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RESUMO

GIRALDO, Esteban Ospina, M.Sc., Universidade Federal de Vicgestoade 201 7Toxicidade
reprodutiva induzida pelo herbicida roundup em morcegos machoqArtibeus lituratus).
Orientadora: Mariela Bontempo Duca de Freitas.

O presente estudo avaliou o efeito potencial do herbicida Ru®nda reproducdo de morcegos
frugivoros machosA(tibeus lituratus) esses animais atuam na manutencdo do ecossistema e na
regeneracdo de ambientes degradados, o efeito dos agrotoxicoslesopamie colocar em perigo
nao somente sua sobrevivéncia e adaptacdo, mas também agianute ambientes florestais. O
gifosato é um dos compostos ativos do Roundup®, o qual é consideradosunais usados em
todo o mundo como herbicida. Esta formulagdo comercial tem sidotaleserio um desregulador
endocrino, causando efeitos adversos na reproducdo de rattessedtedo, foram testadas baixas
concentracdes do herbicida, niveis considerados ambientaigrioolasa, de uso recomendado
pelos fabricantes. Morcegos (N= 13) foram capturados em framgndlorestais proximosa
Vicosa- MG, Brasi. Os animais foram distribuidos em dois grupos expesaise montrole (n=7)
receberam frutas sem adicdo do agrotoxico por 3 eiaatado (n=6) receberam frutas aspergidas
com Roundup® na concentracdo de 4 mL/100 mL por 3 dias. ApOs eytamBisinimais foram
pesados, sendo os testiculos dissecados e fixados (solucdo de Karpavglkserem processados
e incluidos em resina. Os cortes histoldgicogmj3foram corados e avaliados, em microscopio
optico e no software Image Pro Plus e ImageJ 1.48 nos tesgyrarametros: diametro e
comprimento dos tdbulos seminiferos, altura do epitélio seminiferoporcdo volumétrica e
volume de elementos dos compartimentos tubular e intertubntafometria das células de Leydig
e indices gonadossomatico, tubulossomatico, leydigossomattmateva da populacdo celular
do epitélio seminifero. Contagem de células do epitélio seminif® estadio 1, rendimento
intrinseco da espermatogénese, reserva espermaticallatestlém disso foram avaliadas as
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catal@ae@),(glutationa-S-transferase
(GST) e os produtos, malondialdeido (MDA), proteina carboniada €éRDantidade de proteina
total. Apds submeter os resultados a andlise estatistiegi®Wik), comparando-se as médias
pelo teste de Student Newman-Keuls (p=0,05), observou-se quposicég por 3 dias ao

Roundup®, induziu diminuicdo do peso corporal de morcegos, apesar danietado de



consumo de alimento fornecido. A exposicdo também causou taumheniimen, aumento do
nimero de células de Leydig e diminuicdo do nimero de espermaggdmrispermatide na fase
de preleptéteno/leptéteno e nimero de célula de Sertol. Mar@egostos ao pesticida também
apresentaram aumento nos niveis de catalase, superéxiddasiismproteinas carboniladas
diminuicdo dos niveis de proteina total. Os resultados demonstraanfajuaulagcdo comercial do
herbicida Roundup® apresentou toxicidade testicular em mordegigoros expostos a baixas

concentracdes e por um curto periodo de exposicéo.



ABSTRACT

GIRALDO, Esteban Ospina, M.Sc., Uniersidade Federal de &/ico8ugust, 2017.
Reproductive toxicity induced by herbicide roundup in male lat (Artibeuslituratus). Adviser.
Mariella Bontempo Duca de Frettas.

The present study evaluated the potential effect of ¢neicile glyphosate Roundup® on the
reproduction of male fruit bat#\(tibeus lituratu; these animals act in maintaining the ecosystem
and the regeneration of degraded environments, the effgtstifides on them can endanger not
only their survival and adaptation, but also the mainte naniderests. The Glyphosate is one active
compounds of Roundup®, which is considered one of the most widelyhadeicides in the world.
This commercial formulation has been describe as an emeladisrupter, causing adverse effects
on rat reproduction. In this study, low concentrations of lieebicide, levels considered
environmental or agricultural, of use recommended by thefasdoters were tested. Bats (N =
13) were captured in forest fragments near Vicosa- M&ilBrfehe animals were divide in two
experimental groups: control (n = 7) received fruit without teehdiof the pesticide for 3 days, and
treated (n = 6) received fruits sprayed with Roundup® ircdmeentration of 4 mL/100 mL for 3
days. After euthanasia, the animals were weighed, aid téstes were dissected and fixed
(Karnovsky solution) to be processed and enclosed in resitmloigisal sections (3m) were
stained and evaluated concerning the following parameteaslight microscope and Image Pro
Plus and ImageJ 1.48 software: diameter and length of senousf tubules, seminiferous
epithelium height, proportion and volume of tubule and intereubcbmponents, Leydig cell
morphometry, and gonadosomatic, tubulossomatic and leydigossormaiéxes, and cell
populations of the seminiferous epithelium. Count of seminiferepithelial cells at stage |,
intrinsic  spermatogenesis Yyield, testicular sperm resdrv addition, the antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathiom@rSferase (GST) and the products
malondialdehyde (MDA), carbonylated protein (PC) and total protesme evaluated. After
submitting the results to the statistical analysis g#daWVik), comparing the means by Newman-
Keuls test (p = 0.05), we observed that exposure for 3 day to Roundup®ed weight decrease
body weight of bats, despite having increased food consumptiondguiovithe exposure also
caused lumen enlargement, increased number of Leydig, @ld decreased numbers of

spermatogonia and spermatocyte in the preleptotene/leptoteise guid Sertoli cell number. Bats
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exposed to the pesticide also showed increased levels ofseataduperoxide dismutase,
carbonylated proteins and decreased total protein levels. &$dtsr demonstrate that the
commercial formulation of the Roundup® herbicide showedctdssti toxicity in frugivorous bats

exposed to low concentrations and for a short period of exposure.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento atual da agricultura €é acompanhado pelo usiosafeidas,
herbicidas, fungicidas, que possuem uma eficacia garantidzunobjetivo, mas que por sua vez
tem um amplo espectro de acéo, o qual pode afetar outros oogan@nraumento da populacdo
humana tem sido utlizado como principal argumento para dareuwpoecessidade de uma maior
e mais efciente producdo de almentos pelos sistemas agri¢briesch et al. 1996). Os
agrotoxicos tiveram seu uso intensificado no Brasil naad#écde 1960-1970, como a solugéo
cientifica para o controle das pragas que atingiam lavaunebanhos (Peres 2003). Dentre os
varios grupos de herbicidas, o gifosato apresenta elevad@na@ na elminacdo de ervas
daninhas. Desde 1971, quando foi relatado primeiramente como herb@&gléipos de glifosato
vém sendo comercializados: glfosato-isopropilaménio, glfesasguisédio (ambos patenteados
por Monsanto e vendido como Roundup®, e gifosato-trimesium {paten por ICI, atual
Syngenta). Seja como sal de ambnio ou sodio, o glfosato € unofosgjarado que ndo afeta o
sistema nervoso da mesma maneira que outros compostos desta fMaeilia (em geral
inseticidas, que atuam como inibidores da enzima colinesterAgen disso o mesmo trabalho, o
gifosato € citado como pouco téxico, mas ha evidéncias de efidiesérios no ambiente,
principalmente devido a resisténcia adquirida por algumas espiécEvas apds o uso prolongado
do herbicida (De Amarante e Santos 2002).

Apesar da toxicidade relatvamente baixa do glfosato repoemadestudos de letalidade
em ratos, alguns dos componentes inertes de seus produtosadosnuhpresentam-se mais
elevados que o ingrediente ativo (De Amarante e Santos ZDQ@fffpsato é um dos compostos
ativos do Roundup ® o qual é considerado um dos herbicidas mais neadasdo. A formulacao
comercial Roundup®:considerada um desregulador enddécrino em células humanasa etatos
adversos na reproducdo de ratos (Benachour e Séralini; 3868 et al. 2009). Em animais
sivestres, existem poucos estudos reportando os efeitosonatims a contaminacdo de
agroquimicos, especialmente em morcegos, 0 que torna a neess@l@vestigar os riscos da
exposicao direta e indireta de agrotdxicos as suas populac@iestesvibem como o conhecime nto
dos potenciais danos causados aos individuos.

Os morcegos (Mammalia, Chiroptera) apresentam grandéneievna regulacdo dos

ecossistemas (Timm 1994), dentro do Chiroptera destaque-siiiaa Ringliostomidade, endémica
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do continente americano, individuos desta familia podem explédarnpélen, folhas, insetos,
frutos, sangue entre outros (Passos e Graciolli 2004). A dliafaBtenodermatinae é composta
por espécies frugivoras (Eisenberg e Redford 1999) nesta #abfamcontramos a espécie
Artibeus lituratus este morcego é bastante abundante, e se distribui desde o Méxicaodée da
Argentina, ocorrendo praticamente em todo o Brasil (EisenbeRedford 1999). Os morcegos
Artibeus lituratusséo considerados de grande porte, com antebraco podendo ultrapassae 75 mm
peso corporal acima de 75 g. Formam grupos poligamicos e abrigaas s®pas de arvores, sob
folhas de palmeiras e outras plantas (Vizotto e Taddei 197&xsbs/ estudos demonstram a
importancia de morcegos frugivoros na regeneracdo de eamuasistflorestais (Charles-
Dominique 1986; Whittaker e Jones 1994; Medelin e Gaona 1999), pdreintl em sua dieta,
frutos de espécies de plantas pioneiras. Galindo-Gonzalez Q3#8jodo reprodutivo da espécie
pode variar de acordo com a distribuicdo geogréfica, sendo que siod@rdem apresentar um
padrdo de poliestria bimodal, o qual se caracteriza pela ocar@ecdois picos reprodutivos
durante o ano: um pico ocorre de fevereiro a marco e o outro ¢hecoatunovembro (Bredt et al.
1996.

O testiculo € um 6érgdo com funcdes exdcrina e enddcrina (prodegi&permatozoide e
androgenos, respectvamente), geralmente localizado no eseretoolvido por uma espessa
capsula de tecido conjuntivo, a tunica albuginea. Funcionemetesticulo dos mamiferos pode
ser dividido em dois compartimentos, um compartimento intertubimicompartimento tubular,
ou de tubulos seminiferos (Russell et al 1990; Ross et al 2003kofsonentes do
compartimento intertubular sdo as células de Leydig, os waswsliineos e espacos linfaticos,
além de nervos e uma populacdo celular varidvel constippriiaipalmente por fibroblastos e
macrofagos, os quais estdo diretamente associados as celagliggRussell e Griswold 1993
Setchell 1991; Hales 2002).

O compartimento dos tibulos seminiferos constitui a maior partetidaléesocupando,
na grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima tedficaiaga (e Russel 1998;
Franca e Garcia 2005). Eles séo constituidos por tlnica prépriap esgit@inifero e limen tubular.
A tlnica propria reveste o tubulo externamente, sendo composteéldas mioides ou
peritubulares e matriz extracelular. Juntamente comélfas mioides, as células de Sertol
formam a membrana basal que serve de suporte estrutural grépia célula de Sertoli e para as

células germinativas (Junqueira e Carneiro 2084)células de Sertoli, através de juncbes de

2



oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o amiias@l, onde se localzam as
espermatogbnias e os espermatdcitos primarios na fase daciidofase meidtica (preleptétero
leptétenos), e o ambiente adluminal, onde se encontram osna&pdos primarios a partir da
fase de zigoteno, espermatdcitos secundarios e espermatidddmedotubular se encontram o
fludo secretado pelas células de Sertoli e os espermatozoidaa espermiados (Franca e Russel,
1998).

O estresse oxidativo ocorre pelo aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como ion superoxido (O2), perdxido de hidrogénio (H20:2.), radical hidroxila (OH-) e
oxigénio singlete (O2) (Avilez et al. 2008; Singh et al. 2008), que podem causar sérios danos
celulares, de forma estrutural e funcional. Entretanto, a intensidade desses efeitos pode ser
minimizada por meio da atuagdo de mecanismos antioxidantes ou biomarcadores de estresse
oxidativo, como proteinas carboniladas (PC), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e
mecanismos ndo enzimaticos, como a glutationa (Singh et al. 2008).

As EROs podem afetar diferentes 6rgdos e organelas celbfadesséo geradas, podendo
acarretar variadas patologias (Rocha et al. 2003). As scélgimminativas masculinas sdo
suscetiveis ao estresse oxidativo devido a afta concentdcacidos graxos polinsaturados em
suas membranas e a baixa capacidade antioxidante destesehiipoes (Vernet et al. 2004).
investigacdo em células de Sertoli de ratos expostos antagbes de 36 ppm de Roundup
durante 30 minutos, aumento do influxo da enzima lactato dealgsidsse (LDH) e lbertacao
de4°Ca*. Os autores relatam queGz* provocou sobrecarga, desequilbrio redox, perturbacées
das vias de sinalizacdo celular e a morte celular parsecos testiculos de ratos expostos (Cavalli
et al. 2013)

Em funcdo da escassez de estudos dos efeitos deste aedntishorcegos sivestres
expostos na natureza, 0 nosso objetivo foi avaliar a toxicidepedutiva de uma exposicdo de
curto-prazo, a concentracdes ambientalmente relevantes da formulacdo cedmirbase de
gifosato Roundup®em Artibeus lituratusmachos adultos. Pela importancia como dispersores de
sementes e seu papel na manutencdo dos ecossistemdaisfloeesnvestigacdo dos efeitos do
gifosato na morfologia do aparelho reprodutivo masculino e devpsssilanos oxidativos
testiculares emrtibeus lituratuspode ajudar a entender melhor os efeitos da exposicdo direta de

animais sivestres aos agrotoxicos.



2METODOLOGIA

2.1PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO GLIFOSATO.

O glfosato tem formula molecular 38sNOsP (m.m. =169,1 g/mol) e, na forma de sal de
isopropilamdnio, apresenta-se acrescido do grupoz)eCGEHNHs* (mm. = 228,2 g/mol). Em
condicGes ambientais, tanto o glfosato quanto seus sais sédo sdfidamos, muito soliveis em
agua (12 g/L a 25 °C) e quase insoliveis em solventes aorgaobmuns, tais como acetona e
etanol, entre outros. O dlifosato se funde a 200 °C e possidatensaparente de 0,5 gkm se
apresenta bastante estavel em presenca de luz, incrsitemperaturas superiores a 60 Bé (

Amarante e Santos 2002).

2.2CAPTURA E TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Morcegos machos adultos (n= 13) da espécie Artibeus lituratus foram capturados com
auxilio de redes de neblina, que ficaram abertas a noite (19:00 as 00:00 horas), em locais de mata
proximos a Universidade Federal de Vicosa (UFV), Minas Gerais (20° 45°S e 42° 52° W). Esses
animais foram identificados com a Chave de Identificacdo de Morcegos Brasileiros (Vizzotto e
Taddei 1973). Os machos da espécie Artibeus lituratus adultos sexualmente maduros, com
ossificacdo epifisial completa e em atividade reprodutiva, foram coletados e armazenados em sacos
de pano, que posteriormente foram levados e separados aleatoriamente, pesados com pesola e
mantidos em morcegario localizado na area externa do Museu de Zoologia Joao Moojen da UFV.
Os animais foram alocados em gaiolas individuais, mantidos por um periodo de aclimatacao de 3
dias posteriormente os animais foram divididos em dois grupos experimentais: grupo controle
(Controle; n=7), alimentados com fiutos sem glifosato; e um grupo tratado com a formulagao
comercial de glifosato (Tratado; n=6), alimentados com frutos aspergidos com calda contendo
glifosato em uma concentragdo de 4 mL/100 mL de agua, concentragdo comercial recomendada
pelo fabricante. A calda preparada com o herbicida foi aspergida de forma homogénea, com o
auxilio de um borrifador, garantindo total aplicabilidade na superficie externa das frutas. As frutas
tratadas e ndo tratadas foram partidas e pesadas (aproximadamente 200 g cada porgdo) e foram

oferecidas aos animais durante 3 dias, por volta das 18:00 h, sendo oferecida também éagua ad
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libitum. Ao final do dia de tratamento, as sobras foram pesadas. Apos 3 dias de tratamento, os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical seguido de decapitacdo, e foram retirados
os testiculos, epididimos e glandulas vesiculares. Os 6rgdos foram pesados € o testiculo direito foi
congelado a -80 C para andlise posterior do estresse oxidativo e o testiculo esquerdo foi fixado em
karnovsky (4% paraformaldeido, 4% glutaraldeido em tampao fosfato 0,1 molL-1, pH 7,4) durante

24 horas em temperatura ambiente, para analises histomorfométricas.

2.3ANALISES HISTOMORFOMETRICAS TESTICULARES

Um fragmento do testiculo esquerdo foi destinado ao estudo emcojieosde luz. Os
tecidos foram fixados em karnovsky (4% paraformaldeido, 4% gileddal em tampédo fosfato
0,1 molL-1, pH 7,4) durante 24 horas em temperatura ambiente. Ap@s&o fdo tecido de
testiculo, a albuginea testicular foi retirada e pesada @aralculo do peso do parénquima
testicular. Fragmentos dos testiculos foi desidratado enemtoagdes crescentes de etanol,
incluidos em resina a base de 2-hidroxietil metacrilateci®®mdos na espessura de 3um (com
intervalos de 40 um) e corados com azul de toluidina - borato de sédio 1%.

As andlises histomorfométricas foram realizadas no Laboratie Ecofisiologia de
Quirépteros, Departamento de Biologia Animal da Universidade r&lede Vicosa (UFV).
Imagens do parénquima testicular foram obtidas em microscdplipnus BX-60®, Tokyo,
Japan) integrado com uma camera (Olympus QColor-3®, Tokyo, Jaena)isadas utlizando-

se o programa Image-Pro Plus 4 (Media Cybernetics) e ImageJ 1.48.

2.3.1indice gonadossomatico

Com base nos dados de peso corporal e testicular, foi obtido o indice gonadossomatico
(IGS), que representa o percentual de peso corporal alocado em gonadas e € calculado a partir da

formula: IGS = PC /PG x 100 (PC = peso corporal; PG = peso total das gonadas).



2.3.2Proporcao volumétrica (%) e volume (mL) dos componentes do paréandesticular

As proporcdes volumétricas entre os elementos que compdem os itoempast tubular
e intertubular foram estimadas a partir da contagem de 2.660spomt animal, utlizando-se
reticulo com 266 intersec¢cdes (pontos), em aumento de 100X, ne@aliga a contagem de 10
campos aleatoriamente distribuidos, nos diferentes cortes hsislddo testiculo de cada animal.
Foram quantificados pontos sobre o tdbulo seminifero, especificEndaqueles sobre a tdnica
propria, o epitélio seminifero e limen, e os pontos sobre o espaco irggrtudollcompartime nto
intertubular, foram investigadas as células de Leydigosvasmnguineos, macréfagos, espaco
linfatico, e tecido conjuntivo, obtendo-se as proporc¢des voluaétrcvolume destes elementos,
a partir de 1.000 pontos contados por animal, utlizando-se retiomo 400 interseccdes, em
aumento de 200X.

O volume de cada componente do parénquima testicular, expresdg @nestimado a
partir do conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos naatestido conhecimento do
volume liquido do parénquima testicular. O valor deste Ultimoolfdido subtraindo-se do peso
bruto do testiculo o peso da tlnica albuginea testicular. Sefuadga (1991), como a densidade

do testiculo é em torno de 1 (1,03 a 1,04), o peso testicular foi consideradaoigéal volume.

2.3.3indice Tubulossomético

O indice tubulossomatico (ITS) refere-se ao percentual adsamcorporal alocado em
tibulos seminiferos, visando quantificar o investimento em pliodagpermatica com relagdo a
massa corporal. A seguinte formula foi empregdd& = (VTS/PC) x100/TS = volume total de

tubulos seminiferos; PC = peso corporal).

2.3.4Diametro tubular, altura do epitélio e comprimento dos tdbulos seromif

O didametro tubular médio por animal foi obtido a partir da meg&oraao acaso, de 30
seccOes transversais de tubulos seminiferos, que apresertantorno o mais circular possivel,
nao levando em conta o estadio 1 do ciclo do epitélio seminiferomééasas seccgbes utlizadas

para se medir o diametro tubular foi mensurada a altura @foegieminifero, a qual foi tomada



da tinica prépria até o limen tubular. O valor encontrado péitesado epitélio, em cada tubulo,
representara a média de duas medidas tomadas de forma dicamératmpostas.

O comprimento total (CT) dos tibulos seminiferos por testiculo,essprem metros, foi
estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulosfesemimio testiculo e do
diametro tubular médio obtido para cada animal. A seguinte &rfoulempregadaCT = VTTS/
7R(VTS = volume total de tlbulos seminiferosR2 = area da seccdo transversal dos tlbulos
seminiferos, sendo R=area tubular/2). A fim de permitir a cog@arantre diferentes espécies, o
valor do CT, em metros, foi dividido pelo peso testicular, obtenddest modo o comprime nto

dos tlbulos seminiferos por grama de testiculo.

2.3.5Morfometria da Células de Leydig

O calculo do volume individual das células de Leydig foiizadd utlizando-se grade
com 121 intercessdes (pontos) em aumento de 400x. Foram contados 1000spbreos
ctoplasma e o nlcleo das células de Leydig por animal, cmalidade de se determinar a
proporcédo (%) entre nicleo e citoplasma deste tipo celular. Eanedapa, foi medido o diametro
nuclear médio (DM) destas células em aumento de 400x. Téokeos de células de Leydig foram
medidos em cada animal. Os nlcleos medidos foram aqueles gquessat@aram o mais esférico
possivel e com cromatina perinuclear e nucléolos basteidientes. A partir dos dados acima
obtidos e aplicando-se as formulas abaixo, foi calculado o volunieamuo volume do citoplasma
e o volume dacélula de Leydig, por animal. Estes valores fexpressos em micrometros cubicos
(prr?).

* Volume nuclear = 4/8R® (R =raio nuclear)

 Volume citoplasmatico = (% citoplasma X volume nuclear) Uten

* Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico.

De posse do volume individual da célula de Leydig, foram calculaddseryo de células

de Leydig por testiculo e por grama de testiculo, em cada animal.



2.3.6indice Leydigossomatico

Este indice representa o percentual de massa corporal alBwadélulas de Leydig. A
seguinte formula foi empregaddS= (VCL/PC)x 100 (VCL=volume da célula de Leydig;

PC=peso corporal).

2.3.7Estimativa da populacdo celular do epitélio seminifero. Contagerélulas do epitélio

seminifero no estadio 1

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem @ipepidninifero no estadio
1 do ciclo foi feita a partir de contagens dos nlcleos daasédrminativas e de nucléolos das
células de Sertol. Nestas contagens, foram utlizadas @&€bese transversais de tubulos
seminiferos para cada animal. Os nlcleos dos seguintes figaeseforam contados:

» Espermatogbnias do tipo A;

« Espermatocitos primarios na transicdo de preleptoteno pabtelmpt

« Espermatocitos primarios em paquiteno;

 Espermatides arredondadas.

Com excec¢do dos nucléolos das células de Sertol, as contagigtas foram corrigidas
para o didametro nuclear médio e espessura do corte histologiseguiite formula proposta po
Amann e Almquist (1962) foi empregad&l® corrigido = contagem obtida x (espessura do
corte/espessura do corte4(DM / 2¢ — (DM / 4P) (DM=didmetro nuclear médio).

O diametro nuclear médio representara a média dos diametr88 wlecleos do tipo
celular estudado por animal. Para a espermatogbnia do tipo A, quan@présiEo ovoide, o valor
utlizado foi aquele obtido pela média entre o maior e 0 menor tdimeclear. Uma vez que as
células de Sertoli possuem nucleo irregular, a correcéo aérsevo foi feita a partir do diametro
nucleolar médio e a espessura do corte histolégico. Deste modm fooatabiizadas
exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel.

Uma vez conhecido o nimero médio corrigido de células de Setadeccao transversal
de tdbulo seminifero e o comprimento total destes tubulos, timada a populacdo total destas

células por testiculo e por grama de testiculo.



2.3.8Rendimento intrinseco da espermatogénese

Esta andlise permite avaliar a eficiéncia do processanespgénico, possibiitando
quantificar as perdas ocorridas durante os processos de divisderedif#o celular. Paratal, as
seguintes razdes foram obtidas:

« Espermatocitos primarios em preleptoteno-leptdéteno / espginis do tipo A,

obtendo-se o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermategamiaindice mitotico;

« Espermatides arredondadas / espermatdcitos primarios em paqaieando-se o

indice meidtico;

« Espermatides arredondadas / espermatogbnias do tipo A, obtendo-se entendjenal

da espermatogénese.

« NUmero total corrigido de células germinativas / nimero ldiaséde Sertol, obtendo-

se o indice da célula de Sertoli.

2.3.9Reserva espermatica testicular

Assumindo que perdas durante a espermiogénese nao sacasige (Johnson et al.
2000), a reserva espermatica testicular (RET) foi calculadabase na populacdo de espermatides
arredondadas. A seguinte formula foi empregaB&T= (CT/espessura do corte) x numero

corrigido de espermatides arredondadas por sec¢ao de tubulo semif@ifercomprimento total
de tubulo seminifero) (adaptagéo da formula descrita por (Amann BR8ir@itson 1977).

2.4 ANALISES DO ESTRESSE OXIDATIVO

2.4.1Enzimas antioxidantes dos tecidos

Cerca de 450 mg do testiculo direito Alelituratus foram homogeneizadas em tampao
fosfato de potassio (pH 7.4) 0.2 M com EDTA (1M) e a suspensdo cedtifumd 2.000 rpm por
10 min. h4 4°C. O sobrenadante resuttante foi utiizado para as arddseatividades das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutatiotai®ferase (GSTg concentracdo de
malondialdeido (MDA), concentracdo de proteina carbonig@ds), e proteina total.
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2.4.2Atvidade de Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada nos tecidos em leitor de microplacas (A = 570nm)
(Dieterich et al. 2007), baseado na capacidade desta enzimatadisarc a reacdo do superéxido
Oz gerando entdo, peroxido de hidrogénioo@k) e o peroxido de hidrogénigH202) o qual
transforma-se erfH20 + &) e, assim, diminuir a razdo de auto oxidacdo do pirogalol. Qtsdzss

foram expressos U/mg de proteina.

2.4.3Atvidade de Catalase (CAT).

A atividade da CAT foi mensurada segundo Aebi (1984). A enzimdeferminada pela
taxa de queda da absorbancia em 60 segundos do perdoxido de hidrog&d (1Bl mM) em
tampao fosfato de potdssio 0.2 M (pH 7.0) e homogenato de tecido em espectrofotdmetro (A =
240nm). Foi utlizado o coeficiente de extingdo molar do peréxido de &mlong340 = 36 mot
L cntl e os resultados expressos em U/mg de proteina.
2.4.4Atvidade de Glutationa S-transferase (GST).

A atvidade da enzima GST foi mensurada de acordo com Hahlg (8076), através da
formacéo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno. A atvidade id@mefm estimada em uma
mistura contendo CDNB (1-cloro-2,4-dintrobenzeno) 1 mM em eta@3H (Glutationa
Redutase) 1 mM, fosfato de potassio (pH 7.0) 100 mM e homogenato deptoidlumento da
absorbancia A(= 340 nm) por 60 s. O coeficiente de extingdo molar do CDN®46 = 9,6 mWVt

cmt foi utlizado para os calculos e os resultados foram expressesnehmin -1 g-1.

2.4.5Determinacdo do Malondialdeido (MDA)

A concentragdo de malondialdeido (MDA) foi estimada conformeritepor Walln et
al. (1993). 200 pL do sobrenadante dos tecidos foram homogeneizad0silade uma solugao
de acido tricloroacético (15%) / &cido tiobarbitarico (0,375%) / acido atarid,25 M), aquecido
por 40 minutos em agua fervente (90°C) e resfriado. Apés redfiia@créscentado alcool butilico,

agitado em vortex por 2 min. e em seguida centrfugado (10 min a@@POA fase superior foi

10



utlizada para quantficar a concentragde MDA em leitor de microplacas (A = 535nm). A
concentracdo de MDA foi determinada por meio de curva padragatia g concentracdes
conhecidas de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMPO). Os resu -1lliados dapressos epiM/

mg proteina.

2.4.6Analise da concentracdo de proteina Carboniadg. (PC

Grupos carbonil nas proteinas (PC) foram mensuradas segende let al. (1990).
Foram utlizados os pellets resuttantes dos homogenatos albsstgreparado como descrito
acima para as enzimas. Foram adicionados aos pellets 0,5 miug#o sié¢ dinitrofenilhidrazina
(DNPH) 10 mM em acido cloridrico 2 M, misturados em vortex etidus em temperatura
ambiente no escuro e misturando acada 15 minutos durantbamaeidEm seguida, 0,5mL de TCA
10 % gelado foi adicionado em cada tubo, agitado com vortex, centrif{§e@20 rpm por 10 min.
a 4 °C) e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado #8sceez 1 mL de acetato de
etia e etanol (1:1), agitado em vortex, centrifugado e o salaetea descartado. Ao final, 1 mL
de dodecil sulfato de sédio (SDS) 6 % foi adicionado nos tubos, agitadastexpara dissolver
o pelet e centrifugados para precipitar residuos. Os danostagg@s foram determinados no
sobrenadante final, baseado nos grupos carbonil da reacdo com BNRéhsurado em
espectrofotometro (A = 370nm). O total de proteinas carboniladas foi calculado baseado no

coeficiente de extincdo molar €840= 22,000 mM cm? e expresso em nmol/mL.

2.4.7Proteina total

A concentracdo de proteina total dos tecidos foi mensuradaowi® axom Lowry et al.

(1951), utiizando-se albumina de soro bovino como curva padrao.
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3 ANALISE ESTATISTICA

Os resutados estdo apresentados como média * desvio padraaliahs ohiidas entre
0s grupos foram submetidas ao teste de normalidade SNEfkto sendo posteriormente

comparadas pelo teste de Student Newman-keuls ao nivelifieasigia de 5% utilizando-se o
programa STATISTICA.

4 RESULTADOS

4.1PESO CORPORAL E PESO DO ALIMENTOO tratamento em agirtratados por 3 dias
com Roundup® induziu diminuicdo do peso corporal do grupo tratado apAaeho controle,

apesar de ter havido maior consumo de alimento por este grupomeomfwstra a (tabela 1).

TABELA 1. PESO CORPORAL E PESO DO ALIMENTO OFERECIDO AOS GRIP DE A. LITURATUS
EXPOSTO AO ROUNDUP®.

GRUPOS Diferenca Pesodo_allmento Alimento consumido (g)
Peso corporal (g) Fornecido (g)
Controle 0,84 +0,17 189,60 * 6,02 94,73 + 14,18
Tratado 4,12 +1,5% 194,77 + 15,28 124,25 + 9,49

Os dados séo expressos como média e desvio-padiés iguais na coluna indicam semelhanca estattsttre os
grupos (p > 0,05).

4.2 ANALISES MORFOLOGICAS E MORFOMETRS TESTICULARES.

4.2.1Parametros testiculares e indice gonadossomatico

Os resutados para peso do testiculo, peso da albuginea, pesérdpipar e indice
gonadossomatico encontram-se na (tabela 2). Nos animais expo$osindup® por 3 dias, ndo
se observou diferenca no peso do testiculo e no indice gonadissomidre os tratamentps
demonstrando que o percentual de massa corporal alocado nalgedic similar para os dois

grupos.
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TABELA 2. PARAMETROS TESTICULARES E INDICE GONADOSSOMATICO G8) DE A. LITURATUS
EXPOSTO AO ROUNDUP®

GRUPOS PT (g) PA (9) PP (9) IGS (%)
Controle 0,48 +0,16 0,15 +£0,08 0,33 £0,19 0,74 +£0,16
Tratado 0,41 £0,18 0,05 +0,02 0,36 +£0,18 0,56 +0,17

PT: peso testiculos (g)PA: peso da albuginea testicular ;(JP: peso do parénquima (gQJGS: indice
gonadossomatico (%). Os dados sao expressos com@ reédesvio-padrdo. Letras iguais na coluna indica
semelhanca estatistica entre os grupos (p > 0,05).

4.2.2Morfometria do tubulo seminifero.

Os resultados das médias obtidas para a proporcdo volumétroavokime dos
componentes do parénquima testicular estdo mostradas na (Bb&)s animais expostos ao
Roundup® por 3 dias, ndo apresentaram diferencas entre as noedi grupos para o indice
tubulossomatico e os volumes dos tubulos seminiferos do intertidpitélio, tinica propria, e do
limen; mesmos assim na porcentagem de tlbulo e intert@ioyi@rénquima testicular (p>0,05).

Considerando os componentes presentes no compartimento tuidudda. @), verifico u-
se que 0s animais expostos ao Roundup® por 3 dias apresentarmm vaor médio para a
porcentagem de limen e tunica pi@pEm relacdo aos animais do grupo controle (p<0,05). Ja o

percentual de epitélio seminifero ndo apresentou diferesgess os grupos (p>0,05).

TABELA 3. PROPORCAO VOLUMETRICA DOS COMPONENTE®O PARENQUIMA TESTICULAR, DOS
VOLUMES TOTAIS DOS TUBULOS SEMINIFEROS E DO COMPARIENTO INTERTUBULAR E DO
INDICE TUBULOSSOMATICO (ITS) DOS TESTICULOS DE&. LITURATUSEXPOSTO AO ROUNDUP®

PARAMETROS CONTROLE TRATADO
TS (%) 0,47 +0,27 0,43 +0,12
TS (%) 91,02 + 2,36 88,73 + 2,09
INT (%) 8,98 +2,36 11,27 + 2,09
VTTS (mL) 0,31 +0,18 0,32 +0,12
VIT (mL) 0,028 + 0,017 0,041 + 0,021
VEP (mL) 0,27 +0,18 0,28 +0,10
VTP (mL) 0,03 +0,02 0,02 +0,02
VLu (mL) 0,028 + 0,017 0,041 + 0,021

ITS: indice tubulossomatico (%J:S: Tubulo seminifero (%)NT: Intertbulo (%)VTTS= Volume total dos tlbulos
(mL); VIT: Volume do intertibulo (mL)VEP: Volume do epitélio (mL) VTP: Volume datlnica prépria (mLVLu :
Volume do Lumen (mL). Os dados sdo expressos codwiame desvio-padrdo. Letras iguais nas linhasamdi
semelhanca estatistica entre os grupos (p > 0,05).
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TABELA 4. PERCENTUAL DOS COMPONENTES DO COMPARTIMENTO TUBULAROS TESTICULOS DE
A. LITURATUSEXPOSTO AO ROUNDUP®.

GRUPOS EP (%) Lu (%) TP (%)
Controle 79,11 + 1,98 3,71 +2,19 8,19 +1,27
Tratado 77,59 + 1,97 6,59 + 0,88 456 +0,58

EP: epitélio seminifero (%)Lu: ldmen (%) TP: tdnica prépria (%). Os dados séo expressos comi@meedesvio-
padréo. Letras iguais na coluna indicam semelhastatistica entre os grupos (p > 0,05).

Na (tabela 5) encontram-se as médias das areas dos coepodEntparénquima
testicular, bem como os indices parénquimossomatico (IR#)e epitéliossomatico (IES) e
relacdo tdbulo/epitélio (RT/E). Os valores médios pararea do lumen (ArLu)e relacao
tubulo/epitélio (RT/E) foram maies nos animais tratados com Roundup® por 3 dias, quando

comparado ao valor médio obtido para os animais do grupo controle (p<0,05).

TABELA 5. AREA DOS COMPONENTES DO PARENQUIMA  TESTICUIR, INDICE
PARENQUIMOSSOMATICO (IB), INDICE EPITELIOSSOMATICO (IES) E RELACAO TUBULOMITELIO
(RT/E) DOS TESTICULOS DEA. LITURATUSEXPOSTO AO ROUNDUP®

PARAMETROS CONTROLE TRATADO
ArTS (um) 76648,83 + 16020,30 8945821 + 11674,74
ArLu (um) 2822,11 +1140,%6 7801,49 +1769,78
ArEp (um) 73826,72 + 15749,084 81656,72 + 11283,30
IPS (%) 0,51 +0,29 0,49 +0,18
IES (x 10°%) 41,0 + 240 38,0 + 1]0°
RT/E 1,24 + 0,08 1,42 +0,07

ArTS: area dos tubulos seminiferos (um¥Lu: area do limen (Um)ArEp: area do epitélio (um)JPS: indice
parénquimossomatico (%)ES X 10°: indice epitéliossomatico (WRT/E: relagdo tlbulo/epitélioOs dados s&o
gfgag)e:\ssos como média e desvio-padréo. Letras igasidinhas indicam semelhanca estatistica entgeugos (p >
Na (tabela 6) encontram-se as médias dos grupos, quanto nadraliédos tubulos
seminiferos (DT), diametro limenLu), aktura do epitélio seminiferdAE), comprimento dos
tlbulos seminiferos por testiculo (CT) e por grama de ulest{€T/gl). Enquanto os valores
médios para diametro dos tubulos seminiferos, altura do emfanifero, comprimento dos
tlbulos seminiferos por testiculo e por grama de testiculo, namna entre os grupos (p>0,05),
o diametro do limen foi maior nos animais tratados com Rounghap® dias, quando comparado

ao valor médio obtido para os animais do grupo controle (p<0,05).
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TABELA 6. DIAMETRO DOS TUBULOS SEMINIFEROS (DT), ALTURA DO MTELIO SEMINIFERO (AE),
DIAMETRO DO LUMEN (Lu), COMPRIMENTOS DOS TUBULOS SENIFEROS (CT) E POR GRAMA DE
TESTICULO (CT/gT)‘DE A. LITURATUSEXPOSTO AO ROUNDUP®.

GRUPOS DT (um) AE (um) Lu (um) CT (m) CT/gT (m)
Controle 311,05 + 33,38 125,96 + 16,25 59,13 +11,09 3,79 +2,02 7,82 +4,08
Tratado 337,05 + 21,7 118,94 + 10,48 99,17 +11,73 351 +0985 8,79 + 1,07

DT: diametro dos tabulos seminiferqan, AE: altura do epitélio seminiferquif), Lu: didmetro do lamenufr), CT:
comprimentos dos tubulos seminifero9 @T/gT: comprimentos dos tubulos seminiferos por gramasiéculo (m)
Os dados séo expressos como média e desvio-padtés. iguais na coluna indicam semelhanca estatisttre os
grupos (p > 0,05).

A andlise histolégica dos testiculos dos morcegos mostrou que todasiness,
independente do grupo, apresentaram tubulos seminiferos int&gsosnimais tratados com
Roundup® por 3 dias, apresentaram morfologia anormal no diametrdimao. Células
germinativas em diferentes estagios da espermatogéh@sel)( Embora quantificados, todos os

animais do grupo tratado exibiram vacuolizacdo em células dioegeminiero.

Figura 1: Secgles transversais do
testiculo de Artibeus lituratus tratados
com Roundup ® evidenciando o tibulo
seminifero.

| A- grupo controle; B: grupo tratado 3 dias
com Roundup ®; C: Medigdes da altura
do epitélio (AE); diametro do lamen (Lu);
diagmetro dos tubulos seminiferos (DT)
nos grupos. = : limen; EP: epitélio
seminifero; : tunica propria; Azul de
toluidina - borato de sodio 1%. Barra:
50pm.
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4.2.3 Avaliacdo morfométrica dos elementos do intertibulo

Em relagdo a morfometria do intertibulo, a propor¢do volumétrica de ocupagdo por cada
um dos elementos mtertubulares estd mostrada na (tabela 7). Entretanto, ao se analisar, observou-
se aumento significativo comparado com o grupo controle das seguintes propor¢des nos animais
tratados com Roundup® por 3 dias, o percentual de célula de Leydig e do nucleo dessas células no
mtertibulo, proporcao de citoplasma de célula de Leydig no mntertibulo e percentual de espago
lnfitico no mtertibulo (p>0,05).

TABELA 7. PERCENTUAIS DE CELULA DE LEYDIG (L) E DE COMPONENTESDO COMPARTIMENTO
INTERTUBULAR DOS TESTICULOS DEA. LITURATUSEXPOSTOS AO ROUNDUP®.

GRUPOS L (%) NL (%) CL (%) VS (%) EL (%) TC (%) MAC (%)
Controle 0,58 0,27 0,15 +0,08 044 +0,23 0,04 +0,0t 022 +0,12 0,009 + 0,008 0,004 + 0,002
Tratados 1,28 +0,28 0,37 +0,09 0,91 +0,15 0,03 +0,008 0,50 +0,12 0,012 + 0,006 0,005 + 0,003

L: célula de Leydig (%); NL: ntcleo de célula de Leydig (%); CL: citoplasma de célula de Leydig; VS: vaso sanguineo
(%); EL: espaco linfatico (%); TC: tecido conjuntivo (%); MAC: macrofagos (%). Os dados s&o expressos como
média e desvio-padrao. Letras iguais na colunaamlisemelhanca estatistica entre os grupos (b 0,0

Considerando-se o volume médio total de cada elemento do intertibulo no parénquima testicular,
mostrados na (tabela 8), nos animais tratados com Roundup® por 3 dias, apresentaram diferengas
entre as médias, volume do nucleo de célula de Leydig (VNL) e volume do espago linfatico (VEL);
(p>0,05).

TABELA 8. VOLUME TOTAL (ML) DE CELULA DE LEYDIG (L), NUCLEO DE CELULA DE LEYDIG (VNL),
CITOPLASMA DE CELULA DE LEYDIG (VCL), VASO SANGUINEO (WS), ESPACO LINFATICO (VE),

TECIDO CONJUNTIVO (VTC) E MACROFAGOS (VWMAC) NO PARENQUIMA TESTICULAR DEA.
LITURATUS EXPOSTOS AO ROUNDUP®.

PARAMETROS CONTROLE TRATADOS
VL (mL) 0,0019 + 0,001% 0,0048 + 0,0023
VNL (mL) 0,0004 + 0,0008 0,0014 + 0,0007
VCL (mL) 0,0015 + 0,001% 0,0033 + 0,001
WS (mL) 0,028 + 0,017 0,041 + 0,021
VEL (mL) 0,0005 + 0,0008 0,0018 + 0,0008
VTC (x 106 mL) 25,0 + 140 39,0 + 150
VMAC (x 106 mL) 16,0 + 100° 160 +802

Os dados séo expressos como média e desvio-padiés. iguais nas linhas indicam semelhanca ettaténtre os
grupos (p > 0,05).
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A analise histologica da regido do intertibulo do testiculo dos morcegos mostrou que
todos os animais, do grupo tratado com Roundup® por 3 dias, apresentaram alteracdes, em relagdo
ao formato das células de Leydig, aumento do numero de células de Leydig, percentual de nicleo
de Leydig e do citoplasma de Leydig. Pode-se observados todos os seus componentes e as

diferencas comparado com o grupo controle (p > 0,05).Fig. 2).

Figura 2: Seccdes transversais do
testiculo de

A. lituratus tratados com Roundup ®
mostrando o intertubulo. A: grupo
controle; B: grupo tratado com Roundup
®:; C: medicoes do (DL) diametro do
nucleo de leydig (um) . TS: tabulo
seminifero; I: intertibulo; mws: vaso
sanguineo; L: células de Leydig: C:
citoplasma de célula de Leydig: P :
nucleo de célula de Leydig: *: espaco
linfético; : tecido conjuntivo. Azul de
toluidina - borato de sodio 1%. Barra:

10pm.

4.2.4AMorfometria de células de Leydig

Os resultados as médias dos grupos em relacdo ao diametro dectednla de Leydig,
volumes nuclear e citoplasmético de célula de Leydig, volehdar de Leydig e volume de célula
de Leydig por grama de testiculo estdo descritos na (tapefni®ais tratadogom Roundup®
por 3 dias apresentaram valores médios para didmetro nuclear e solmuelear, citoplasmético

e celular) das células de Leydig sem diferenca entrgsupss (p<0,05)O valor médio referente
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ao numero de células de Leydig (N° L) e por grama de fes{bli L/gT) foi maior nos animais
tratados conRoundup® por 3 dias (Tab. 10) quando comparado ao controle (p<0,05). Nao foram
observadas diferencas entre as médias dos grupos em relagdiceadejigossomatico (p>0,05;
Tab. 10.

TABELA 9. DIAMETRO NUCLEAR (DL) E VOLUMES NUCLEAR (WN), CITORASMATICO (VCl) E
CELULAR (VCL) DAS CELULAS DE LEYDIG, DEA.LITURATUSEXPOSTOS AO ROUNDUP®.

GRUPOS DL (um) VN (umd) VCI| (umd) VCL (umd)
Controle 6,43 0,60 142,01 +43356 44199 +292,82 584,00 + 335,96
Tratados 6,31 +0,24 131,97 +1515 327,63 + 44,48 459,60 + 46,97

Os dados séo expressos como média e desvio-padtés. iguais na coluna indicam semelhanca estatistitre os
grupos (p > 0,05).

TABELA 10. NUMERO DE CELULAS DE LEYDIG (N° L), NUMERO DE CELUAS DE LEYDIG POR GRAMA
DE TESTICULO (N° L/gT) E DO INDICE LEYDIGOSSOMATICO(ILS) EM A. LITURATUS EXPOSTOS AO
ROUNDUP®.

GRUPOS N° L N° L/igT LS (%)
Controle 3,42 +2,59 6,94 + 4,93 0,003 + 0,002
Tratados 10,72 + 6,18 24,71 + 5,63 0,006 + 0,003

Os dados sao expressos como média e desvio-padiés. iguais na coluna indicam semelhanca estatisttre os
grupos (p > 0,05).

4.2.5NUmero corrigido de células do epitélio seminifero no estadio 1.

Os resuttados das medias dos grupos, referentes aos nUumendgdosorde
espermatogénia tipo A (EG), Preleptoteno/Leptéteno (P/L), Paquit@Q), espermatide
arredondada (EA), de Sertoli, e de germinativas (G), podem sevauhizena (tabela 11). Animais
tratadoscom Roundup® por 3 dias apresentaram valores médios com diferenga significativa
quando comparado ao controle, com diminuicdes nos nimeros corrigideped®atogbnia tipo
A (EG), preleptoteno/leptoteno (P/eXde Sertoli (p<0,05).

O valor médio referente ao nimero de células de Sertoli \M%p8r grama de testiculo
(N° S/gT) ndo foram observadas diferencas nas médias do dgapanimais tratados com

Roundup® por 3 dias (Tab. 12) quando comparado ao controle (p<0,05).
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TABELA 11. NUMERO CORRIGIDO DE CELULAS DO EPITELIO SEMINIFER NO ESTADIO 1 DEA.
LITURATUS EXPOSTOS AO ROUNDUP®.

GRUPOS EG PL PQ EA Sertoli G
Controle 333 +069 297 +066 11,35 +2534 1827 +3,06 58,40 +5,72 3593 +5,72
Tratados 1,79 +028 173 +049 985 +203 1503 +5338 4201 +6,31 2843 + 6,84

Os dados sao expressos como média e desvio-padiéas. iguais na coluna indicam semelhanca estatisttre os
grupos (p > 0,05).

TABELA 12. NUMERO DE CELULAS DE SERTOLI (N° S), NUMERO DE CHLAS DE SERTOLI POR
GRAMA DE TESTICULO (N° S/gT) [E A. LITURATUSEXPOSTOS AO ROUNDUP®.

GRUPOS N° ST X 1¢# N° S/gT
Controle 76,0 + 4507 0,00021 +0,00020
Tratados 49,0 £ 177 0,00012 + 0,00062

Os dados séo expressos como média e desvio-padtés. iguais na coluna indicam semelhanca estatisttre os
grupos (p > 0,05).

4.2.6Rendimento intrinseco da espermatogénese.

Osresultados referentésmedias dos indices mitético (Mit), meidtico (Mei), Sertid),
rendimento geral da espermatogénese (RG3pacidade total da célula de Sertoli (CSS), podem
ser observados na (tabela 13). Animais tratages Roundup® por 3 dias ndo apresentaram

diferencas quando comparado ao controle (p<0,05).

TABELA 13.RESERVA ESPERMATICA TESTICULAR (RET), E POR GRAMABDTESTICULO (RET/gT) EM
A. LITURATUSEXPOSTOS AO ROUNDUP®

GRUPOS Mit Mei IS RG CSS
Controle 0,90 £0,22 1,64 +0,29 0,31 £0,04 5,64 +1,47 0,61 +0,04
Tratados 0,95 +0,28 1,49 +0,26 0,36 +0,12 8,63 + 3,88 0,68 +0,17

Os dados séo expressos como média e desvio-padtés. iguais na coluna indicam semelhanca estatisttre os
grupos (p > 0,05).
4.2.7Reserva espermatica testicular

Os resultados referentés medias da reserva testicular (RET), e por grama deutest
podem ser observadas na (tabela 14). Animais tratadoms Roundup® por 3 dias, nao

apresentaram diferencas quando comparado ao controle (p<0,05).
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TABELA 14.RESERVA ESPERMATICA TESTICULAR (RET), E POR GRAMABDTESTICULO (RETGT) EM
A. LITURATUSEXPOSTOS AO ROUNDUP®

GRUPOS RET RET/gT
Controle 23,0 £15,6 67,0 £9,6
Tratados 18,0 £11,8 43,0 £10,6

Os dados sao expressos como média e desvio-padiéas. iguais na coluna indicam semelhanca estatisttre os
grupos (p > 0,05).

4. 3ESTRESSE OXIDATIVO

4.3.1Enzimas SOD e CAT

Os resutados referentésmedias da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD;
Fig. 3 A) e catalase (CAT; Fig. 3 B) (U/ mg proteinayimgis tratadogom Roundup® por 3
dias, mostraram aumento nas enzimas (SOD) e (CAT) quando compayambmtrole (p<0,05).

FIGURA 3. ATMDADE DAS ENZIMAS SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD; AE CATALASE (CAT; B)
(U/ MG PROTEINA) NOS TESTICULODE A. LITURATUSEXPOSTOS AO ROUNDUP®.
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Os dados sédo expressos como média e desvio-padtéas iguais indicam semelhanca estatistica ergtrgrupos
(p>0,05).
4.3.2Atvidade da enzima Glutationa-S-Transferase (GST).

Osresultados referenteésmedias da atividade da enzima glutationa-s-transferaSa) (G
podem ser observados na (figura 4). Animais tratadosRoundup® por 3 dias, NnA0 mostraram

aumento na atividade da enzima (GST) quando comparado aoecdptr6|05).
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FIGURA 4. ATMDADE DA ENZIMA GLUTATIONA- S- TRANSFERASE (GST)NOS TESTICULO DEA.
LITURATUS EXPOSTOS AO ROUNDUP®.
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Os dados sédo expressos como média e desvio-padtéas iguais indicam semelhanca estatistica erstrgrupos
(p>0,05).
4.3.3Atvidade do produto Malondialdeido (MDA).

Os resultados referenteds medias da atividade do produto da peroxidacdo lipidica
(MDA) podem ser observados na (figurg. Animais tratadoscom Roundup® por 3 dias, ndo
mostraram aumento na atividade do produto malondialdeido (MDA) quemkhparado ao

controle (p<0,05).

FIGURA 5. ATIMDADE DO PRODUTO MALONDIALDEIDO (MDA).NOS TESTICULO DEA.
LITURATUS EXPOSTOS AO ROUNDUP®.
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Os dados sédo expressos como média e desvio-padtéas iguais indicam semelhanca estatistica ergtrgrupos
(p>0,05).
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4.3.4Concentracao de proteinas carboniladas (PC)

Em relacdoasmedias da atividade da oxidacdo de proteinas carboniadas (PC), que pode
se observar na (figura 6). Houve um aumento significaimo animais tratadosom Roundup®

por 3 dias, quando comparados ao controle (p<0,05).

FIGURA 6. ATIMDADE DE PROTEINA CARBONILADA (PC) NOS TESTICUO DE A. LITURATUS
EXPOSTOS AO ROUNDUP®.
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Os dados séo expressos como média e desvio-padtéas iguais indicam semelhanca estatistica erstrgrupos
(p>0,05).

4.3.5Proteina total
Em relacdo as medias da concentracdo de proteinas total, que pbdersar na (figura

7). Houve uma diminuicdo significativa da quantidade de proteinhnimg animais tratadasm

Roundup® por 3 dias, em relagdo ao controle (p<0,05).
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FIGURA 7. QUANTIDADE DE PROTEINA TOTAL NOS TESTICULO DEA. LITURATUSEXPOSTOS AO
ROUNDUP®.
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Os dados sédo expressos como média e desvio-padtéas iguais indicam semelhanca estatistica ergtrgrupos
(p>0,05).

5DISCUSSAO

No presente estudo, foram investigados os efeitos de upwsigdo de curto-prazo a
baixas concentracfes de uma formulacdo comercial, herbicidaglif@sato (Roundu) sobre a
toxicidade reprodutiva de morcegos frugivoros. Foi testada @mtcagio recomendada pelo
fabricante, para utilizacdo em determinadas culturas, ocobjetivo de simular as condicbes que
0S animais encontram na natureza.

Segundo Doliner (1991), o dlfosato n&o gera bioacumulagcdo no derpaimais, @
molécula ativa do glifosato € rapidamente excretada nas (B2e80%) e o restante € excretado
em proporgdes menores, eliminadas na urina (7-31%). Aindaestgti®, a meia-vida do glifosato
no organismo de ratos € curta, sendo que 95% do composto atmvmaddimi8 horas apds
administracdo. As administracbes de doses repetidas de (liftsadoém ndo apresentam
manifestacdo de bioacumulo (Wiliams et. al. 2000).

No presente estudo, observamos que morcegos expostos ao herbiodatogl
apresentaram uma diminuicdo do peso corporal ao final do tratanBsttmlos em ratos tratados
com o mesmo agrotoxico, em baixas e altas doses (5, 50, 500 mg/kg/dia)epmanass também

reportaram perda de peso em animais expostos (Pengyuan et al. 2016).
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Em relacdo a toxicidade reprodutiva, mais especificamentepadésnetros tubulares,
observou-se um aumento significativo do diametro, da area edanagem do limen no grupo
tratado. Este aumento pode estar refietindo um acumulo ddedigsegregados, devido a lesbes
na célula de Sertoli, causexpor possiveis danos sofridos, resutando em um aumento dos fluidos,
ja que a células de Sertoli participam da instauracdo daefuale oclusdo que formam a barreira
hematotesticular e formacdo dodin tubular devido a secrecéo de fluid@serr et al. 2006).

O percentual de tanica propria, por sua vez, apresentou umaliciim em relacdo ao
controle, resutado que esta de acordo com o esperado, ja quea héelapdo inversamente
proporcional do percentual de tinica propria e limen.

Em relacdo aos parametros didmetro do tdbulo e altura do epi&dohouve diferenca
entre 0S grupos controle tratados. Entretanto, a relaca@-épitelio (RT/E) apresentou um
aumento significativo em animais tratados, indicando que, quaadladas conjuntamente, houve
aumento do tdbulo e diminuicdo do epitélo germinativo apdés amneata com glifosato,
sugerindo dano ao epitélio. Estes resuttados concordam com efeitodrados por Romano et al.
(2010) em ratos que receberam as doses de 5, 50 e 250mg/kg de difiarsate o periodo pré-
pubere. @animais expostos apresentaram aumento do diametro luminaineicho do epitélio
germinativo devido ao efeito anti-androgénico deste herbicidam Assno no presente estudo, 0s
resultados sugerem que as principais alteracbes encontreatagam no epitélio germinativo.

Em relagdo aos parametros intertubulares, observou-se m@ntau no volume e
percentual de nicleo da célula de Leydig, bem como na pageentde citoplasma da célulae d
Leydig e na porcentagem de células de Leydig, assim comoondiedreydig e nimero de Leydig
por grama de testiculo em animais tratados, apesar do diadatraélulas de Leydig ndo ter
apresentado altteracées entre os grupos. Neste estudo ndo fadeestestosterona em soro, mas
uma hipotese que explicaria este efeito seria um mewanmMpensatério do organismo, pela
possivel reducdo na secrecdo de testosterona induzida pelgdexpas glifosato, j& que isto
poderia aumentar a porcentagem e numero de células de hdydgumento na secrecao de
hormbnio luteinizante (LH). Tem sido reportado que animais exp@stagifosato apresentam
gueda nas concentracfes plasmaticas de testosterona, deudlaa@is como um desregulador
enddcrino (Benachour; Séralini 200Romano et al. 2008; 2010). Este pesticida € capaz de
mimetizar a funcdo de um hormdnio natural nos seres vivosbuanatividade normal do préprio

hormdnio. Segundo Romano et al. (2010) o glfosato provocou queda da produgstostiervna,
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altura do epitélio e diametro darién. De acordo com Clair et al. (2012), a exposicdo de células
do testiculo de ratos ao glfosato, em doses baixas, leva a umaigdin de 35% da concentracéo
de testosteronain vitro. Baixos niveis de testosterona, também afetam diretamante
espermatogénese, epididimo, vesicula seminal e a manutengétrigd® do esperma, devido a
diminuicdo das secrecdes dos liquidos necessarios para sua boadumc@nsequéncia, isto pode
gerar efeitos sobre o sistema reprodutor incluindo malformagdaleracdes epigenéticas nas
futuras descendéncias (Meistrich et al. 1975; Romano et al. 2012).

Em relacdo as contagens de células do estadio 1, houve dioimdgalimero corrigido
de célula de Sertoli, espermatogbnia e espermatocito na fasslegopendeptdteno nos animais
tratados em relacdo ao controle.

As células de Sertol, quando maduras, passam a participar offargméo de
espermatécitos primarios e formagdo das juncbes de oclusdo ogquamf a barreira
hematotesticular. As espermatogdnias e espermatocito naldapecleptdteno/leptéteno foram
alvos de lesbes causadas por exposicdo ao glifosato (Francaae 23206).

Além disso, o surfactante nonifenol, um importanntaminante presente na
formulacdo comercial contendo glifosato, alterou drasticam@nterfologia das células de Sertoli,

a homeostase de €ae levouaapoptose da célula de Sertoli em ratos apés a exposicdo (Gong et
al. 2009). De fato, as células de Sertoli parecem ser afetadageptes toxicos, mesmo do que as
células germinativas mais avancadas, provavelmente porqas esbstancias passam
necessariamente pelas células de Sertoli antes deeatings células espermatogénicas, além disso
as células que ficaram no ambiente basal. Em nosso estuéopo tle tratamento nao foi
suficiente para observar mudancas nas linhagens celui@s avancados da espermatogénese.

Em relacdo aos marcadores de estresse oxidativo, utlizamosasiezamas e produtos
em virtude de se obter uma avaliacdo mais ampla e completdamilus causados pelo glifosato na
reproducdo do morcegArtibeus lituratusgerados por estresse oxidativo celular. As formulagdes
de glfosato contém tenso ativos, que podem aumentar sdmacitie passagem intracelular
provavelmente pelo mecanismo resutante das interagOes meinbrana celular e surfactante,
causando rapida penetracdo (Gehin et al. 2006). O ®rissdo considerados uns dos maiores
estimulantes de espécies reativas de oxigénio (EROs) mit@iend€Cavali et al. 2013). Estes
autores observaram que, em células de Sertoli expostas a 36 Rpondep® durante 30 minutos,

tanto o influxo da enzima lactato desidrogenasse (LDH) quanfbertacdo de Ca foram
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aumentadosO C&* provocou sobrecarga, desequilibrio redox, perturbacdes das viaalizecsio
celular e morte celular nos testiculos de ratos.

Neste estudo, foram observadas alieracbes nas enzimasdamtEs; com aumento das
atvidades de SOD e CAT em morcegos tratados em relagéo temeco® aumento da atividade
destas enzimas pode ter ocorrido devido ao aumento das EROss gpmdeetaboltos do
Roundup® na corrente sanguinea, atingindo as células diosldes Nesta hipotese, contesta
uma possivel injuria celular, a SOD e CAT, como mecanismdefdsa, aumentam sua atividade
para reestabelecer as condicdes homeostéticas ideais paghileas A SOD ataca o radical
superoxido (@) gerando entdo, perdxido de hidrogénioo@b). Em seguida, a CAT atua sobre o
peroxido de hidrogénio @D2), que reduz a moléculas de®+ O que j& podem ser eliminadas
sem causar danos (Turner e Lyslak 2008).

Corroborando os achados da lteratura sobre os efeitos da exposigifmsato no
sistema de defesa antioxidante (Shivakumar et al. 1991), os messisdos mostraram que a
atvidade da CAT e SOD foram aumentadas em animaisddstandicando possivel dano
oxidativo celular.

Além disso, quando a primeira linha de defesa do corpo é iesici entdo as EROs
podem ainda causar lesbes, ao atingir as proteinas e dasss de moléculas, em fungcdo da
oxidacdo. Esta adicdo gera uma disfuncdo na proteina, e dasnae podem reparar-se,
permanecem inativas e o corpo as degrada ou as acumula €Pay02006). Em nosso trabalho,
observamos um aumento da proteina carbonilada em relacdo aolecoimdicando esta
ineficiéncia das enzimas antioxidantes no combate as ERC&nadinente, observamos também
uma queda na quantidade de proteina total contida no testicalkimadés tratados com glifosato,
em comparacdo ao grupo controle. Outros autores observaram ¢dimindé proteina total em
testiculo, por dano causado por berilio. Os autores reportarara djminuicdo do contetudo de
glicogénio e proteinas totais corresponde a inibicdo da espermatgésepressao da funcdo das
células de Leydig. A maturacdo do esperma e as fungcbeduldade Leydig sdo suprimidos por
fata de carboidratos. A diminuicdo de proteinas € conhecida psarcama diminuicdo da
producdo de andrdgenos nos testiculos de ratos adultos e podedses fatores na inibicdo da
esteroidegénese (Mathur et al. 1998). A diminuicdo nas proteisas em nosso estudo, podem

acontecer por um desequilibrio referido antes, ocasionado peldagéiio do Roundup® na
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corrente sanguinea. As EROs sdo moléculas altamenfeageatpodem causar danos tanto as

proteinas quanto ao DNA (Zhu et al. 2012).

6 CONCLUSAO

ApoOs da avalacdo dos efeitos da exposicdo a doses recomendadébrpelnte da
formulacdo comercial de glifosato Roundup® em morcegos frugivamibeus lituratuspor 3
dias, verificou-se presenca de alteracdes nas medicesogiodsl e morfométricas do testiculo
como aumento do limen, o aumento da porcentagem de célula de bedidippuicdo do nimero
de espermatogbnia, espermatécito em fase de preleptéteno/leptétediula de Sertoli. Os
indicadores de estresse oxidativo também sofreram alteragbessgosta ao Roundup®, como o
aumento das atividades das enzimas antioxidantes, como suped@kiddgase (SOD), catalase
(CAT), também da concentracdo de proteinas carboniladas eapmnta proteina total. Desta
forma, concluimos que mesmo uma exposicdo de curto-prazo kedsitida Roundup® a base
de glfosato foi suficiente para induzir diversas alterag@eglares nos testiculos de morcegos
frugivoros, que, a longo prazo, poderiam prejudicar a reproducao antpod manutencdo das
populacdes sivestres desta espécie de importante valor exoldtgtudos mais abrangentes,
incluindo a exposicdo crbnica ao pesticida, mais fiéis aadali enfrentada pelos animais na
natureza (exposicdo continua por todo o periodo de vida do aniwalesessarios para uma

melhor avalacdo dos efeitos deste herbicida em espéoisdrsd/ ndo-alvo.
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