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RESUMO

O uso de pesticidas tem crescido no Brasil, consolidando o pais como o que mais utiliza
esses compostos no mundo em dados absolutos. O tebuconazol € um pesticida utilizado para
controlar fungos, considerados pragas agricolas, e ja € conhecido seu efeito danoso no sistema
reprodutivo de ratos e morcegos. O extrato de Ficus carica possui componentes bioativos
antioxidantes e vem sendo utilizado em estudos para compreender seus efeitos frente a
toxicidade de contaminantes. O objetivo desse trabalho foi analisar a morfologia do intestino
delgado de espécimes de Artibeus lituratus para revelar provdveis alteragdes provocadas pelo
tebuconazol e o possivel efeito protetor do extrato de F. carica. Machos adultos foram
capturados em um fragmento de Mata Atlantica na regido de Vigosa, MG e mantidos em
cativeiro por 4 dias para adaptacdo, recebendo dieta variada de frutas. Apds isso, foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos: 1) CTL (controle): morcegos receberam mamao
puro; 2) DMSO: morcegos receberam mamao tratado com calda de dimetil sulféxido (DMSO);
3) TEB: morcegos receberam mamao tratado com calda de Folicur® (tebuconazol) a 0,1%; e
4) TEBFC: morcegos receberam mamao tratado com calda do fungicida a 0,1% e extrato de
Ficus carica a 20% em uma solucdo de 1,25% de DMSO (solubilizante do extrato vegetal). Os
animais foram expostos por sete dias e, depois, eutanasiados por decapitacdo. Fragmentos do
intestino delgado foram processados para confeccao de laminas histolégicas que foram coradas
com azul de toluidina para a morfometria dos constituintes da parede intestinal, e com acido
periddico de Schiff conjugado com Alcian blue (PAS/AB) para a identificacdo e contagem de
mucinas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico de Kruskal-Wallis e ao teste
post hoc de comparacdes multiplas de Dunn. No duodeno, observou-se que a espessura da
camada mucosa e a altura das vilosidades foram menores no grupo tratado TEB em relacdo aos
grupos CTL (controle) e DMSO. A profundidade da cripta foi menor no grupo TEBFC
comparado com CTL e DMSO e menor no grupo TEB comparado ao grupo CTL. O grupo TEB
apresentou reducdo na quantidade de mucinas totais quando comparado com os grupos CTL e
TEBFC. No jejuno, a camada muscular teve aumento de sua espessura no grupo TEB quando
comparado com os grupos CTL, DMSO e TEBFC. A cripta sofreu redu¢do no grupo TEBFC
quando comparado com os demais. O grupo TEBFC apresentou aumento das mucinas totais
quando comparado com os grupos CTL e DMSO. No ileo, a mucosa, as vilosidades e as criptas
sofreram reducao no grupo DMSO em relag¢do aos demais. A camada muscular também sofreu

aumento em todos os grupos comparados com o controle CTL. O grupo TEBFC apresentou



maiores quantidades de mucinas totais que os grupos CLT e DMSO. Todos esses resultados
indicam que o tebuconazol causa efeitos adversos em alguns parametros da morfologia do
intestino delgado, podendo comprometer tanto o trinsito intestinal quanto a absor¢do de
nutrientes, especialmente quando provoca a reducdo da camada mucosa e o espessamento da
camada muscular. O extrato vegetal de Ficus carica ndo teve o efeito protetor esperado na
maioria dos parametros avaliados e, em alguns deles, somou-se ao tebuconazol na causa de

efeitos adversos.

Palavras-chave: morfologia; ecotoxicologia; tubo digestivo



ABSTRACT

The use of pesticides has been growing in Brazil, consolidating the country as the one
that uses the most these compounds in the world in absolute dada. Tebuconazole is a pesticide
used to control fungi, considered agricultural pests, and its harmful effects on the reproductive
system of rats and bats are already known. Ficus carica extract has antioxidante bioactive
componentes and has been used in studies to understand its effects on the toxicity of
contaminants. The objective of this study was to analyze the morhology of the small intestine
of specimens of Artibeus lituratus to revealprobable changes caused by tebuconazole and the
possible protective effect of F. carica extract. Adult males were captured in a fragmente of
Atlantic Forest in the region of Vicosa-MG, and kept in captivity for 4 days for adaptation,
receiving a varied diet of fruits. After that, they were randomly divided into four groups: 1)
CTL (control): bats received pure papaya; 2) DMSO: bats received papaya treated with
dimethyl sulfoxide (DMSO) syrup; 3) TEB: bats received papaya treated with 0.1% Folicur®
(tebuconazole) solution; and 4) TEBFC: bats received papaya treated with 0.1% fungicide
solution and 20% Ficus carica extract in a 1.25% DMSO solution (solubilizer of the plant
extract). The animals were exposed for seven days and, then, euthanized by decapitation.
Fragments of the small intestine were processed to prepare histological slides that were stained
with toluidine blue for morphometry of the constituents of the intestine wall, and with periodic
acid-Schiff conjugated with Alcian blue (PAS/AB) for identification and counting of mucins.
Tha data obtained were subjected to the Kruskal-Wallis statiscal test and Dunn’s post hoc
multiple comparisons test. In the duodenum, it was observed that the thickness of the mucous
layer and the height of the villi were lower in the TEB treated group compared to the CTL
(control) and DMSO groups. The crypt depth was lower in the TEBFC group compared to the
CTL and DMSO and lower in the TEB group compared to the CTL group. The TEB group
showed a reduction in the amount of total mucins when compared to the CTL and TEBFC
groups. In the jejunum, the muscular layer had na increase in its thickness in the TEB group
when compared to the CTL, DMSO and TEBFC groups. The crypt was reduced in the TEBFC
group when compared to the others. The TEBFC group showed na increase in total mucins
when compared to the CTL and DMSO groups. In the ileum, the mucosa, villi and crypts were
reduced in the DMSO group compared to the others. The muscular layer also increased in all
groups compared to the CTL control. The TEBFC group presented higher amounts of total

mucins than the CTL and DMSO groups. All these results indicate that tebuconazole causes



adverse effects on some parameters of the morphology of the small intestine, which may
compromisse both intestinal transit and nutritient absorption, especially when it causes a
reduction in the mucosal layer and the thickening of the muscular layer. Tha plant extract of
Ficus carica did not have the expected protectve effect in most of the parameters evaluated and,

in some of them, it added to tebuconazole in causing adverse effects.

Key-words: morphology; ecotoxicology; digesctive tube.
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11
1 INTRODUCAO
1.1 Pesticidas e o fungicida tebuconazol

Pesticidas sdo agentes quimicos que compdem ativamente produtos que tem o objetivo
de controlar pragas que afetam a saude ptiblica e a produtividade agropecudria (PINTO;
JARDIM, 2002). A utilizacdo recorrente de pesticidas causa impactos variados ao meio
ambiente e a organismos ndo-alvo (MANCINI, WOODCOCK; ISAAC, 2019). Ainda, a
permanéncia desses defensivos no ambiente contamina o solo, a d4gua e os alimentos, fazendo
com que os animais € os seres humanos fiquem em contato constante com esses compostos

(REBELO; CALDAS, 2014).

O uso de pesticidas no Brasil tem crescido ano apds ano, consolidando o pais como o
que mais faz uso dessas substancias no mundo em dados absolutos, atingindo as marcas de
400.000 toneladas em 2015 e 719.507 toneladas em 2021 (FAOSTAT, 2018 e 2024). De acordo
com dados da FAO (Food and Agriculture Organization), em 2021 foram usados no Brasil
3,31kg de agrotéxicos por pessoa; enquanto nos Estados Unidos, segundo maior usudrio, foram
1,36kg de agrotoxico por pessoa (FAO, 2021). Nesse mesmo ano, o Ministério de Agricultura
aprovou o registro de 562 agrotoxicos, batendo um recorde desde o inicio da série historica,

que comecgou no ano 2000.

Dentre as classes de pesticidas, o Tebuconazol (TEB), alvo desse estudo, € classificado
como fungicida, sendo utilizado para controlar fungos considerados pragas agricolas (YANG
et al., 2018). O TEB (C16H22CIN30O) pertence a classe dos fungicidas triazdis e possuem
estabilidade quimica e fotoquimica, baixa biodegradabilidade e podem ser facilmente
transportados (KAHLE et al., 2008). E utilizado amplamente em diversas culturas no Brasil,
como arroz, cevada, banana, café, cenoura e soja. Possui um modo de acao sist€mico, ou seja,
percorre todas as partes da planta (ANVISA, 2010). Quando aplicado, atua inibindo o
ergosterol, componente estrutural da membrana plasmética dos fungos, inviabilizando a

sobrevivéncia e reproducdo dos mesmos (MENEGOLA et al., 20006).

O TEB ¢ classificado como defensivo de periculosidade classe II, sendo altamente
toxico para organismos aqudaticos. Em peixes zebra expostos a doses comerciais por 96h, TEB
induziu estresse oxidativo no figado, apoptose de células hepdticas, genotoxicidade e mutagcdes
(LI et al. 2020). J4 em ratos também expostos as mesmas doses, observou-se atividade
antiandrogénica, alteracdo no desenvolvimento neurolégico, comprometimento do sistema

imunolégico e maior taxa de aborto (MOSER et al., 2001; TAXVIG et al., 2007; YANG et al.,
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2018). Em um estudo com morcegos expostos por 30 dias, TEB teve efeitos adversos nas
células de Leydig, prejudicando a reproducdo da espécie (MACHADO-NEVES et al., 2018).
Em outro estudo, morcegosArtibeus lituratus expostos por sete dias ao fungicida tebuconazol
apresentaram extresse oxidativo no miusculo peitoral, figado e testiculo, histopatologias

hepdticas e alteracdes hormonais (aumento na testosterona) (FREITAS et al., 2021).
1.2 Biologia e ecologia dos quirépteros

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera, unica ordem de mamiferos voadores.
Ocupam uma variedade de nichos alimentares, apresentando significativa importancia no
equilibrio de ecossistemas, atuando como polinizadores, dispersores de sementes ou
controladores de outras espécies de animais (REIS et al., 2011). No Brasil, sdo encontradas 181

espécies de morcego, distribuidas em 9 familias (GARBINO et al., 2020).

Os morcegos insetivoros e frugivoros estdo em contato constante com pesticidas que
sdao utilizados largamente na agricultura, principalmente durante o forrageio (ZALLER;
BRUHL, 2019; DE SOUZA el al., 2020), o que pode afetar esses animais tdo sensiveis a essa
exposicdo a doses de campo (STECHERT et al., 2014), podendo ocasionar efeitos adversos nos
sistemas digestorio e reprodutor (FREITAS et al, 2021). Os poucos estudos envolvendo
pesticidas e morcegos demonstram que os pesticidas podem afetar o crescimento e a reprodugao
desses animais (HSIAO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2020; TORQUETTI; GUIMARAES;
SOTO-BLANCO, 2021).

Dentre as espécies de morcegos, Artibeus lituratus é o grande morcego frugivoro;
pertencente a familia Phyllostomidae e possui listras brancas faciais como caracteristica
marcante (PEREIRA et al., 2019). Além disso, essa espécie possui uma cor marrom-escura,
com a parte ventral do corpo sempre mais clara que a dorsal. Sua folha nasal apresenta a borada
inferior da ferradura fusionada medianamente ao 1dbio. Sua membrana interfemoral é larga e
com presenca moderada de pelos, tendo uma pelagem mais densa na parte dorsal (RUI et al.
1999). E nativo das Américas, estando presente desde a América do Norte até a América do Sul
(REIS et al., 2011). Essa espécie consegue consumir 14 milhdes de sementes com potencial de
germinagdo por hectare por dia, contribuido, assim, para a recuperagdo de areas degradadas da
Mata Atlantica (MIKICH et al., 2015). Por serem voadores, os morcegos sao 6timos dispersores
pois conseguem dispersar as sementes a longas distancias e a maior parte dessas sementes
permanecem preservadas durante a digestdo. (MIKICH et al., 2015). Isso traz a esses animais

uma importancia ecoldgica que traz a tona a necessidade de se entender como os pesticidas
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como o tebuconazol podem afetar esses animais e o que pode ser feito para amenizar esses

efeitos.
1.3 Morfofisiologia do intestino delgado de quirépteros

O intestino delgado serve para variadas fungdes. Além da digestdao, promove a absorcao,
osmorregulacdo e até mesmo protecdo. J4 € de notdrio saber que esses animais possuem
adaptacdes em todo o tubo digestivo, apresentando uma relativa reducdo deste quando
comparado com outras ordens de mamiferos (Makanya et al., 2001; Scillitani et al., 2007,
Strobel et al., 2015; Aylward et al., 2019; Silva et al., 2020). Essa diminui¢do do tamanho do
tubo e, consequentemente, do tempo de digestao, confere uma vantagem ao voo desses animais,
otimizando seu gasto energético (Price et al., 2015). Esse padrao comum ndo significa que
outras adaptagdes a nivel de espécie ndo puderam ocorrer no tempo evolutivo, intimamente
relacionadas a grande variedade de dietas que as diferentes espécies de quirépteros possuem

(Tedman & Hall, 1985; Price et al., 2015).

O intestino delgado apresenta inimeras vilosidades de diferentes tamanhos que se
projetam no limen que, juntamente com as microvilosidades do epitélio, aumentam a drea de
superficie do tecido disponivel para absor¢do dos nutrientes (Helander & Findriks, 2014;
Maroux et al., 1988; Shifrin et al., 2012). O epitélio possui uma variedade de células, como

células caliciformes, células de Paneth, células enteroenddcrinas.

As células caliciformes de sintetizam e secretam moléculas bioativas, como mucinas,
formando uma camada de muco sobre o epitélio (Kim & Ho, 2010). O muco é importante na
eliminacdo do conteddo intestinal, no transporte de nutrientes e, além disso, protege o tecido de

lesdes fisicas e quimicas causadas pela ingestdo de alimentos (Dharmani et al., 2009).
1.4 Compostos naturais como atenuantes de toxicidade

Boa parte dos compostos naturais eficazes contra a toxicidade induzida por
contaminantes sdo constituidos por componentes antioxidantes, como os flavonoides,
polifenois, antocianinas, quercetinas, carotenoides e minerais (DEL RE:; JORGE, 2012).
Constituintes da figueira comum (Ficus carica), &rvore da familia Moreacea, nativa da Asia,
possuem compostos bioativos antioxidantes como mineirais, flavonoides e polifendis
(SOLOMON et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009). Portanto, o extrato dos seus constituintes
vem sendo utilizado em estudos para compreender seus efeitos frente a toxicidade causada por

pesticidas e outros contaminantes (KHAN; SULTANA, 2005; MOHAN et al., 2007). Um
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recente estudo demonstrou que o extrato de Ficus carica atenou efeitos adversos causados ao

figado de A. lituratus expostos ao tebuconazol (FREITAS, et al., 2021)
2 OBJETIVOS

Esse estudo teve como objetivo estudar a estrutura morfométrica do intestino delgado
de Artibeus lituratus para avaliar as alteracdes provocadas pelo fungicida tebuconazol, bem

como estudar o efeito protetor do extrato de Ficus carica.
3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta e preparacao de material

A formulacdo comercial do fungicida Folicur® 200 EC, contendo tebuconazol como
ingrediente ativo (200g/L; 21,3% m/v), foi adquirida no Laboratério de Protecdo de Plantas do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), proveniente da
empresa Bayer Crop Science Ltda (Rio Grande do Sul, Brasil). A concentragdo nominal do
fungicida tebuconazol utilizado (0,2 mg/mL de ingrediente ativo (a.i)) corresponde a

recomendacao do fabricante para culturas de frutas.

O material vegetal foi coletado em uma area de Mata Atlantica em Vigosa — MG, sendo
depositada uma exsicata no herbdrio da Universidade Federal de Vigosa (UFV) com o niumero
VIC 31703. O extrato etandlico dos galhos de Ficus carica foi obtido no Laboratério de
Biodiversidade do Departamento de Bioquimica da UFV, seguindo o método descrito por Alves
et al., 2020. As amostras foram desidratadas em estufa ventilada por aproximadamente 72 horas
a40°C e submetidas a uma extragdo exaustiva por percolagdo com etanol 99%. Posteriormente,
o solvente foi removido completamente utilizando um evaporador rotativo sob vacuo a 40°C,

resultando no extrato etandlico seco, conforme descrito por Alves et al. (2020).

Morcegos machos adultos da espécie Artibeus lituratus (n=24) foram capturados em um
fragmento de Mata Atlantica na regido de Vigosa, Minas Gerais (20° 45° 17 Sul, 42° 52° 577
Oeste). A determinacdo da idade dos morcegos foi feita com base no grau de ossificagao das
epifises dos metacarpos e primeiras falanges das asas. Todas as capturas ocorreram durante a
estagcdo chuvosa, no periodo entre outubro de 2018 e margo de 2019, utilizando redes de neblina.
Ap6s a captura, os morcegos foram identificados com base em uma chave dicotomica (Diaz et
al., 2016) e transferidos para o Museu de Zoologia Jodo Moojen da Universidade Federal de
Vigosa. Posteriormente, foram alojados em um morcegéario, composto por o0ito compartimentos

individuais construidos com meias paredes de tela de protecdo, localizado em uma area de
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imersio da Mata Atlantica. Nesse ambiente, os animais foram mantidos em recintos individuais
de 1m3 cada, com apenas um grupo experimental alojado por vez, sujeitos as variagdes sazonais,
de temperatura e de pressdo do ambiente externo. Todos os procedimentos realizados durante
o estudo seguiram as diretrizes éticas estabelecidas pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA) (registro n° 03/2019) e foram aprovados pelo governo
brasileiro (SISBIO, registro n°® 67062-2).

Ap6s a captura, os morcegos foram mantidos em cativeiro por um periodo de 3 a 4 dias
para adaptacdo antes do inicio do experimento. Durante essa fase de adaptacdo, os morcegos
receberam uma dieta variada de frutas (>200 g por animal), incluindo mamao, banana e figo, e
tiveram acesso a dgua ad libitum. As frutas foram lavadas com 4gua e sabdo antes de serem
oferecidas para remover impurezas. Apds o periodo de adaptagdo, os morcegos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos experimentais: 1) Grupo CTL (controle): morcegos receberam
mamao puro; 2) Grupo DMSO: morcegos receberam mamao tratado com calda de dimetil
sulfoxido (DMSO) a 1,25%; 3) Grupo TEB: morcegos receberam mamao tratado com calda de
Folicur® (nome comercial) a 0,1%; e 4) Grupo TEBFC: morcegos que receberam mamao
tratado com calda do fungicida a 0,1% e extrato etandlico de Ficus carica a 20% em uma
solucdo de 1,25% de DMSO (usado para solubilizar o extrato vegetal). Todos os animais foram
expostos por um periodo de sete dias. Os mamodes foram escolhidos como dieta pois os
morcegos aceitam facilmente essa fruta em cativeiro (Amaral et al., 2012). Nos grupos tratados
com o fungicida, o Folicur foi diluido em dgua e pulverizado diariamente sobre toda a casca da
fruta de forma homogénea, seguindo a concentracdo e as instru¢des de uso recomendadas pelo
fabricante, com uma concentracio nominal de 0,2 mg/mL (a.i). Os frutos tratados foram
suspensos durante a secagem para preservar a camada de pesticida formada na casca. Apds a
secagem, os frutos foram cortados ao meio, pesados e oferecidos aos animais com a casca
voltada para cima, para que o contato dos morcegos fosse direto com o pesticida, simulando as
condi¢Oes encontradas na natureza. Os frutos foram oferecidos todas as noites por volta das
18:00 horas. Agua estava disponivel ad libitum durante todo o experimento. O consumo
alimentar foi monitorado diariamente, oferecendo uma quantidade conhecida de fruta para cada
animal (200g), e as sobras foram pesadas no dia seguinte. Apds sete dias de exposicdo, os
morcegos foram eutanasiados por decapitacdo, e em seguida, foram pesados em uma balanca
de precisdo. O trato gastrointestinal foi removido e colocado em solugdo fixadora de formalina

10%.

3.2 Processamento histolégico e morfometria
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Fragmentos das regides cranial (duodeno), média (jejuno) e caudal (ileo) do intestino
delgado foram processados para a inclusdo em resina glicolmetacrilato. O processamento inclui

banhos em série crescente de etanol e posteriormente na resina.

Os fragmentos incluidos em resina foram seccionados em micrétomo rotativo
semiautomdtico para obtencdo de cortes semiseriados de 3um de espessura, com espacamento
de 30um entre eles. Os cortes foram usados na confecc@o das laminas histoldgicas, sendo 10
cortes em cada lamina. As ldminas foram coradas com hematoxilina e eosina ou azul de
toluidina para descricdo e morfometria dos constituintes parietais, e com Acido Periédico de
Schiff conjugado com Alcian Blue (PAS/AB) para identificacdo e quantificacdo de mucinas

neutras (PAS+), acidas (AB+) e mistas (PAS/AB+).

As laminas histolégicas foram fotografadas usando o microscépio Olympus BX-40 e
sistema de captura de imagens, com a objetiva de 4x para as laminas coradas com hematoxilina
e eosina, ou azul de toluidina (5 imagens por 1amina), e objetiva de 40x para as 1aminas coradas
com PAS/AB (20 imagens por lamina). As imagens capturadas serdo analisadas por meio do

software Image Pro-Plus 4.5 ®.

Para a realizagdo da morfometria foram realizadas 12 medi¢des por imagem (n=60
medidas por animal), para os seguintes parametros: altura da parede intestinal; altura das
camadas mucosa, submucosa e muscular; altura da vilosidade; profundidade de cripta e altura

do epitélio.

Para quantificacdo de mucinas foram utilizadas as imagens (n = 20 por animal) obtidas
de cada lamina de PAS/AB, sendo obtidas as areas contendo mucinas neutras (coradas em rosa
—PAS positivas), dcidas (coradas em azul — AB positivas) e mistas (coradas em roxo — PAS/AB
positivas), por meio do método da colorimetria, com os dados expressos em drea de mucinas

por drea de mucosa, em porcentagem.
3.3 Analises estatisticas

Os dados morfométricos foram submetidos primeiramente ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e, tendo falhado a esse teste, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis (a=0,05) e ao teste post hoc de anélises multiplas de Dunn. Foi utilizado o
software PRISM® para a realizag@o dos testes. Os dados foram representados como média e

desvio padrao.

4 RESULTADOS
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4.1 Duodeno

Os resultados histolégicos estdo ilustrados nas figuras 1 e 2 e os dados morfométricos

estdo representados nos graficos 1 e 2.

A espessura da parede e da camada mucosa e o tamanho das vilosidades foram menores
no grupo tratado TEB em relacao aos grupos CTL (controle) e DMSO. A profundidade da cripta
foi menor no grupo TEBFC comparado com CTL e DMSO e no grupo TEB comparado com
CTL. Ja nas anélises histoquimicas das mucinas, os grupos DMSO e TEB apresentaram mais
mucinas 4cidas que os grupos CTL e TEBFC e o grupo TEB apresentou significativamente
menos mucinas dcidas que o grupo DMSO. As mucinas neutras estdo em menor quantidade no
grupo TEB em relagdo a todos os outros, e o grupo DMSO apresentou menos mucinas neutras
que o grupo CTL. Por fim, as mucinas mistas também foram menores no grupo TEB em relacao
aos grupos CTL e TEBFC e, da mesma forma, o grupo DMSO apresentou quantidade menor
de mucinas mistas que o controle CTL. Quando se avalia as mucinas totais, ou seja, a soma dos
diferentes tipos (dcidas, neutras e mistas), tem-se que o grupo TEB apresenta significativamente

menos mucinas que os grupos CTL e TEBFC.
4.2 Jejuno

Os resultados histolégicos estdo ilustrados nas figuras 1 e 2 e os dados morfométricos

estdo representados nos gréficos 1 e 2.

No jejuno, ocorreu a reducdo da camada mucosa no grupo TEBFC em relagdo ao grupo
TEB e o aumento da camada muscular no grupo TEB em relacdo aos demais. A camada
submucosa foi maior nos grupos TEB e DMSO em relacdo aos grupos CTL e TEBFC. As
criptas ficaram reduzidas no grupo TEBFC em relacdo aos demais. Ja o epitélio foi maior no
grupo TEB em relacdo aos demais. As andlises das mucinas apenas mostraram resultados
significativos entre as mucinas mistas € na contabilizacido total. As mucinas mistas foram
aumentadas nos grupos TEBFC e TEB em comparagdo com o grupo DMSO. Na contabiliza¢ao
total, porém, o grupo TEBFC apresentou um numero maior de mucinas que os grupos CTL e

DMSO.
4.3 lleo

Os resultados histologicos estdo ilustrados nas figuras 1 e 2 e os dados morfométricos

estdo representados nos gréficos 1 e 2.
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Nesse tultimo segmento do intestino delgado, a camada mucosa diminuiu no grupo
DMSO comparados com todos os demais. Em contrapartida, houve um aumento da camada
submucosa no grupo DMSO quando comparado com o grupo TEB. A camada muscular segue
aumentada e, nessa parte do 6rgdo, o aumento foi observado em todos os grupos em relagdo ao
grupo CTL. As vilosidades ficaram menores no grupo DMSO quando comparadas com os
demais grupos. J4 a profundidade de cripta foi menor no grupo DMSO quando comparada com
os grupos CTL e TEB. O epitélio ficou reduzido nos grupos TEBFC e TEB quando comparados
com os grupos CTL e DMSO. Ainda, os grupos DMSO e TEBFC apresentaram menos mucinas
dcidas e mais mucinas neutras e mistas que o grupo CTL. Na contabilizacdo total de mucinas,
os grupos DMSO e TEBFC apresentaram uma quantidade maior que o grupo CTL. E o grupo

TEBFC ainda apresentou mais mucinas que o grupo TEB.
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Figura 1 — Imagens histoldgicas do intestino delgado do morcego Artibeus
lituratus
DUODENO JEJUNO ILEO

ﬁ?‘ =

TEB

TEBFC

Coloracao: azul de toluidina. Mc: camada mucosa; V: vilosidade; m: camada
muscular; c: cripta; seta: camada submucosa. Objetiva de 4x; escala: 200um.



Figura 2 — Imagens histoldgicas do intestino delgado do morcego Artibeus
lituratus

DUODENO JEJUNO

CTL

DMSO

TEB

TEBFC

Coloracio: Acido Periédico de Schiff conjugado com Alcian Blue (PAS/AB). Seta
preta: mucina mista; seta branca: mucina neutra; raio: mucina 4cida. Objetiva de
40x; escala: 20um.
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Grifico 1 — Parametros morfométricos do intestino delgado do morcego Artibeus

lituratus
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de
Dunn (¢=0,05). Dados expressos em média e desvio padrao.



Grifico 2 — Parametros morfométricos do intestino delgado do morcego Artibeus
lituratus
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Dunn (0=0,05). Dados expressos em média e desvio padrao.

22



23
5 DISCUSSAO

A redugdo da camada mucosa e das vilosidades no duodeno observada no grupo tratado
com o fungicida e no jejuno observada no grupo tratado com DMSO pode comprometer a
absor¢do de nutrientes nesses segmentos do intestino delgado, além de reduzir a protegao fisica
contra eventuais patégenos (TURNER, 2009). A reducao das criptas observada nos grupos TEB
e TEBFC no duodeno, no grupo TEBFC no jejuno e no grupo DMSO no ileo podem
comprometer a renovacao epitelial do intestino e, consequentemente, a manutengdo de sua
capacidade absortiva (CLEVERS, 2013). Além disso, disfun¢des provocadas nas células das
criptas podem causar neoplasias nesse tecido (BARKER et al., 2009). Um outro resultado que
se destacou foi o espessamento da camada muscular observado no grupo tratado com o
fungicida no jejuno e no ileo. De acordo com Junqueira e Carneiro (2013), as células do tecido
muscular liso t€ém relevante capacidade mitética em comparagio com as dos tecidos musculares
estriados e podem utilizar essa capacidade quando estimuladas. Um estudo com ratos
submetidos a processos inflamatorios intestinais por apenas seis dias mostrou que a camada
muscular desses animais reagiu apresentando tanto hiperplasia quanto hipertrofia
(BLENNERHASSETT et al., 1992). Um trabalho de revisao também evidenciou que a camada
muscular ndo € simplesmente passiva aos processos inflamatérios, podendo, assim, responder
ativamente quando estimulada (SHEA-DONOHUE et al., 2012). Dessa forma, o espessamento
observado nesse estudo pode estar relacionado a um processo de reacdo a exposi¢do ao
tebuconazol. E esse espessamento acelera o transito intestinal, diminuindo o tempo que a
camada mucosa fica em contato com os nutrientes a serem absorvidos (JUNQUEIRA &

CARNEIRO, 2013).

As mucinas totais, menores no grupo tratado com tebuconazol no duodeno, sio
importantes na producdo de muco e sua diminui¢io pode comprometer a manutengdo da
homeostase intestinal (OKUMURA, 2018). No jejuno e no ileo observou-se um aumento da
quantidade de mucinas no grupo tratado com extrato vegetal. Nesse mesmo grupo e nesses
mesmos segmentos, como destacado anteriormente, houve reducao das criptas. Pode-se, entao,
correlacionar esses dois resultados como um sendo efeito compensatério do outro. Visto que,
enquanto as criptas sido responsdveis pela renovacdo epitelial do intestino, as mucinas sao

importantes para a protecio desse mesmo epitélio (CLEVERS, 2013; OKUMURA, 2018).

6 CONCLUSAO
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Ao analisar os dados obtidos com esse trabalho pode-se concluir que o fungicida
tebuconazol apresenta efeitos adversos na morfologia de todo o intestino delgado, em especial
nas camadas mucosa (redu¢do no duodeno) e muscular (aumento no jejuno e no ileo), podendo
prejudicar a digestdo e absorcao de nutrientes. O veiculo DMSO, por sua vez, também provocou
alteracOes em alguns parametros e se assemelhou ao controle em outros, ndo se apresentando,
entdo, como um solvente ideal para o extrato vegetal nesses casos. O extrato de Ficus carica
obteve efeito protetor mais expressivo apenas no jejuno, onde o grupo submetido a esse
tratamento teve suas camadas mucosa e muscular semelhantes as do grupo controle. Por outro
lado, no duodeno e no jejuno, o extrato provocou uma diminui¢do das criptas, importantes
estruturas no processo digestivo a0 mesmo tempo que provocou um aumento nas mucinas. A
variacdo nas mucinas aparentemente ocorreu como reacdo de efeito compensatorio para
protecdo. Com isso, o efeito protetor do extrato vegetal contra os eventuais danos provocados
pelo fungicida se mostrou limitado nesse estudo. Novos estudos sdo necessdrios para

compreender se os seus beneficios suplantam seus efeitos adversos.
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