ o nimero total de morcego analisado no grupo (Raskovic et
al. 2014).

2.5.2 Andlises histomorfométricas

As analises histomorfométricas do intestino, figado e B morcegos foram
realizadas a partir de 10 fotos por animal capturades l@minas histologicas
confeccionadas. No figado foi mensurado o didmetr80delcleos de hepatdcitos por
animal. No intestino foi mensurado a espessura dadarmuscular, da altura e da
largura das vilosidades. Além disso, foi realizadardagem do namero total de células
caliciformes, e das células caliciformes secretoras denagimistas, neutras e cidas.

A proporgdo de componentes do figado, incluindo o &typa e o nucleo de
hepatdcitos, capilares sinusoidais e infiltrado inflamatéram determinados por meio
de uma grade quadriculada de 266 pontos (2660 pgrapsanimal), com pontos
numerados (interse¢bes de linhas) nos nucleos e astopl dos hepatocitos e nos
capilares sinusoides.

Nos rins foi mensurado o didmetro médio dos glomérudssolhidos
aleatoriamente. A proporcdo de glicogénio nos tubylaximais e distais foram
determinados em 10 seccdes, por animal, aleatoriagésl@ uma grade quadriculada

e contagem de 266 pontos (2660 pontos) coincidente.

2.6 Ensaios Imunoldgicos

2.6.1 Proliferagéo celular de esplendcitos

O bago dos animais foi removido assepticamente. Adaséesplénicas foram
obtidas homogeneizando o baco em meio Dulbecco's MddiEagle's médium
(DMEM) estéril Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado poliriutos a 540
Xg, 0 sobrenadante foi descartado e acrescentoumsed® tampéo de hemacia. Apos 2
minutos em temperatura ambiente a suspenséo foi cgattdunovamente (5 minutos a
540 xg). O sobrenadante foi descartado e o precipitado &pendido com 1 mL de
PBS. Os esplendcitos foram marcados com éster smdatilico de carboxifluoresceina
(CFSE) e cultivados por 24 e 48 horas em presencards@navalina A ou apenas meio

de cultura em estufa de @CEm seguida, a capacidade de proliferagdo celular foi

60



avaliada utilizando o citometro de fluxo (BD FACS) (fgnteoram analisadas dez mil

células por amostra.

2.6.2 Atividade bactericida

Foram avaliados os aspectos solUveis da imunidade at@ees da atividade
bactericidan vitro do plasma dos morcegos contra a bactsiherichia col{24]. As
amostras de plasma foram diluidas (1:20) em meio kieraenriquecido com 3mM de
L-glutamina e 5% de soro fetal bovino. Para cada umamastras diluidas (14pL) foi
adicionado 20 pL de uma suspensadzdeoli (10*). Apos incubagdo de 30 minutos a
37°C, 50 pL da mistura de plasma-bactérias foi espalbm placas de agar (Agar-agar)
e incubadas durante a noite a 37°C. Como controletifizado 14pL do meio apenas
com a suspencao bacteriana (fonte). As unidades forasde colonia foram contadas

e a atividade bactericida foi definida como a porcentagenbattérias mortas por

grupo.

2.7 Producé&o de 6xido nitrico nos rins

Amostras dos rins congeladas (100mg) foram homogahesz em tampéo
fosfato pH 7,4 0,2 M mais 1M EDTA usando um homogemor (OMNI) e depois
centrifugados (13, 8 g por 10 min a 4°C). O sobrentdfoi utilizado para mensurar
nitrito como indicador da sintese de 6xido nitrico (NOgadipda reagdo de Griess (1%
de sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato de naftileno diere 2,5% de acido fosforico).
As leituras das absorbéancias foram realizadas emcesfotometro de varredura de
microplacas (Multiskan GO User Manual, Thermo ScientiRatastie 2 e Finlandia)
(570 nm) e os valores foram expressogn

2.8 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizanglmgrama Graphpad
Prism (versdo 6.0, Graph Pad Software Inc., San i€, EUA). Os resultados
foram avaliados pela anélise de variancia unidireciphlOVA) e as diferencas entre

meédias foram comparadas pelo teste de comparacogglasitieBonferroni Os dados
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foram expressos como média + erro padrdo da mé&RdM). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas’er,05.

3. RESULTADOS

3.1 Analises histopatoldgicas e histomorfométricas do egtino, figado e rins

As estruturas do intestino dos animais do grupo controlerapsesentaram
normais, com baixa frequéncia de patologias. No emtastmorcegos expostos a DTM
0.02 e 0.04 apresentaram alta frequéncia das patologiesolizagdo, degeneracao,
hiperplasia de células caliciformes, necrose e infiltialamatorio (Tabela 2 e Figura
1). As alteracdes histologicas nesse tecido apresentadice de saude do 6rgame)
acima de 20 para os grupos DTM 0.02 e 0.04, queariistopatologias pronunciadas.
Além disso, esse valor foi superié*(0,0001) ao valor do grupo controle (Figura 1-D).

O intestino dos animais do grupo DTM 0.04 também aptasem hiperplasia
de células caliciformes totai®<£ 0,02) (Figura 2-E) e das células secretoras demauci
acida P= 0,02) (Figura 2-F) em relacdo ao controle. O nuntetal de células
caliciformes secretoras de mucinas mistas e neutras fguais entre 0s grupos, assim
como a altura e largura das vilosidades e o comprinsmtcamada muscular (Tabela
3).

As secgOes coradas com acredine orange revelaram igtestino dos morcegos
expostos a DTM 0.02 e 0.04 continham maior evidénaacélulas apoptéticas
comparada ao grupo controle. Resultado evidenciada peesenca de nucleos

apoptoticos (vermelho) (Figura 2).
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Células Caliciformes
(mucinas acidas)

Células Caliciformes totais

Control DTM 0.02 DTM 0.04 Control DTM 0.02 DTM 0.04

Control DTM 0.02 DTM 0.04

Figura 1 Micrografias de seccdes histologicas de intestileA. lituratus controles e
expostos a doses de 0,02 e 0,04 mg de DTM/ Kg de maificontrole; (B) DTM
0,02; (C) DTM 0,04; Coloragéo: acido periddico-ScliffAS) e alcian blue. Escala da
barra= 50pum. Setas= células caliciformes. (D) indicesalele do intestino (t); (E)
Numero total de células caliciformes, (F) Numero total aidulas caliciformes
secretoras de mucinas 4cidas.

Acredine Orange Iodeto de Propideo Sobreposicao

DTM 0.02 Control

DTM 0.04

Figura 2 Seccdes histoldgicas do intestino dos morokglitsiratuscontrole e expostos

a4 0,02 € 0,04 mg de DTM / Kg de mam&o. Coloragdo daptadine orange com iodeto

de propidio para a detecgdo de apoptose. Controlpograntrole. Escala da barra=
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100pum. Células coradas em verde= células vivas. Gékdaadas em vermelho=
células apoptaticas.

O figado dos animais do grupo controle apresentaramtwestrnormal com
alteracdes leves. Ja o figado dos animais dos grupos DD¥ e DTM 0.04
apresentaram alta frequéncia das patologias: vacuidizachipertrofia nuclear dos
hepatdcitos, degeneragdo dos corddes, congestdo es@xpdos vasos sanguineos.
Nesse mesmo tecido os animais expostos a DTM apresaniailtrado inflamatoério e
esteatose (Tabela 2 e Figura 3). O figado do grupiate apresentou indice de salde
(Irc) inferior a 10, considerado normal com alteracdgesle O indice de 6rgdo do
figado (kic) dos grupos DTM 0,02 e 0,04 foram superiores a @ieres P< 0,0001)
que o indice do grupo controle (Figura 3-D). Entretan indice hepatossomatico nao
alterou entre os morcegos do controle (4,03+0,113VI[DT02 (4,09+0,188) e DTM
0.04 (3,76£0,172).

No figado o didmetro nuclear dos hepatdcitos aumeamsuanimais dos grupos
DTM 0.02 e 0.04 R< 0,0001) quando comparado ao controle (Figura 3-F). A
porcentagem de infiltrado inflamat6rio também aumentou npagPTM 0.04 (Figura
3-E). N&@o houve alteracdes na porcentagem de nlclEtmplasma e capilares
sinusodides nos animais dos dois grupos expostos agéoeho controle (Tabela 3).

Os rins dos animais do grupo controle apresentaramtwst normal com
alteracdes leves. Os rins dos morcegos dos gruposstespa DTM 0.02 e 0.04
apresentaram alta frequéncia das patologias: reduddimemlar, vacuolizagéo
citoplasmaética, degeneracao, reducao tubular e higartra¢lear (Tabela 2 e Figura 4).
Assim, o indice de 6rgdo do rimkifl) dos grupos DTM 0.02 e 0.04 foram superiores a
30 e maioresR< 0,0001) que o indice do grupo controle (Figura 4-A). Além disso,
houve aumento da porcentagem de glicogénio no tabalonpail do grupo DTM 0.04
(P= 0,04) quando comparado ao controle (Figura 4-ABporcentagem de glicogénio

no tubulo distal foi semelhante entre os grupos (Tad)ela
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Figura 3- Efeito da DTM sobre o figado @e lituratus Secc¢bes histologicas (A)
controle; (B) DTM 0,02; (C) DTM 0,04. Coloracdo= Hdomlina e Eosina; Escala da
barra= 20um. Linha pontilhada = organizacdo dos hepasoacabeca de seta= nucleo
do hepatdcito, setas pretas= infiltrado inflamatério, &rgestdo e expansdo dos vasos
sanguineos, asteriscos (¥) = esteatose. (D) indieesalide do figado ¢); (E)
Porcentagem de infiltrado inflamatdrio; (F) Diametro nackbos hepatdcitos (um).
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Tabela 1 Frequéncias histopatoldgicas (FQ%) encargrad intestino, figado e rins

deA. lituratusap6s exposicao oral a DTM.

Variaveis Tratamentos
Controle DTM 0.02 DTM 0.04

Intestino
Edema 0,00 0,00 0,00
Necrose 17,67 100,00 100,00
Vacuolizagéo 100,00 100,00 100,00
Degeneragé 0,00 100,00 100,00
Hlp.e.rpIaS|a de células 0.00 100,00 100,00
caliciforme:
Infiltrado inflamatério 100,00 100,00 100,00
Total FQ 40,00+0,6 70,00+ 4,47 84,0045,10
Figado
Infiltrado inflamatério 0,00 33,33 80,00
Vacuolizagéo hepatocelular 100,00 100,00 100,00
Hipertrofia de hepatdcitos 0,00 100,00 100,00
Degeneragéo de corddes 0,00 100,00 100,00
Eesorge_m dos corddes de 75.00 83.33 80.00

epatocitos
Conggstao e expansao dos vasos 0.00 33,33 100,00
sanguineos
Esteatose 75,00 100,00 100,00
Necrose 0,00 83,00 80,00
Total FQ 44,40+0,00 77,80+ 4,97 91,10+3,39
Rim
Reducéo glomerular 33,33 80,00 75,00
Vacuolizag&o citoplasmética 66,67 100,00 100,00
Degeneragéo tubular 66,67 100,00 100,00
Reducéo do tabulo 0,00 40,00 100,00
Infiltrado inflamatoric 0,00 100,00 100,00
Nefroesclerose vascular benic 66,67 80,00 100,00
Necrose tubular 0,00 80,00 100,00
Sangramento tubul: 0,00 40,00 100,00
Total FQ 48,9+1,57 61,3+6,46 71,7+1,29

abMeédias (Médias + EPM) seguidas por letras difereinisam diferenca
significativa do tratamento em relagéo ao controle.
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Tabela 3 Histomorfometria do intestino, figado e rimAdéturatuscontrole e expostos a
DTM durante sete dias.

Variaveis Tratamentos

Controle DTM 0.02 DTM 0.04
Intestino
Altura do vilo (pum) 628,62 + 32,01 620,00 + 15,928 579,23 + 47,39
Largura do vilo (um) 159,62 + 8,72 146,50 + 3,90 134,70 £ 6,92
Espessura da muscular (pm) 121,39 + 5,86 160,45 + 23,72 150,96 + 15,18
Celulas CalClionmes secrelon 4 75+0,78  6,55+0,69 5,8 + 0,58
dcee'frﬁiiﬁzgcr'fgﬂ?fs Secrelora ;171029 2,12 +0,8 3,5+ 0,48
Figado
Nucleo (%) 8,20 + 0,7 7,27 + 0,60 8,81+ 0,66
Citoplasma (%) 73,10 + 2,60 72,0+2,82 70,9+1,88
Capilares (%) 17,8+1,38 18,5+2,73 19,1+2,02
Rim
Diametro Glomerular (um) 0,138 + 0,0635 0,127 + 0,0053 0,115 + 0,006
Glicogénio do tabulo distal (%) 1,290 + 0,199 1,030 + 0,11® 1,300 + 0,280

abMedias (Médias + EPM) seguidas por letras difereingisam diferenca
significativa do tratamento em relagéo ao controle.

3.4 Producéo de 6xido nitrico dos rins
Houve reducéo das concentracdes de NO nos rinsnitosia expostos & DTM

0.04 P= 0,02) comparado ao controle (Figura 4).
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Control

Glicogénio (%)

~ DTM 0.02

DTM 0.04

Control DTM0.02  DTM 0.04

Figura 4 Efeito da DTM sobre os rins ée lituratus. Seccdes histolégicas Controle;
DTM 0,02 mg /Kg maméo; DTM 0,04 mg /Kg mamao.Esciaarra= 20 pm. Cabeca
de seta= infiltrado inflamatorio, G= glomérulo, TD= b distal, TP= tabulo proximal,
setas pretas= glicogénio. (A) indice de satde do rigm)(I (B) porcentagem de
glicogénio presente nos tubulos proximais, (C) Niveisxitboitrico (NO) renais.

3.5 Ensaios imunolégicos

Os morcegos expostos as duas concentracbes de DBMam@sentaram
alteracdes na proliferacédo celular dos esplenécita@s aividade bactericida do plasma
(Figura 5).
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Figura 5 Efeito da deltametrina na atividade de proliferaggalar do bago (A) e
atividade bactericida (porcentagem do numero totalad@nias), (B) de A. lituratus
controle e apds exposi¢cao oral a DTM.

4 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos pela primeira vez o efeiiasticida DTM sobre
o sistema imune e alteracBes teciduais intestinais, bapadi renais em morcegAas
lituratus. Nossos resultados mostraram que baixas concentrdedBIM podem ser
toxicas para o intestino, figado e rim de morcegosvargs, induzindo histopatologias
pronunciadas. Esses resultados sugerem que frutasansoatas com baixas
concentracdes de inseticidas podem promover alterag@®sdorgdos envolvidos no
metabolismo desses animais.

Quando administrada via oral, a DTM é completamentssotida e
rapidamente absorvida pelo sistema gastrointestinal, ondi® sSwma primeira
biotransformacéao [8], que pode causar injurias imesi Nesse estudo, o intestino dos
morcegos expostos a DTM 0.04 apresentou alteracdepdtisi@gicas pronunciadas. O
tecido apresentou areas com degeneracgéao, vacuolizafjfrado inflamatério, necrose
e hiperplasia de células caliciformes. A hiperplasiadddslas caliciformes secretoras
de mucinas acidas foi a mais evidente. Histopatologiastinais e hiperplasia de
células caliciformes também foram descritas em peixg@ostos agudamente ao
piretroide lambda-cyhalothrin [9] e ao organocloradd@diclorofenoxiacético (2,4 D)
[30]. A hiperplasia de células caliciformes € a pimeesposta do intestino para a
presenca de residuos de inseticidas no lumen. Essacalb induz maior secrecéo de

muco, que tem papel de facilitar a excrecdo do insatieiduxiliar na manutencéo da
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integridade das células epiteliais intestinais [31]. O atonele mucinas acidas
provavelmente foi uma resposta adaptativa, que perrdiitgnar os metabdlitos do
agente toxico e proteger as camadas intestinais. A DTMétaném a capacidade de
induzir apoptose utilizando diferentes vias de sinalizd8a@ Assim, mesmo com o
efeito protetor do muco das células caliciformeslamina prépria intestinal dos
morcegos expostos a DTM mostrou maior evidéncia didaséapoptéticas. Dessa
forma, pode-se inferir que as concentragdes DTM testadesram estresse tecidual no
intestino dos morcegos, e induziu morte celular.

Os animais expostos & DTM apresentaram hipertrofizeaudos hepatécitos
dos morcegos. O processo de biotransformacgdo deébiédicos exige maior atividade
celular e consequentemente levam a hipertrofia dadasélOs hepatdcitos também
apresentaram &reas com vacuolizacdo, desordem mamizargo dos corddes dos
hepatdcitos, congestédo e expansdo dos vasos. Além aifigado apresentou esteatose
e aumento de infiltrado inflamatorio. Alteracdes histoldgioas semelhantes foram
descritas para ratos expostos a DTM [10], no morcagdituratus exposto aos
inseticidas espinosina, fentiona e endossulfam [2B2E3m lagartos expostos por
sete dias a baixas doses do piretroide beta-cipermdB#ja A vacuolizacdo dos
hepatdcitos indica que a DTM causou desequilibrio dddei ibnico no tecido [35].
Além disso, a DTM causa distarbios no metabolismo deoddratos que pode levar a
alteracdes na exportagdo de lipidios para o ambientedhti@c Esse evento, induz o
acumulo excessivo de triglicerideos no figado e caussateatose. Adicionalmente, o
inseticida utilizado nesse estudo induziu estresse oxidatdo figado dados néo
mostrados-capitulo)l o que provavelmente gerou as histopatologiasasEaiteracdes
comprometem as fungdes celulares e podem levar aseecreduzindo a saude do
orgao.

A metabolizac@o da deltametrina no figado leva a gfiesahistopatoldgicas e
estresse oxidativo, mas resulta na formagéo de consposis polares, o que facilita
sua excrecgdo pela urina [8]. Entretanto, esses coogpastda podem gerar alteragdes
renais. Os rins dos morcegos expostos a DTM apresantaaior presenca de
infiltrados inflamatoérios e reducdo do didmetro glomeru@s animais expostos a
maior concentracdo do inseticida mostraram nefroesderascular benigna e reducgéo
do nivel de NO. A reducdo do nivel de NO pode serioncipal motivo para a
nefroesclerose que consequentemente pode levar em@ge vasoconstricdo. Essas
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alteracdes podem causar a reducdo do limen dos eamawentar 0 recrutamento de
leucdcitos [35], como constatado pelo acréscimo d#raufos inflamatérios nos rins
dos grupos expostos. Os infiltrados podem liberarcicias e espécies reativas de
oxigénio (ROS) e ocasionar injuria inflamatoria glontesr [35].

Os rins dos morcegos também apresentaram vacuolizaggopse e
destacamento nas células dos tubulos proximais. Aléso,dis tubulos proximais dos
morcegos expostos a maior concentragdo de DTM mastramanento no acumulo de
glicogénio. O acumulo de glicogénio indica o inicio deaudegeneracdo mucdide
tubular. Esses resultados concordam com outros estdmsambém encontraram
evidéncias de nefrotoxicidade em ratos e camundongus®s a deltametrina [36,37],
permintindo concluir que baixas concentracdes de D3&d capazes de induzir
histopatologias severas nos rins dos morcegos fruggvor

Os parédmetros imunoldgicos avaliados, nesse estudoalt&raram entre os
grupos, provavelmente devido ao tempo de exposiddbM. Os efeitos imunotoxicos
causados por pesticidas sdo mais dependentes do tETg@oOsicdo do que da dose
[38]. Assim, sugere-se que a DTM provavelmente ndacdpaz de ativar o sistema
imune dos morcegos ap0s sete dias de exposi¢do. Ettrepesticidas piretroides
induzem estresse oxidativo, que pode levar a suprdss@nunidade inata e adquirida
[38]. Os morcegos desse estudo, apresentaram aungesfatese de espécies reativas
de oxigénio e estresse oxidativo em diferentes tecttbmoé ndo mostrados-capituld 1
e varias histopatologias. Dessa forma, sugere- ® wm prolongado tempo de
exposicdo a DTM pode gerar alteracbes nas respastases inata, conforme ja
observado em morcegos por outros autores [19,38raides no sistema imune podem
tornar os animais mais susceptiveis ao desenvolvimentioelgcas e infeccbes por
organismos patogénicos [40,41].

Os resultados encontrados nesse estudo apontam quesic&yporal aguda a
DTM em baixas concentracdes causa alteragdes teciguznunciadas no intestino,
figado e rins nos morcegos frugivords lituratus Nas doses todos tecidos
apresentaram processos degenerativos e areas comagaftltde células imunes, além
de necrose e apoptose de células do parénquimaidécills histopatologias podem
gerar distarbios no funcionamento dos 6rgaos, ddas animais mais susceptiveis a

alteragbes ambientais e doencas.
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ARTIGO 3

Estresse oxidativo e histopatologias em testiculo dercegos
frugivoros (Artibeus lituratus) expostos a deltametrina

Artigo formatado de acordo com as normas da Relistdoxicology
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Estresse oxidativo e histopatologias em testicul@ anorcego frugivoro

(Artibeus lituratug exposto a deltametrina

Resumo
Deltametrina (DTM) € um inseticida piretroide utilizadoaggicultura e no controle de

vetores de doencgas. Esse inseticida pode alteratancbaredox e induzir estresse
oxidativo testicular, além de inibir a produgdo de téstosa e consequentemente o
nimero de espermatozoides. Por isso, este estudiivobjénvestigar os efeitos da
DTM sobre os testiculos do morcego frugivémibeus lituratus Os morcegos foram
alimentados por sete dias com mamao contaminada doesnt@acdes de DTM (0,02 e
0,04 mg/ kg no mamao). Apds exposicdo, foram medsgraos testiculos dos animais
0s niveis de o6xido nitrico (NO), a atividade das enziematioxidantes superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-treamsfe Além disso, foram
mensurados o0s niveis da peroxidacdo lipidica, das pastetarboniladas e
histopatologias testiculares. Os testiculos dos aniggpaissentaram estresse oxidativo
com o aumento dos niveis de 6xido nitrico, e da atividadeenzimas SOD e catalase
CAT nos dois grupos expostos em relacdo ao contflepitélio germinativo dos
testiculos dos morcegos apresentou células apopt@iacisscamacao celular. Além
disso, na regido tubular foi observado edema, secrnpicnose nuclear, agrupamento
celular, reducdo no didmetro do tubulo e na alturepii@lio seminifero. As células de
Leydig dos animais expostos & maior concentracdo T Bhostraram reducédo do
diametro nuclear indicando atrofia celular. O estress#ativo testicular induzido pela
DTM provavelmente levou a formagéo das histopatolog@secido. Essas alteragdes

mostram o inicio de uma degeneracao que pode afétacionamento do érgéo.

Palavra- chaves:Chiroptera6xido nitrico, reproducéo, piretroide.
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Introducao

Residuos de pesticidas chegam até organismos ndo-abims, humanos e animais
selvagens, através da lixiviagdo, escoamento superfieldporacdo, erosdo e
alimentagdo (Capel et al. 2001, Hamers et al. 2001ye€lduos entdo contaminam o
meio ambiente e muitas vezes bioacumula nos tecidosa@snnédo- alvos, como 0s
morcegos (Kannan et al. 2010; Stechert et al. 2014; BPamad Gartrell 2015; Brinati et
al. 2016; Valdespino and Sosa 2017). A exposicadieacimulo de pesticidas podem
promover danos celulares, como por exemplo, o ss&trexidativo, a desregulagéo
enddcrina e a falha reprodutiva (Berny 2007; Wangl.e2009b; Ahmad et al. 2011,
Kumar et al. 2015).

A deltametrina (DTM) € um inseticida piretroide tipo tllimado na agricultura e no
controle de vetores de doencas (Santos et al. 20@8jdids desse inseticida e de
outros piretroides sdo comumente encontrados em agpasfisiais, no solo e em
peixes (Osti et al. 2007; Schiesari et al. 2013). Emdigdes controladas, animais
expostos a baixas e altas doses da DTM apresentaréopaltidogias, indugéo de
apoptose no figado e rim, e aumento das transamihapéticas no plasma (Ahmad et
al. 2011; Issam et al. 2012; Bhushan et al. 2013). Alisso, a contaminagédo ambiental
por pesticidas piretroides também tem sido associagdlatdos na reproducéo animal
e humana (Ahmad et al. 2011).

O inseticida DTM também pode reduzir o tamanho dosctdss e das vesiculas
seminais (Ahmad et al. 2011) e, induzir a formacdo gécéss reativas de oxigénio
(ROS), principalmente através da producdo excessvaxiio nitrico (NO). O 6xido

nitrico tem papel na regulacdo de diversas funcdesofigcas, inclusive no sistema
endocrino. Esse radical atua sobre a espermatogénese,maturacdo dos
espermatozoides e na conservacao das células gavasn@l-Gohary et al. 1999; Lue
et al. 2003; Aitken and Roman 2008). Ent&o, o desequilitas concentracdes de NO
testiculares, propiciada por xenobibticos pode ocasionapoptose, reducdo da
qualidade e motilidade espermética e a desregulacadneses de testosterona (El-

Gohary et al. 1999; Lue et al. 2003). Por isso, oetpides também s&o considerados
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como disruptores endocrinos, assim os organoclorgdlasad et al. 2011; Jin et al.
2011; Ismail and Mohamed 2012).

O morcego frugivordrtibeus lituratusé uma espécie de grande porte com reproducéo
continua entre as estagdes (Notini et al. 2015). Egszie € abundante e encontra-se
em ambientes preservados ou urbanos em toda a Anteifiita. Entretanto, assim como
outros animais silvestred). lituratus esta em constante contato com pesticidas no
momento do forrageio (Stechert et al. 2014; Dennis Gadrell 2015; Brinati et al.
2016; Valdespino and Sosa 2017). Esses animais sddde@u®s sensiveis a
exposicdo aos pesticidas (Stahlschmidt and Briihl 201@)e os torna susceptiveis ao
estresse oxidativo testicular, e consequentemente desgegiltdese de testosterona.
Apesar da importancia da saude testicular para a reg@odia espécie, ainda nédo foi
reportado na literatura cientifica os efeitos de pidsts sobre os testiculos de morcegos
frugivoros. Por isso, 0 objetivo desse trabalho foi avalg@efeitos da toxicidade da
formulacdo comercial do inseticida DTM em testiculo deraego frugivoroA.

lituratus.

Materiais e Métodos

Reagentes quimicos

O inseticida piretroide deltametrina x810Br.NOz) produzido pela empreddayer

CropScience Ltda (Rio Grande do Sul, Brasil) foi coexdp em loja comercial. A DTM
apresenta composicao quimicamente con®)- [fcyano-d-phenoxybenzyl-R3R)-e-

(2,2dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclo-propane-1-carboxylate]. Todos 0os  outros
reagentes quimicos foram comprados da empresa Sidremi€al Co. (St. Louis,
Missouri, US), Merck (Darmstadt, Alemanha) e LeicaefAinha).

Animais e design experimental

Morcegos machos adultos (n = 17) da esp&ciituratus foram capturados com redes
de neblina na Mata do Paraiso da Universidade Federdicosa (UFV) (20 °45'S e

42 ° 52'W) (Vigosa, MG, Brasil). Todos os animaisafaridentificados com chave para
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identificacdo de morcegos brasileiros, pesados eithoaném gaiolas de ago individuais
(45 x 22 cm) em ciclos de temperatura e luz naturalg#iolas foram colocadas em
uma casa cercada por lona situada abaixo das anomgsintal do museu da zoologia

Jodo Moojen, na UFV.

Apos captura os animais foram mantidos 4 dias emedati para adaptacdo, antes de
iniciar o experimento. Nesse momento 0os animais reasbmamaoCarica papaya e
adguaad libitum. Apos a fase de adaptacdo os animais foram divididogésrgrupos
experimentais: 1- 0,0 (Controle n = 6); 2- 0,02 m@/d€ maméao (DTM 0.02 n = 6); e
3- 0,04 mg / Kg de maméo (DTM 0.04 n=4). A exposigd®TM foi feita por um
periodo de sete dias. Os mamdes foram usados posgqu®rcegos-da-fruta aceitam

facilmente esta dieta em cativeiro (Amaral et al 2012).

A DTM foi ingerida pelos animais apds aspersdo dama sobre a casca do maméo. O
inseticida foi diluido com agua. Subsequentement&utss foram lavados e a solucéo
foi pulverizada diariamente (2 ml), de forma homogéam toda a casca da fruta. Os
frutos tratados foram mantidos suspensos num recipiendficado de modo que eles
ndo entrassem em contato com qualquer superficie erja@anda camada do pesticida.
As concentracgdes utilizadas foram prescritas pelodaite para aplicacdo em culturas

de frutos.

Apos a pulverizagdo da deltametrina nas frutas a ctagéo real do pesticida foi
mensurada (casca e polpa) através do espectréneetnaska triplo quadrupolo (Triple
Quad LC / MS Agilent Technologies-6430). As analiseesgntaram as concentracdes

descritas acimalédos ndo mostrados- ver capitulp 1

Os frutos foram divididos em pedagos e oferecid@asaowmais com o lado da casca
para cima, de modo que durante a ingestdo os moresgg&m em contato direto com
o inseticida. O fruto foi oferecido a cada noite em dofi8:00 horas, e agua foi
disponiveisad libitum O consumo alimentar foi monitorado diariamenteocahdo

uma quantidade conhecida (150 g) da fruta em cadagaislsobras foram coletadas e

pesadas todas as manhés as 08h00.
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Apls sete dias de exposicdo, os morcegos foramd@esa eutanasiados com
deslocamento cervical seguido de decapitagdo. SubstEmente, os testiculos foram

removidos e pesados

Avaliacéo do estresse oxidativo

Preparo das amostras

O testiculo dos morcegds lituratusfoi homogeneizado (OMNI) em tampéo fosfato de
potéssio (pH 7.4) 0.2 M com 1M EDTA e a suspensadrifegada (13,8 g por 10
minutos a 4°C). O sobrenadante resultante foi utiizaaka as analises dos niveis de
oxido nitrico (NO), da atividade das enzimas superogidmutase (SOD), catalase
(CAT), oglutationa S-transferase (GST) e do produto @aoxidacdo lipidica o
Malondialdeido (MDA). As analises foram feitas em espémtidmetro (UV-Mini
1240, Shimadzu) ou leitor de microplacas (Multiska® ®ser Manual, Thermo

Scientific, Ratastie 2 e Finlandia).

Niveis de 6xido nitrico

O nitrito usado como indicador da sintese de NO dévéctado pelo Reativo de Griess.
Desta forma, o sobrenadante das amostras foi adicioaad microplacas com igual
volume do Reativo de Griess (1 % de sulfanilamida e Oyiafit-etileno-diamina em
2,5 % HPQy), incubado e em seguida realizado a determinacé@lmEsbancias em
leitor de microplacas (A = 540nm). O nivel de Oxido nitrico das amostras foi

determinado através da curva padrdo com concentragdlesoidas de nitrito de sédio.

Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da SOD foi mensurada nos testiculos enr ldé&anicroplacasi(= 570nm)
(Dieterich et al. 2000), baseado na capacidade dezimse®m catalisar a reacdo do
superoxido @ e o perdxido de hidrogénio e, assim, diminuir @&oade auto oxidagao
do pirogalol. A atividade da CAT foi mensurada seguAgbi (1984) através da taxa
de queda da absorbancia em 60 segundos do pemiti@rogénio (kO2) (10 mM)
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em tampdo fosfato de potassio 0.2 M (pH 7.0) e honwmpeto de tecido em
espectrofotdmetrode 240nm). Para os calculos foi utilizado o coeficiente de extingéo
molar do peréxido de hidrogéni®@40 = 36 mol L cm’. A atividade da enzima GST
foi mensurada de acordo com Habig et al. (19743avés da formacdo do conjugado
glutationa-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) pelo aumento daosi@cia X= 340 nm)
durante 60 s. O coeficiente de extingdo molar do CDMNRO = 9,6 mM cm? foi

utilizado para os calculos.

Determinacdo do malondialdeido

O contetdo de malondialdeido (MDA) foi estimado confodescrito por Buege &
Aust (1978). O sobrenadante do tecido foi homogedeizam solucdo de &cido
tricloroacético (15%) / acido tiobarbittrico (0,375%) idaccloridrico (0,25 M). A
mistura reacional total foi mantida em banho-maria emigdlmudurante 40 minutos.
Apos refrigeracdo sobre o gelo, adicionou-se albotilico, e agitou fortemente no
vortex durante 2 minutos. O precipitado retirado @ortrifugacéo (10 minutos a 9,0 g),
e a fase superior foi utilizada para medir a absor@aac535 nm em leitor de
microplacas. Os niveis totais de MDA em cada amostranfoleterminados por meio
de curva padréo a partir de concentragdes conhed&ldsl,3,3-tetramethoxypropane
(TMPO).

Oxidacgéo de proteinas

Grupos carbonil nas proteinas foram mensuradas seduavitte et al. (1994). Foram
utilizados os pellets resultantes dos homogeneizados didedepreparados para as
enzimas. Os danos as proteinas foram determinadeadussnos grupos carbonil da
reacdo com DNPH e mensuradas leitor de microplacas (A = 370nm). O total de
proteinas carboniladas (CP) foi calculado baseado Hieoée de extingdo molar de
€370= 22,000 mNt cm'.

Analises histopatoldgicas e histomorfométricas
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Os testiculos foram fixados em solucédo fixadora Kaskgwe incluidos em glicol
metacrilato (Historesin®, Leica, Alemanha). Foram redlizacortes semisseriados de 3
um de espessura, com intervalo de 30 pm. Os cortes foram obtidos com o auxilio de
microtomo rotativo (Leica, Alemanha). As secc¢des defiddos foram coradas com
azul de toluidina. Apdés a coloracdo, foram obtidasgena digitais (10 imagens/
animal) no fotomicroscépio (Olympus CX30) para as iaesl histopatologicas e
histomorfométricas. Todas as analises histopatoldgicasstemorfométricas foram
realizadas utilizando o software de analise de imageagdnPro-Plus® 4.5 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Outras secc¢Oes histolégicas dos testiculos foram cocaaso corante fluorescente
acridine orange (0,02%) com iodeto de propideo (1&g pvaliar a presenca de células
apoptoticas. As imagens digitais (5 imagens/ animal)nfocapturadas através de
fotomicroscépio de fluorencéncia (EVOS Life Technologi€sslsbad, Canada). As
células vivas marcam-se uniformemente em verde e pgdeutistinguidas das células
apoptoticas, pois essas exibem coloracdo amarelgéadependendo do grau de perda
de integridade da membrana, devido & dupla coloregéoo iodeto de propideo (Giri e
Roy 2016).

Analises Histopatologicas

As andlises histopatoldgicas semiquantitativas foranivaglals através doistological
health indexHHI) (Bernet et al. 1999). Esse método é basead®everidaded), fator

de importancia ) e padrédo de reacOes) das lesdes nos tecidos. As alteragdes
histopatoldgicas analisadas foram distribuidas em ciadodps de reacBes e um fator
de importancia patologica entre 1 e 3 (Corbett et abR®Esses nimeros classificam as
lesBes de reversiveis a irreversiveis. Além dissatfibuido, para cada alteracdo, um
valor de severidade variando de 0 a 6 que é baseasl@uantificagbes numéricas

(porcentagens) das patologias por animal (Tab. 1).
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Tabela 1 Fator de Importancia e severidade patol@gisdesdes.

Fator de Classificagao
importancia da Reversivel Moderada Irreversivel
patologia () 1 2 3
Valor da severidade
_ N&o Alteracoes Alteracéo Alteracéo
Severidade da
. observada leves moderada grave
leséo @)
0 lou?2 3ou4d Soub6

Com base nos valores quantitativos de severidade daesles nos valores de
importancia pré-determinados foi calculado o indicesdéde do Orgdo dkc). Esse
indice determina o nivel de alteracé@o histolégica do tést(tttst) de cada morcego,
através da formulardst = X (Borgalt X ®orgal), ONde,aorgait € 0 Valor de pontuacédo da
severidade e worgait € O fator de importancia dentro de um anico 6rgdondenorcego
[3,4]. Por fim, foi calculada a média dos valoreslfi@r por grupo experimental, que
em seguida foram enquadradas nas classificagOesupente descritas por (Zimmerli
et al. 2007) e (Van Dyk and Pletschke 2011). Essssifieacdo descreve que: valores
inferiores a 10, as estruturas histolégicas sdo norouas alteracfes leves; valores
entre 10-20, as estruturas sdo normais com alter&ggietdgicas moderadas; valores
entre 21-30, o tecido apresenta alteragdes histoloégicasumriadas; e valores

superiores a 30 representam alterac¢des histologicesase

A frequéncia (FQ%) de cada histopatologia foi caltalatravés da divisdo do nimero
de vezes que a lesdo foi encontrada por morcego meitero total de animais
analisado: FQ% =x(injuria/n total) X 100 onden injuria é o nimero de morcegos com
lesé@o detectada enaotal ¢ o nimero total de morcego analisado no grupo (Raskovic et
al. 2014).

Andlises histomorfométricas

As andlises histomorfométricas dos testiculos dos mordegas realizadas em 10
fotos por animal. A propor¢cdo de componentes dos tésticincluindo parénquima

tubular (epitélio germinativo, limen, e membrana bagadyénquima intertubular
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(tecido conjuntivo, vasos) foram determinadas por rdeiema grade quadriculada de
266 pontos (2660 pontos por animal), com pontos nunsréntersecdes de linhas). O
didmetro de 30 nucleos aleatérios das células deid.égthbém foram mensurados em

cada animal.

O diametro médio do tabulo seminifero por animal ftineedo a partir da mensuracao,
ao acaso, de 10 seccdes transversais de tubulosifeeas que apresentaram contorno
0 mais circular possivel. Essas medidas, foram esg@sesm pm e ndo levaram em
consideragéo o estadio do ciclo do tubulo seminifere.iesmas sec¢des mensurou-se
a altura do epitélio germinativo, que foi tomada da mamdbbasal até o lamen tubular.
O valor encontrado para a altura do epitélio em calolala representa a média de duas

medidas tomadas de forma diametralmente opostasssggrem pm.

Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizamlograma Graphpad Prism
(versédo 6.0, Graph Pad Software Inc., San Diego,ELM\). Os dados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM) e estatistictaravaliados pela analise de
variancia unidirecional (ANOVA). As diferencas entreédias dos grupos foram
comparadas pelo teste de comparagdes multipld8odéerroni. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas Rim0,05. A analise de correlacdo de
Pearson foi utilizada para examinar possiveis associagilies a enzima superoxido

dismutase e o 6xido nitrico.

Resultados

Estresse oxidativo

Os niveis de NO aumentaram nos testiculos dos moroegagupos DTM 0.02P&
0,013) e DTM 0.04R= 0,0009) em relacéo ao controle (Fig. 1-A). A ativieldds
enzimas SOD e CAT também aumentaram nos dois grupbs@02 < 0,0001; P=
0,019) e DTM 0.04R< 0,0001; P=0,03) (Fig.1- B e C). Adicionalmente, houve uma

correlacéo positivaR< 0,0001; r= 0,93) entre os niveis de NO e os niveaidaade
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de SOD. A atividade da enzima GST nao diferiu entrgrogos (Fig. 1- D), bem como
os niveis de MDA e proteinas carboniladas (Fig. 1- E e F)
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Fig. 1- Efeito da DTM sobre o estresse oxidativo testicularAdelituratus ap6s
exposicao oral(A) oxido nitrico (NO), (B) atividade da superéxidsmiutase (SOD),
(C) atividade da catalase (CAT), (D) atividade da glutati®-transferase (GST), (E)
malondialdeido (MDA), (F) proteinas carboniladas (Prarbenilada). *%Letras
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diferentes indicam diferenga significativ®<( 0,05) do tratamento em relagdo ao

controle.

Andlises histolégicas

Os morcegos expostos a DTM 0.02 e 0.04 mostraramrnezidéncia de células
germinativas apoptoticas, comparada ao grupo contReésultado evidenciado pela
presenca de nlcleos apoptoticos (vermelho e larargaédo) nas fotomicrografias (Fig.

2).

Acredine Orange Iodeto de Propideo Sobreposicao

Ep Ep Ep
L L L

DTM 0.02 Control

DTM 0.04

Fig. 2= Seccdes histologicas dos testiculos dos morcegosstespa deltametrina.
Coloracao dupla, acredine orange com iodeto deigitopara a detec¢édo de apoptose.
Control= grupo controle. Ep= epitélio germinativo. L= LimEscala da barra= 50um.
Células coradas em verde= células vivas. Células asrath amarelo= inicio de

apoptose. Células coradas em vermelho= células Gtast
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Histopatologia e Histomorfometria

Os animais expostos a DTM 0.02 e 0.04 apresentdtarfrequéncia de patologias nos
tibulos seminiferos como: edema, necrose, nucleootion degeneracdo, e
deformacdo das células de Leydig (Tabela 2 e Fig.@3. tibulos seminiferos dos
animais expostos a DTM 0.04 também mostraram maiorrghlseacdo das células

germinativas. Essa desorganizacao foi evidenciadalpetamacéo celular nessa regiéo
(Fig. 3).

A DTM causou diversas histopatologias aumento o indieedédjdo (esr) dos
morcegos dos grupos DTM 0.0R<0,0006) e DTM 0.04R<0.0001) em comparacao
com o controle (Tabela 2). @ekrdo grupo controle foi inferior a 10, o que repreaent
estruturas histoldgicas normais. Em contrapartida, osulsidos animais expostos a
DTM 0.02 apresentaramekt acima de 20, que se refere a alteragbes histopatadgica
pronunciadas. J& o grupo exposto a DTM 0.04 apm@msehest acima de 30,

considerado com alteracdes histopatoldgicas seyEaagla 2).

Os animais expostos a DTM 0.02=(0,04) apresentaram menor didametro dos tubulos e
menor altura do epitélio germinativd®< 0,04) (Tabela 3), em relacdo ao grupo
controle. Além disso, as proporc¢des do limen aumantaos grupos DTM 0.0P¢
0,001) e DTM 0.04 R= 0,02) quando comparados ao controle (Tabela 3). A
porcentagem do compartimento tubular, do epitélio gextivim e da membrana basal

foi semelhante entre os grupos (Tabela 3).

No intertibulo ndo houve alteracbes na porcentagemecidot conjuntivo, vasos
sanguineos e células de Leydig entre os grupos @&pePorém, as células de Leydig
mostram reducdo no diametro nuclear dos animais expasi®EM 0.04 p= 0,01)

guando comparado ao controle (Tabela 3).
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Tabela 2 Porcentagem da frequéncia (FQ%) das histogat®lencontradas nos

testiculos dos morcegos frugivomslituratusapds exposicéo oral a DTM.

Histopatologias Tratamentos
Controle DTM 0.02 DTM 0.04
Edema 0,00 100,00 100,00
Necrose 14,29 100,00 100,00
Nucleo Picnético 14,29 100,00 100,00
Agrupamento Celular 0,00 0,00 60,00
Vacuolizagéo 100,00 100,00 100,00
Degeneracéo 71,43 100,00 100,00
Desorganizacéao do tubulo 57,14 100,00 100,00
Deformacdao das células de Leyc 0,00 66,67 100,00
Total FQ% 20,88 +3,64 51,28+ 1,62 60,00+ 1,54
ItesT 4,17 +0,30 28,3+4,18 4580+5,32

Médias seguidas por letras diferentes indicam difereignificativa do tratamento em
relagéo ao controle.
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Fig. 3 Alteracbes histopatolégicas em testiculosAddituratus exposto a DTM. (A)
Controle; (B) DTM 0,02 mg/kg mamé&o; (C) DTM 0,03 mg/Kgmé&o. N= necrose,
DSC= descamacdo das células do tubulo seminifero, NR#eo picnético, V=
vacuolizacdo, SPTZ= espermatozoides, L= Células Leégdig, EpG= epitélio
germinativo, SC= Células de Sertoli, LM= limen. Esaabarra= 20um. Coloracao,
azul de toluidina. Didmetro do Tdbulo seminifero (Bljura do epitélio seminifero (E),

Porcentagem de Lamen (F).
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Tabela 3 Efeito da DTM sobre a histomorfometria doicgles e peso corporal dos

morcegos frugivoroA. lituratusapds exposicdo oral.

L Tratamentos
Variaveis

Controle DTM 0.02 DTM 0.04
Massa corporal pré-exposicdo (g) 69,43 +2.2373,63 + 3.90 72,28 +2.57
Massa corporal pos-exposicao (g)68,93 +1,30 68,91 +2,18 64,6 + 3,27
Compartimento tubular (%) 67,70 1213 67,902,143 68,60 +1,38
Compartimento intertubular (%) 12,2 +1%28 10,4+0,97 10,10 + 2,47
Membrana basal (%) 5,33+0.38 5,61 +0.38 5,78+0,34
Tecido conectivo (%) 9,00 £ 0,91 7,63+1,10 8,27 +£1,83
Vasos sanguineos (%) 1,78 + 0,38 1,78+0,18 1,70+ 0,30
Células de Leydig (%) 1,78 £+ 0,28 1,22 +0,36 1,12 + 0,34
Didmetro nuclear das células d¢
Leydig (um) 12,40 £+ 0,45 12,00 +0,27 10,50 +0,45

ab| etras diferentes indicam diferenca significatie (),05) do tratamento em relacio

ao controle.
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Tabela 3 Efeito da DTM sobre a histomorfometria doSdel®s e peso corporal dos morcegos

frugivorosA. lituratusapds exposicao oral.

L Tratamentos
Variaveis
Controle DTM 0.02 DTM 0.04
Massa Corporal pré-exposicéo (g) 69,43 +2.233,63+£3.90 72,28 +2.57
Massa Corporal pés-exposicao (g) 68,93 +31,318,91 + 2,18 64,6 + 3,27
Compartimento tubular (%) 67,70 £1#13 67,90+2,123 68,60 +£ 1,38
Compartimento intertubular (%) 12,2 + 1828 10,4+0,97 10,10 + 2,47
Parénquima tubular
Lamen (%) 0,45+0,28 4,05 +0,90 2,87 +0,18
Membrana basal (%) 533+£0.33 5,61+0.38 5,78 £0,34
Diametro do tabulo (um) 354,00 + 7,53 285,00 + 21,50 270,00 + 38,70

Altura do epitélio seminifero (um) 121,00 + 2,35 101,00 +6,98 90,10 + 13,70

Parénquima intertubular

Tecido conectivo (%) 9,00+£0,9f 7,63+1,10 8,27 £1,83
Vasos sanguineos (%) 1,78+0,33 1,78+0,18 1,70 + 0,30
Células de Leydig (%) 1,78+0,28 1,22 +0,30 1,12 +0,34

Diametro nuclear das células de Leydig (4 12,40 +0,48 12,00 +0,27 10,50 + 0,45

ab| etras diferentes indicam diferenca significatie (),05) do tratamento em relacdo

ao controle.

Discussao

Os testiculos séo 6rgados com baixa vascularizacépisspdaixa tensdo de oxigénio, o
que torna a disputa intensa por esse elemento enté@udas. Essa caracteristica faz
com que o Orgao seja vulneravel ao estresse oxidiativzido por xenobidticos, com
consequentes desordens hormonais e perda da qualidadguantidade de
espermatozoides (Aitken and Roman 2008). No presestedo morcegos machos da
espécie A. lituratus que se alimentaram com frutas contaminadas com DTM
apresentaram estresse oxidativo e histopatologias pradascihos testiculos. Esses
resultados mostram que a toxicidade de inseticidag @detar a saude do Orgao
reprodutor de morcegos.

92



Nesse estudo, os niveis de NO aumentaram nos testicglosodoegos, assim como a
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT. Entretadim houve alteracdo na
atividade da enzima GST, na peroxidacéo lipidica epmateinas carboniladas nos
grupos tratados com DTM. Resultados semelhantes foraonitdesem testiculos de
ratos e cultivo de células testiculares expostas a DEMSG¢hary et al. 1999; Abdallah
et al. 2010; Ben Halima et al. 2014). O aumento nosisnive NO pode induzir a
formacéo do radial peroxinitrito (ONNOcomo resultado de sua ligagdo com o radical
superéxido (@), e induzir maiores injlrias. Além disso, NO é uegulador da
esteroidogénese testicular, regula a secrecdo deostwsna, atuando na
espermatogénese, na maturacdo e degeneracdo dks a@®uminativas. Assim o
desequilibrio em suas concentracdes afeta as céluiasltees promovendo alteracdes
na fertilidade de machos (El-Gohary et al. 1999; Lual.eR003; Aitken and Roman
2008). O aumento da atividade da SOD foi um reflexawmento dos niveis de NO. A
SOD aumentada controla a formacéao de peroxinitritdta aformacao de outras ROS
e consequentemente maiores danos celulares. Em aaigheidade da enzima CAT é
catalisar a reacdo da transformacédo d®@.Hem agua e oxigénio diminuindo a agéo
oxidante da molécula e regulando a homeostase redogg@2@02). Normalmente a
atividade testicular da CAT € baixa (Bauché et al. 199tken and Roman 2008),
porém a maior atividade dessa enzima encontrada ms$sdo pode indicar uma
resposta adaptativa do 6rgdo para evitar danos celudatesados pelo aumento da

sintese de ¥D> causada por xenobidticos.

As concentragdes da formulagdo comercial de DTM wal @s morcegos foram
expostos induziu estresse oxidativo testicular. Porérapmento da atividade das
enzimas SOD e CAT possivelmente evitou a oxidacaopdéids e proteinas. O que
pode explicar a falta de alteragdo na atividade damen@ST nos animais expostos.
Isso porque &GST estd envolvida nas reacfes de fase Il da atwidatioxidante,
reduzindo a producdo da peroxidacéo lipidica atraeseducdo de hidroperoxidos
(Hayes et al. 2004).Além disso, morcegos possuem alta capacidade antid&ida
mecanismos moleculares que compensam 0 excesso des SREES que ocorrem
normalmente em seus processos metabolicos. Dessa, fesses animais apresentam
maior auxilio na protecdo contra oxidacdo de macrasutzlé (Arenas-Rios et al. 2007,
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Wilhelm Filho et al. 2007; Salmon et al. 2009). No entarnp@sar de possuir em alta
capacidade antioxidante, a exposi¢ao prolongada dosegos a baixas concentragdes
de DTM, ou outro inseticida, pode aumentar a sintes®k@8 nos testiculos dos
morcegos. Em decorréncia disso, a atividade damaszantioxidantes pode diminuir e
consequentemente aumentar a ocorréncia da oxidachpidles e proteinas. Assim
como foi relatado para outros mamiferos em exposg@iongada a pesticidas
piretroides (Wang et al. 2009b; Ben Slima et al. 20E814Gr et al. 2016).

Os resultados das analises histologicas dos testicubsndocegos confirmam os
achados bioquimicos. As células dos tubulos seminifdoss morcegos expostos a
DTM apresentaram maior evidéncia de apoptose, ber emmcamundongos expostos
aos piretroides lambda-cialothrin e a DTM (Issam et2809; Oshoke 2016). A
apoptose nesse tecido ocorre principalmente pelaipéiodexcessiva de ROS causada
pelo piretroide. O principal radical envolvido na gé&i@do estresse oxidativo testicular
€ 0 NO (El-Gohary et al. 1999; Ismail and Mohamed22®umar et al. 2015). O
aumento desse radical induz a morte celular devidosmideralizacdo de purinas e
pirimidinas, aumentando a quebra de fitas ou inibindcerasmas envolvidas na
reparacdo do DNA (El-Gohary et al. 1999). Adicionaiteeos tubulos seminiferos dos
morcegos apresentaram picnose nuclear e ocorrénciactdese. A picnose nuclear é
caracterizada por arredondamento e condensacéo deoncedular e pode originar
alteracdes genéticas que possivelmente implicam na &edutp ndmero de
espermatozoides. A necrose também contribui parardapde células, porém nos
testiculos a apoptose é a principal via de morte cetalasada por xenobibticos (El-
Gohary et al. 1999). As patologias supracitadas tambmamf identificadas em
animais experimentais (ratos, camundongos e peixgg)s®s por longo periodo a
piretroides (Issam et al. 2009; Kumar and Nagar 2®dlanna and Philip 2014,
Oshoke 2016). O efeito das baixas concentrag6es teridE testiculos dos morcegos,
aumentou os niveis de NO, o que provavelmente cayspicse e necrose nas células

germinativas testiculares.

Nos tubulos seminiferos dos morcegos também foi ideadii edema, agrupamento
celular e vacuolizagdo. A vacuolizagdo pode indicadesequilibrio ibnico e hidrico, e
resulta em degeneracdo tecidual. Em decorréncia danelegdo, os tubulos
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seminiferos dos animais expostos & DTM mostraram desémdas células

germinativas. A descamacao provavelmente induziu a&&eddia espessura dos tubulos
e a altura do epitélio, que consequentemente refletaunento do limen dos tdbulos
seminiferos. A altura e didmetro dos tubulos estdo diesite relacionados com a
fertiidade, assim a redugédo desses parametros podpr@meter a maturagdo das
células germinativas durante o processo da espermagggér consequentemente
reduzir a fertiidade (Russell et al 1993). Diante desssultados, infere-se que a
exposicdo de morcegos a baixas concentracdes de Pdd#é comprometer a

integridade das células germinativas testiculares.

Adicionalmente, as células de Leydig dos morcegosst@p@ maior dose apresentou
reducdo do diametro nuclear. Resultados semelhantas fdescritos para ratos e
camundongos expostos aos piretroides B-cipermetrina, cipermetrina e deltametrina
(Wang et al. 2009a; Jin et al. 2011; Ismail and Mad@2012). Nas células de Leydig,
0 estresse oxidativo desregula a sintese de testostat@wés de deformacdes na
membrana do reticulo endoplasmético liso e inchago amtirial com consequente
reducdo na transcricdo de genes envolvidos na sintemesporte de colesterol (Lue et
al. 2003; Wang et al. 2009a; Jin et al. 2011; IsmailModamed 2012). Assim, diante
das outras alteracBes histolégicas encontradas e dedcedo didmetro nuclear das
células de Leydig, sugere-se que provavelmente homneereducéo da atividade dessas
células. Além disso, os piretroides diminuem a exgeste receptores androgénicos
nas células de Sertoli. A reducdo da expressdoesleseptores leva a menor
celularidade e reducéo da altura do epitélio germinativmo observado nos morcegos
desse estudo. O desequilibrio hormonal também podeiredmotilidade espermatica,
diminuir o nimero de espermatozoides viaveis e estinallperda da qualidade de
fertilizacdo espermética (Zhang et al. 2007; Ahmad eP@l1; Orlu 2014; Oshoke
2016). Diante das alteracbes histolégicas encontradasiessgejue a exposicdo a
DTM provavelmente compromete a sintese de horméniosnencegos frugivoros.
Essas alteracOes afetam a capacidade reprodutiva dessessademonstrando que

morcegos frugivoros podem ser vulneraveis a exposigretroide.
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Conclusao

Os resultados encontrados, demonstram que a expazighaguda do morcegA.
lituratus a baixas concentracdes da DTM provoca estresse orid&sticular,
apoptose, descamacao das células nos tubulos seosnideantrofia das células de
Leydig. Além disso, os animais que alimentaram de fretam DTM 0,04 mg/kg
mostraram maior ocorréncia de alteragdes testiculasss. demostra que, maiores

concentracdes podem ser mais toxicas para 0s animais.

Aprovacéao de ética

Este artigo ndo contém estudos com participantes humealimados por nenhum dos
autores. Todos os procedimentos realizados no presstugo respeitarams padroes

éticos do Comité de Etica animal da Universidade FediraVicosa (Processo n°
45/2014) e do Governo Brasileiro (SISBIO, Proces3030904-3), bem como os

critérios internacionais para o cuidado e uso de animais.
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3 - CONCLUSOES GERAIS

Este foi o primeiro estudo que verificou os efeitogcds da exposi¢éo oral a
baixas concentragbes de DTM em morcegos frugivétodituratus. Os animais
expostos apresentaram hiperglicemia, reducdo das aesdev glicogénio e esteatose
hepética, indicando altera¢cbes no metabolismo de caetos. As concentragbes das
transaminases alanina e aspartato aminotransferases nmapldes animais
aumentaram, refletindo os danos célulares no figachdigculo peitoral.

O piretroide DTM também aumentou a sintese de espéaidsmee 0 peroxido
de hidrogénio e o Oxido nitrico e consequentementeule® estresse oxidativo no
figado, masculo peitoral e testiculos dos morcegosu€ruio peitoral foi o tecido mais
sensivel aos efeitos da DTM, pois além de apresertaragbes nas enzimas
antioxidante, o tecido sofreu oxidacdo de proteinasdidigpiEsses resultados, geraram
danos ao tecido que podem comprometer a capacidag®dios morcegos.

O desbalanco entre espéceis reativas de oxigenio e datites, e 0 processo
de biotransformacdo da DTM no organismo, provavelenéram responsaveis pelas
alteracdes histopatoldgicas encontradas no figado, intestme testiculos dos animais
expostos. O estresse oxidativo resultante, possivelmenteitarfoi responsével por
causar apoptose nas células germinativas dos tubatomiferos, e no intestino dos
morcegos expostos.

Os animais ndo apresentaram alteragbes nos parameto®ldgicos
avaliados. Provavelmente devido ao tempo de exposiEfretanto, ainda s&o
necessarios maiores estudos sobre imunotoxicologa@megos.

Portanto, os resultados desta pesquisa mostram que aicéxpmral de
morcegos frugivoros a baixas concentracfes da foc&mlaomercial do inseticida
DTM pode alterar o metabolismo de carboidratos, camfatias no figado, musculo
peitoral, rins, intestino e testiculo (Anexo 1). Assimijxhs concentracbes de DTM

podem ser toxicas para morcegos frugivoros, e camgiey a saude desses animais.

102



ANEXO 1

Deltametrina
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