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RESUMO

FREITAS, Renata Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, dezembro de 2020.
Efeito protetor do extrato de Ficus carica contra toxicidade induzida pelo fungicida
tebuconazol no morcego frugivoro Neotropicd Artibeus lituratus. Orientadora:
Mariella Bontempo Freitas. Coorientadoras: Reggiani Vilela Gongalves e Sirlene
Rodrigues Sartori.

O tebuconazol (TEB§ amplamente utilizado como fungicida e é conhecido por causar
desordens metabdlicas e enddcrinas em mamiferos. Os morcegos sao animais silvestres
que estdo em constante contato com pesticidas o0 que pode prejudicar seu
desenvolvimento e reproducéo. O uso de xenobidticos e as consequéncias desse uso para
0S morcegos ainda sédo escassos. A fim de amenizar danos causados por xenobioticos,
pesquisas com compostos naturais e antioxidantes estao sendo frequentemente realizadas.
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos protetores do extrato de Ficus carica contra
toxicidade induzida por TEB no metabolismo e reproducdo de morcegos frugivoros
Artibeus lituratus. Para isso, vinte e quatro morcegos machos foram aleatoriamente
separados em grupos com seis animais cad@l l1yeceberam maméao puro; 2) DMSO
receberam mamao tratado com calda de dimetil sulséxido (DMSO) 1,25%B3) T
receberam mamaéao tratado com calda de Folicur (nome comercial) 0,1%; e 4) TEBFC
receberam mamao tratado com calda do fungicida 0,1% e extrato etandlico de Ficus
carica 20% em solucdo de 1,25% de DMSO. Apés sete dias de exposi¢cao, 0S morcegos
foram eutanasiados. O figado, o0 musculo e o testiculo foram utilizados para analises de
capacidade antioxidante, a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa s-transferase (GST), bem como os niveis de o6xido nitrico (NO),
proteina carbonilada e peroxidacao lipidica (MDA) foram mensuradas. Além disso, parte
do figado e testiculo foram utilizados para analises histomorfométricas e histopatolégicas
e 0 soro proveniente do sangue colhido foi usado para analise de enzimas transaminases
e testosterona total. No figado, a exposicdo ao TEB causou estresse oxidativo,
evidenciado pelo aumento de MDA, SOD e CAT, levou a deposi¢cdo de pigmentos de
hemossiderina e aumento de processos inflamatérios e as enzimas AST, ALT e ALP
também apresentaram um aumento neste grupo, porém o extrato de Ficus carica (no
grupo TEBFC) conseguiu amenizar todos esses danos causados pelo TEB. No musculo,

o TEB também causou estresse oxidativo, porém no grupo TEBFC ndo observamos



melhora em relagdo ao grupo TEB. No testiculo, observando aumento de marcadores de
estresse oxidativo, MDA, NO e proteina carbonilada, e das enzimas antioxidantes SOD,
CAT e GST no grupo TEB, nos animais tratados com F. carica, houve diminui¢do do
estresse oxidativo causado. Um aumento de testosterona foi observado no grupo TEB e
TEBFC. Todos 0s nossos resultados mostraram que o extrato de F. carica possui um
potencial antioxidante e queeficaz na protecdo contra a toxicidade causada pelo TEB

nos principais 6rgaos do metabolismo e reproducédo. Mais pesquisas sdo necessarias para
compreender melhor como outros antioxidantes naturais irdo atuar em conjunto com

diferentes pesticidas.

Palavras-chave: Pesticidas. Ecotoxicologia. Chiroptera.



ABSTRACT

FREITAS, Renata Maria, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, December, 2020.
Protective effect of Ficus carica extract against tebuconazole-induced toxicity in
Neotropical fruit-eating bat Artibeus lituratus. Adviser: Mariella Bontempo Freitas.
Co-advisers: Reggiani Vilela Gongalves and Sirlene Rodrigues Sartori.

Tebuconazole (TEB) is widely used as a fungicide and is known to cause metabolic and
endocrine disorders in mammals. Bats are wild animals that are in constant withta
pesticides which can hinder their development and reptiodu The use of xenobiotics

and the consequences of this use for bats are still scarce. In order to alleviate damage
caused by xenobiotics, research on natural compounds and antioxidants is frequently
being carried out. The aim of this study was to evaluate thecpvetesffects of Ficus

carica extrat against TEB-induced toxicity on the metabolism and repriomiu of
Artibeus lituratus fruit- eating bats. For this, twenty-four male bats were randomly
separated into groups of six animals each. 1) CTL (n=6): bats received pure papaya; 2)
DMSO (N=6): bats received papaya treated with 1.25% dimethyl sulfoxide; 3) TEB
(n=6): bats received papaya treated with tebuconazole (commercial formulation)
0.1%(vN); and 4) TEBFC (n=6): bats received papaya treated with tebuconazole 0.1%
(v/v) and an ethanolic extract of Ficus carica 20% (w/v) solution of dimethyl sulfoxide.
After seven days of exposure, the bats were euthanized. The liver, muscle and testis were
used for analysis of antioxidant capacity, thaivity of the enzymes superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione s-transferase (GST), as well as the levels
of nitric oxide (NO), carbonyl protein and lipid peroxidation (MDA) were measured. In
addition, part of the liver and testis were used for histomorphometry and histopathological
analyzes and the serum from the attie blood was used for analysis of transaminase
enzymes and total testosterone. In the liver, exposure to TEB caused oxidative stress,
evidenced by the increase in MDA, SOD and CAT, led to the deposition of hemosiderin
pigments and increased inflammatory processes and the enzymes AST, ALT and ALP
also showed an increase in this group, however the Ficus caricet éixtrthe TEBFC

group) managed to alleviate all these damages caused by TEB. In the muscle, TEB also
caused oxidative stress, however in the TEBFC group we did not observe any

improvement in comparation to the TEB group. In the testis, observing an increase in



oxidative stress markers, MDAQO and carbonyl protein, and in the antioxidant enzymes
SOD, CAT and GST in the TEB group, in animals treated with F. carica, there was a
decrease in the oxidative stress caused. An increase in testosterone was observed in the
TEB and TEBFC group. All of our results showed that F. caricactxtss an antioxidant
potential and that it is efédive in proteting against the toxicity caused by TEB in the

main organs of metabolism and reprotiion. More research is needed to better
understand how other natural antioxidants will work in cocjon with different

pesticides.

Keywords: Pesticide. Ecotoxicology. Chiroger



SUMARIO

CAPITULO 1: ReVISA0 de LIteratural.........c.coveeeereeeeeeeeeireeeeeeeieeeeeeeesreseannns 12
[, PeSHCIHAS.....ceiiieieiiiiiici e 13
I.  Fungicida Tebuconazol.............ccoooiiiiiiiiiiiiiciie e 13
[I.  BIOMAICAUOIES ...ttt ettt e e e 15
ii. Estresse oxidativo e lesdes teciduais............cccccuvuvviiiiiiieeiiieniennnnn. 15
iii. Desreguladores enNdOCriNOS .........cuueeiveeeiiiiiiiieee e 18
. Ordem ChIrOPLEIa........cooiiiiiiieiee e 19
IV. Compostos naturais como atenuantes de toxicidade.................. 21
V. REFEIENCIAS ....uvviiiiiiiiiiiiiiiiiei ettt 22

CAPITULO 2: Efeito protetor do estrato de Ficus carica contra toxicidade

induzida pelo fungicida tebuconazol no morcego frugivoro Artibeus lituratus....... 28
1. T g (oo [U oo 1S RUUUPPPRRPPPRRPPN 30
2. Material @ MELOUOS ........cooeeiiiiiiiiiiee et 33
2.1 Reagentes QUIIMICOS .....cciiiiiiuiiiieea e aiiiieee e e e e e e e e e e e 33
2.2 Extrato de Planta ...........ooooiiiiiiiiiiieeieccc e 33
2.3 ANIMAUS ...ttt e s 33
2.4 Design EXperimental...............vuiiiiiiiiiiiceeeeceeeeeee e 34
2.5 indice hepatossomatico € gonadoSSOMALICO.............c.cevevrieeeeeeeene, 35
2.6 Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes................cccoccvveeee. 35
Preparacdo da amostra de teCidosS ..........ooeiviiiiiiiiiiiiie e 35
Determinacéo do Malondialdeido (MDA)............uuuiiiiiiieiiiiiieeieeeeeee e 35
OXIdaGE0 & PrOtEINGAS ...oeviiiiiiieeee ettt 36

[ To [BTor=ToRe [=00 (o [o 18 01114 (o] 1 36



4.

5.

6.

Superdxido DiSmMULASE (SOD) ...uvviiiiiiiiiieeeeeee e 36

(0= 1= 1T (O ) TSRS 36
Glutationa S-transferase (GST) ..ovvvvvvriiiiiiiiiiiii e 37
ProteiNas tOLAIS ... .uuuueiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e 37
2.7 Analises histologicas do figado e testiculo ..........ccceeeeiiiiiiiiieennnns 37
2.8 Biomarcadores bioquimiCOS NO SOI0 .........ccccccuvrrriiiriiiiiieereeeeeeeeeenes 38
2.9 ANAlise hormonal ...........eeeviviiiiiiii 38
2.10 ANAlISES EStAtiSHCAS ..evvvviiiiiiieeeeeeeeie e 38
RS U1 €= To [ 1 U 39
3.1 Massa corporal € indices d0OS OrgaosS ........ccceeiruvrieieeeriiiiiiiieeeaeans 39
3.2 Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes ............ccccceee..... 39
3.3 Andlises hiStOlOQICAS .........cccceeviiiiieeieccc e 44
3.4 Biomarcadores hepatiCoS NO SO0 ........coovuvveiieeeriiiiiiieee e a7
3.5 Testosterona TOtal .........iieiiiieie e 47
DISCUSSAD ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e aaaeeeeaaaeaaeaaaannnns 48
(O] o [ox 11 157- Lo J PP 52
] (=] (=T o - T 55



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

12



13

REVISAO DE LITERATURA

|. Pesticidas

Pesticidas € um termo que refere a um agente quimico ou mistura de agentes
quimicos, usados como ingredientes ativos de produtos que tem a funcdo de controlar
pragas e doencas de plantacdes, ectoparasitas de animais e pragas da saude publica
(PINTO; JARDIM, 2002).

O uso de pesticidas no Brasil vem sendo maior a cada ano, sendo compativel com
crescimento populacional, o crescimento da producao para suprir a demanda de alimentos
e 0 avanco tecnologico da agricultura (REMBISCHEVSKI; CALDAS, 2018). Nas
ultimas décadas, segundo dados da Organizagéo para Agricultura e Alimentacédo (FAO),
houve um aumento no uso de pesticidas, chegando a cerca de 0,4 milhdo de ton/ano em
2015 (FAOSTAT, 2018).

Entretanto, a utilizacdo descontrolada e intensiva de agroquimicos causa impactos
adversos ao meio ambiente e animais n&do-alvo (MANCINI; WOODCOCK; ISAAC,
2019). A permanéncia dos pesticidas no ambiente, leva a contaminacao do solo, da agua
e dos alimentos e através de vias de contaminacdo, principalmente por contato ou
alimentar, os animais, incluindo seres humanos, estdo em constante contato com esses
compostos (REBELO; CALDAS, 2014).

Os pesticidas séo divididos em diversas classes, como: acaricidas, rondicidas,
inseticidas, fungicidas, herbicidas. Os fungicidas, classe alvo deste estudo, s&o usados em
lavouras agricolas para controlar fungos considerados pragas agricolas (YANG et al
2018).

i.  Fungicida Tebuconazol

O tebuconazol (TEB), formula moleculais822CIN3O (Figura 1), pertence a
classe dos fungicidas triasQiestes apresentam elevada estabilidade quimica e
fotoquimica, baixa biodegradabilidade e facil transporte no ambiente (KAHLE et al.,
2008). TEB é utilizado em diversas culturas, como como arroz, aveia, banana, cafe,
cenoura, cevada, citros, feijao, soja, tomate, trigo, uva entre outras (ANVISA, 2010). Seu

modo de acédo na planta € sistémico, ou seja, o fungicida, quando aplicado, percorre todas
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as partes da planta (ANVISA, 2010). Sua atividade é baseada na inibicdo da biossintese
do ergosterol, componente estrutural essencial da membrana plasmatica dos fungos, o que
inviabiliza sua sobrevivéncia (MENEGOLA et al., 2006).

Cl
HsC CHs
H,;C
OH
N=)
NQ;/N

Figura 1: Estrutura quimica do fungicida Tebuconazol

De acordo com seu potencial de periculosidade ambiental TEB é classificado
como perigoso ao meio ambiente (classe Il) e altamente toxico para organismos
aquaticos. No Brasil € o segundo fungicida mais utilizado e sua toxicidade em animais
ndo-alvo é bem conhecida e estudada, devida sua permanéncia e facil transporte no
ambierie. Em peixes zebra expostos a doses comerciais por 96h TEB induz estresse
oxidativo, apoptose de células do figado, genotoxicidade e mutacdes (LI et al., 2020). Em
ratos também expostos a doses comerciais, o fungicida leva a atividade antiandrogénica,
alteracao no desenvolvimento neurolégico e comprometimento do sistema imunoldégico,
maior taxa de aborto e estresse oxidativo (MOSER et al., ZBVIG et al., 2007;

YANG et al., 2018). Em morcegos expostos por 30 dias TEB causou alteracdes nas
células de Leydig, indicando efeito negativo para reproducéo da espécie (MACHADO-
NEVES et al., 2018). Em humanos, foram encontradas, em amostras de urina e cabelo de
trabalhadores agricolas, conteges maximas de 19,2ug/l e 2,22ng/Kg,
respectivamente (SCHUMMER et al., 2QE2JSTINONI et al., 2014).

Apesar disso, estudos sobre o impacto do tebuconazol em animais silvestre néo-
alvo ainda séo escassos, sendo necessarias mais investigacoes sobre seus efeitos toxicos

e as consequéncias de seu uso, principalmente para esses animais.
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Il. Biomarcadores

ii. Estresse oxidativo e lesdes teciduais

O estresse oxidativo € caracterizado por um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres ou em
detrimento da velocidade de remocao desses (ARRIGONI; DE TULLIO, 2002). Radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (EROS) (Tabela 1) sdo moléculas derivadas do
metabolismo do oxigénio e sdo necessarias em diversas sinalizacdes celulares (VALKO
et al., 2007).Porém, quando em excesso essas moléculas sao potencialmente téxicas e
podem causar danos as proteinas, lipideos e ao DNA (VALKO et al., 2007).

RADICAIS LIVRES ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
Superdxido (Q) Peroxido de Hidrogenio (D.)
Hidroxila (OH) Acido hipocloroso (HOCI)

Peroxila (LQ) Ozobnio (Q)

Oxido Nitrico (NO) Oxigénio singlet

Hidroxiperoxila (HQ) Peréxidos lipidicos

Tabela 1: Exemplos de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS)

Diversos sao os fatores que contribuem para geracéo excessiva de EROS e radicais
livres, como: ma alimentacao, tabaco, toxinas, radiacdo UV e IV e poluentes ambientais
(dentre estes, os pesticidas) (BARBOSA et al., 2010). Os xenobioticos através do
citocromo P-450 ou ciclo redox promovem a producao excessiva das EROS (BARBOSA
et al., 2010)tal processo conduz a oxidacéo de biomoléculas com consequente perda de
suas funcgbes biologicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano
oxidativo potencial contra células e tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). (Figura
2).

Dentre todos os componentes celulares, a membrana lipidica é a mais afetada pela
acao dos radicais livres e EROS (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). O radical hidroxila
(OH) é frequentemente reconhecido como a espécie iniciadora e a mais importante da

lipoperoxidacao, que acarreta na alteracao de estruturas e permeabilidade das membranas
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(NIGAM; SCHEWE, 2000). Os produtos finais do processo de peroxidacao lipidica sao
os hidroperoéxidos lipidicos e aldeidos como o malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal

e isopropanos (LIMA; SAES; ABDALLA, 2001). Esses produtos podem ser encontrados
em amostras bioldgicas e usados como marcadores do estresse oxidativo (LIMA; SAES;
ABDALLA, 2001).

ﬁ POLUENTES

) AMBIENTAIS

ALCooL

TABACO

=g MEDICAMENTOS

TOXINAS

% ALIMENTOS
ULTRAPROCESSADOS

@ INFLAMAGAQ CRONICA

RADIAGAD UV E IV

Figura 2: Principais fontes de radicais livres e espécies reativas de oxigénio

_*,-

;’\- DNA/RNA

(EROS) e potenciais alvos celulares para danos por estresse oxidativo. Fonte:

activepharmaceutica.com.br. Acessado em: 27/01/2020.

As proteinas também sofrem oxidacéo e esse dano pode ocorrer diretamente sobre
sua estrutura via agéo dos radicais e EROS, mas também indiretamente, via moléculas ja
originadas pelo processo de oxidagdo, como o MDA (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007). Esses ataques as proteinas podem acarretar em ma formacéo da estrutura proteica
e consequentemente disfuncdo das proteinas, comprometendo a atividade celular
(CECARINI et al., 2007). O dano oxidativo as proteinas pode ser detectado pela presenca
de grupos carbonil (Proteina carbonilada) em amostras biol6gicas (CECARINI et al.,
2007).

O excesso de radicais livres, como o 6xido nitrico (NO) entre outros, e EROS
também representa uma ameaca a integridade do DNA, e é responsavel pelas alteragbes
quimicas nas bases nitrogenadas, na ribose do DNA e quebra nas suas ligacdes. Essas
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alteracdes levam ao envelhecimento, desenvolvimento de cancer, mutacdes e morte
celular (BARREIROS; DAVID, 2006HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Além disso, o dano tecidual que pode desencadeado pelo estabelecimento do
processo de estresse oxidativo, promove uma sequéncia de sinalizagdes que desencadeia
a resposta inflamatoria (FILIPPIN et al., 2008). Ocorre a migracdo de células, como
células fagocitarias e neutrofilos para o sitio de inflamacéo para eliminacdo do agente
causador (RAMOS; RAMOS; DOMINGUEZ, 2000). A atividade dessas células
depende, porém, de liberacdo de EROS que sédo produzidas durante um processo
denominado explosédo oxidativa (FILIPPIN et al., 2008). Com isso, tem-se um ciclo

vicioso de estresse oxidativo e resposta inflamatoria.

A fim de atenuar a producao excessiva de radicais livres e EROS e combater o
estresse oxidativo e suas implicacdes, as células contam com um poderoso sistema
antioxidante (BARBOSA et al., 2010). O sistema antioxidante pode ser dividido em
defesas enzimadticas através da atuacdo das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (8T) e glutationa S-tranferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx). E defesa
ndo enzimatica, que engloba as vitaminas C e E, carotendides, flavondides, pigmentos
biliares, urato e o tripeptideo glutationa (QSIBARREIROS; DAVID, 2006). Em
condicBes normais esse sistema também atua, permitindo o equilibrio de oxidantes e
antioxidantes (BARBOSA et al., 2010).

A SOD é uma enzima que promove a dismutacdo do radical superdxidia (O
perdxido de hidrogénio @#.). Em eucariotos sao encontradas duas principais isoformas,
no citosol a forma SOD-CuZn, enquanto que na mitocéndria a forma SOD-MATA C
catalisa a degradacao de®d emagua (HO) e oxigénio (Q), e esta localizada em maior
abundancia nos peroxissomos, ja a GPx esta relacionada a funcao antioxidante da GSH
com atividade peroxidasica contra perdxido de hidrogénio e perdxidos organicos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). GST é responsavel pela conjugacdo de
xenobiodticos eletrofiticos a GSH, reduzindo sua toxicidade, e tornando-os mais
hidrofilicos, facilitando sua eliminacdo para o meio extracelular. A GST, por ser uma
enzima sensivel a compostos exégenas, dido largamente usada como biomarcador
(TEW; RONAI, 199).

O aumento de nivel em véarios indicadores biologicos relacionados com o dano

oxidativo celular, tais como danos as membranas por lipoperoxidacdo, ao DNA e as
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proteinas, assim como mudanca na atividade das enzimas antioxidantes, tem sido
demonstrado em exposi¢cdo a pesticidas, tornando-se um bom bioindicador nessas

situacdes.

O fungicida tebuconazol é conhecido por induzir estresse oxidativo em figado
de peixes expostos durante 28 dias a 0.18, O1%4eng/L de TEB (LI et al., 2020).
Em ratos também expostos por 28 dias a 0.9, 9 e 27 mg/kg, TEB causou danos as
membranas lipidicas e proteinas dos rins, além de induzir apoptose e dano ao DNA
(OTHMENE et al., 2020).

iii.  Desreguladores enddcrinos

Desreguladores enddcrinos sédo substancias capazes de simular ou alterar o sistema
hormonal de seres humanos e animais, comprometendo o funcionamento dos demais
sistemas e 6rgaos (GHISELLI; JARDIM, 2007). De acordo com a Environmental
Protection Agency (EPA), um desregulador enddcrino € definido como um "agente
exdgeno que interfere com sintese, secrecao, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacao de
horménio natural no corpo que sdo responsaveis pela manutencdo, reproducéo,

desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos" (SCHUG et al., 2011).

Os desreguladores endécrinos podem ser utilizados como biomarcadores em
estudos que buscam conhecer os efeitos dos xendbioticos, uma vez que interagem direta
ou indiretamente com essas substancias (SCHIAVINI; CARDOSO; RODRIGUES,
2011).

Os pesticidas possuem essa capacidade de afetar o sistema enddécrino, portanto
séo considerados desreguladores enddcrinos (BILA; DEZOTTI, 2007). Além disso, seus
residuos sdo encontrados em alimentos, agua potavel e corpos hidricos, vias de facil
contaminacgao (BILA; DEZOTTI, 2007). Os efeitos ao sistema endocrino causados por
pesticidas sdo comprovados em diferentes estagios de vida e diferentes organismos
(FUDVOYE; BOURGUIGNON; PARENT, 2014BURGGREN; MUELLER, 2015).

Em seres humanos, ha uma correlacdo direta entre a contaminacao por pesticidas e efeitos
hormonais ligados a infertilidade, cancer de testiculo e préstata, cancer de mama e ovario
(KOIFMAN; KOIFMAN; MEYER, 2002). Outros efeitos encontrados na literatura sédo

diminuicdo na eclosédo de ovos de passaros, peixes e tartarugas; feminizacédo de peixes
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machos; problemas no sistema reprodutivo em peixes, répteis, passaros e mamiferos e,

alteracdes no sistema imunoldgico de mamiferos marinhos (BILA; DEZOTTI, 2007).

O fungicida tebuconazol também € considerado como desregulador enddcrino,
por ser capaz de inibir a acdo aromatese em ratos, enzima responsavel por converter
estrogeno em testosterona (YANG et al., 2018). Além disso, TEB também é conhecido
por induzir toxicidade enddcrina da tireoide em embrides de zebrafish, comprometendo
o desenvolvimento desses animais (YU et al.,, 2013), quando os pais (zebrafish) sédo
expostos a esse fungicida a geracdo FO e F1 também apresenta desregulacdo dos
hormbnios da tireoide (LI et al., 2019). Em passaros, a ingestdo de sementes
contaminadas com tebuconazol retarda a reproducao, através de alteracées nos niveis de

colesterol, percursor dos horménios esteroides sexuais (LOPEZ-ANTIA et al., 2021).

Ordem Chiroptera

Os morcegos, representantes da ordem Chiroptera, sdo os Unicos mamiferos
capazes de voar e ocupam 0s mais variados nichos alimentares sendo considerados
animais reconhecidamente importantes na regulacdo de ecossistemas, como

polinizadores, dispersores de sementes ou controladores de insetos (REIS et al., 2011).

De acordo com a ultima lista de espécies publicada pela Sociedade Brasileira de
Quirdpteros (SBEQ), no Brasil sdo encontradas 9 familias, 68 génedthespEcies de
morcegos (GARBINO et al., 2020).

Durante o forrageio, 0S morcegos estdo em constante contato com pesticidas,
sendo morcegos frugivoros e insetivoros os mais afetados (ZALLER; BRUHL, 2019
SOUZA et al., 2020). Poucos séo os estudos que envolvem pesticidas e morcegos, porém
estes demonstram que o0s pesticidas podem afetar crescimento, desenvolvimento e
reproducao desses animais (HSIAO et al., 2Q18VEIRA et al., 2020 TORQUETTI,
GUIMARAES; SOTO-BLANCO, 2021). A intensificacdo da agricultura junto com o
aumento do uso de produtos quimicos, como os pesticidas € uma das causas de declinio

de populacdes, podendo levar a extincdo de espécies (STECHERT et al., 2014).

Em morcegos, inseticidas como deltametrina e endosulfan causam toxicidade
hepatica e muscular, mudangcas no metabolismo e bioacumulacdo no figado e tecido

adiposo (Brinati et al., 2016; Oliveira et al., 2018). Ja o fungicida tebuconazol induz
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alteracdes morfolégicas testiculares em morcegos frugivoros machos (MACHADO-
NEVES et al., 2018).

Ja se sabe que os morcegos sdo animais particularmente sensiveis a exposicéo a
pesticidas (STECHERT et al., 2014) e essa exposi¢céo pode prejudicar o importante papel
ecolégico que eles exercem. Os morcegos prestam uma variedade de servicos
ecossistemicos que podem trazer beneficios para o meio ambiente, para agricultura e bem
estar humano (KUNZ et al., 2011). Podemos destarcar o controle de populacdes de
insetos (muitos destes insetos considerados pragas agricolas ou vetores de doencga),
dispersores de sementes ajudando na regeneracao de florestas, importantes polinizadores,
mantedores do ecossistema de carvernas e modelos para criacfes tecnoldgicas, como

radares e aparelhos de ultra-som (KUNZ et al., 2011).

Dentre as varias espécies de morcego, o Artibeus lituratus é conhecido por ser o
grande morcego frugivoro, pertence a familia Phyllostomidae, é caracterizado por listras
brancas faciais e considerado de grande porte (PEREIRA et al., 2019) (Figura 3). Esta
distribuido na regido central do México até o sul do Brasil (REIS et al., 2011). A lituratus
tem grande importancia na recuperacéo de areas degradas da Mata Atlantica (MIKICH et
al., 2015). Essa espécie € capaz de consumir 14 milhdes de sementes com potencial de
germinacdo por hectare por dia (MIKICH et al., 2015). Além disso, 0s morcegos
frugivoros em geral sdo considerados 6timos dispersores, porque conseguem dispersar
semente longe da planta mée, sendo que essas sementes ndo sofrem injarias durante a
digestédo (o que aumenta o potencial de germinacdo) (MIKICH et al., 2015). Além disso
eles consomem plantas consideradas pioneiras, como as do génere Pipes e
interagem bem com paisagens degradadas, auxiliando no reflorestamento (MIKICH et
al., 2015).

Considerando esses fatores, € de grande importancia entendermos como 0s
pesticidas afetam os morcegos e quais as principais medidas a serem tomadas para

conservacao desses animais de grande relevancia ecologica.
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Figura 3: Morcego macho da espécie Artibeus lituratus. Fonte:

http://morcegosdobrasil.blogspot.com. Acessado em 28/01/2021.

IV. Compostos naturais como atenuantes de toxicidade

Recentemente, pesquisas utilizando compostos naturais, como extrato de plantas,
Oleos esséncias e outros, estdo sendo realizadas a fim de verificar a eficacia desses
compostos contra a toxicidade induzida por contaminantes, incluindo os pesticidas
(SAOUDI et al., 2017MOSBAH; DJERROU; MANTOVANI, 2017TREA; TICHATI;
OUALLI, 2020 SHALABY; EMAM; SOLIMAN, 2020).

A grande maioria desses compostos sdo constituidos por componentes com
propriedades antioxidantes, como os flavonoides, polifendis, antocianinas, quercetinas,
carotenoides, minerais entre outros (DEL RE; JORGE, 2012). Esses componentes s&o
responsaveis por fortalecer o sistema antioxidante do organismo, auxiliando na
neutralizagéo de radicais livres e assim, combatendo os possiveis danos dessas moléculas
as células saudaveis (LOBO et al., 2010; DEL RE; JORGE, 2012).

As folhas, galhos e frutos da figueira comum (Ficus cdriggrvore da familia
Moreacea e nativa do Oriente Médio e da Asia, sdo reconhecidos por possuirem
componentes bioativos antioxidantes com minerais, flavonoides e polifendis
(SOLOMON et al., 2006 OLIVEIRA et al., 2009). Portanto, o extrato dos seus
constituintes vem sendo utilizado em estudos para compreender essa acéo ant@xidante
antiinflamatoéria frente a toxicidade de contaminantes (KHAN; SULTANA, 2005
MOHAN et al., 2007).
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacédo e o desenvolvimento acelerado da agricultura para
abastecer o mercado contribuiram para aumentar em grande escala 0 uso dos pesticidas
no Brasil (PIGNATI et al., 2017). No ano de 2017, foram consumidas 377.176 toneladas
de pesticidas e em 2016 o consumo de fungicidas foi de 59.124 toneladas. Nos EUA e
Unido Europeia esse nuamero também foi alto em 2017, totalizando 407.779 e 362.421
toneladas de pesticidas, respeamente (FAO, 2018).

A utilizacao extensiva desses pesticidas pode gerar residuos que permanecem nos
alimentos, agua e solo (CEREJEIRA et al., 2003; GREWAL et al., 2017), representando
uma grande ameaca para 0S ecossistemas e para a biodiversidade, ja& que podem
influenciar negativamente o crescimento, a reproducao e desenvolvimento dos seres vivos
(DEVIER et al.,, 2011; KEIKOTLHAILE; SPANOGHE; STEURBAUT, 2010;
SANCHEZ-BAYO, 2011).

Os pesticidas usados em lavouras agricolas sao divididos em trés classes
principais: herbicidas, inseticidas e fungicidas (LEROUX, 2003). O tebucond&®),(T
€ um fungicida triazol usado para controlar fungos principalmete em culturas de frutas,
vegetais e sementes (YANG et al., 2018). A atividade antifungid&8obaseia-se na
inibicdo da biossintese do ergosterol, componente estrutural essencial na membrana
plasmética dos fungos, o que inviabiliza sua sobrevivéncia (GEORGOPAPADAKOU,
1998; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

Estudos toxicologicos mostram que a exposicdo crbnica a concentracdes
ambientalmente relevantes (as mesmas usadas pelos agriculturas nas plantacdes) do
fungicida tebuconazohduz estresse oxidativo hepatico, atividade anti-androgénica em
ratos machos (YANG et al., 2018) e causa neurotoxicidade em ratos (MOSER et al.
2001). Também foi observado qué&BB provocou a perda de fetos, morte pos-natal, ou
perda de peso da prole apds exposicao perinatal em ratas gravidas (TAXVIG et al., 2007)
Em peixes-zebra, baixas dose do fungicida induziu estresse oxidativo e apoptoses no
figado (LI et al., 2020¢ também, atividade genotoxica e mutagénica, quando expostos a
dose sub-letal do TEB por 96h. (CASTRO et al., 2018).

A exposicao a pesticidas é capaz de ocasionar um aumento do nivel de estresse

oxidativo e desregulacdo endocrina e pode elevar a suscetibilidade a doencas
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(JABLONSKA-TRYPUC et al., 2017). Estudos sobre o uso de xenobittcaes

consequéncias desse uso para a fauna silvestre ainda sdo escassos.

Sabemos que o contato dos morcegos com pesticidas se da principalmente no
momento do forrageio, no qual morcegos frugivoros e insetivoros sdo os mais afetados
(DE SOUZA, M. B. et al., 2020; ZALLER; BRUHL, 2019). Este contato pode causar
toxicidade hepética, muscular e testicular, alteracbes no metabolismo, na morfologia
hepatica e testicular e bioacumulo no tecido hepatico e adiposo (BRINATI et al., 2016;
MACHADO-NEVES et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018). Tal fato, poderia causar
prejuizos fisioldgicos em individuos e, consequentemente, declinio das populagbes de
morcegos que vivem perto de culturas tratadas com pesticidas (STECHERT et al., 2014;
WICKRAMASINGHE et al., 2003).

Os morcegos, pertencentes a ordem Chiroptera, compdem a segunda ordem mais
diversa entre os mamiferos. No Brasil sdo 181 espécies de morcegos, sendo 71% presente
no bioma Mata Atlantica, onde sao fundamentais para dinamica florestal (GARBINO et
al., 2020; REIS et al., 2011). Devido a grande variedade de dieta, 0s morcegos prestam
0s mais diversos servi¢os ecoldgicos e ecossistémicos (JONES et al., 2009), sendo um
grande aliado da agricultura, das florestas e do bem estar humano. Estima-se que a maior
colénia de morcegos (Tadarida brasiliensis) do mundo (caverna de Bracken, Texas)
poderia consumir até 8,4 toneladas de insetos em uma Unica noite (KUNZ et a)., 2011)
dentre esses insetos a maioria sdo pragas agricolas e vetores de doencas. Nan&UA esti
se que a atuacdo dos morcegos insetivoros no controle biolégico em lavouras de milho
retorne US$ 22,9 bilhées/ano, incluindo os custos reduzidos com o0 uso de pesticidas
(BOYLES et al., 2011). Além disso, os morcegos fornecem energia via guano para o
ecossistema das cavernas (KUNZ et al., 2011). Os que se alimentam de fictta € né
promovem regeneracgéo de florestas e produgcédo de madeira, SGo essenciais para muitos
produtos alimentares, dispersando sementes e polinizando flores de muitas espécies de
plantas tropicais e neotropicais (KASSO; BALAKRISHNAN, 2013; KUNZ et al., 2011).
Algumas dessas espécies dependem exclusivamente dos morcegos para dispersao e
polinizagédo (BREDT; UIEDA; PEDRO, 2012).

Dentro da familia Phyllostomidae, a espécie Artibeus lituratus € uma espécie
abundante, com alta plasticidade adaptativa que, devido ao desmatamento e a destruicéo

de habitats, esta presente em areas de agricultura e areas urbanas (BREDT; UIEDA;
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PEDRO, 2012). Assim como outros morcegos frugivakolturatus desempenha papel
fundamental na dispersédo de sementes e restauracao de areas degradas (BREDT; UIEDA;
PEDRO, 2012). Estudos comprovam que essa espécie tem preferencias alimentares por
frutos de plantas pioneiras, como Cecropia, Ficus e Piper (MARTINS; TORRES; DOS
ANJOS, 2014).

Afim de minimizar as alteracdes provocadas pelos pesticidas, pesquisas com
compostos naturais, como extratos de plantas, estdo sendo realizadas, (DATTA et al.,
2010; GIRISH; REDDY, 2018; SUNTRES, 2018). Os antioxidantes naturais advindos
destes compostos tem capacidade de atapraducao de espécies reativas de oxigénio
(EROs), combatendo o estresse oxidativo e o desbalanco homeostatico causado por essa
producado excessiva de EROs (LOBO et al., 2010).

A figueira comum (Ficus cari¢apertencente a familia Moreacea, € uma arvore
nativa do Oriente Médio e Asia Ocidental. Suas folhas, galhos e frutos possuem
propriedades medicinais tem sido utilizadas na medicina popular como anti-
inflamataorios, hiperglicémico, hipolipidémico e anticancer (OLIVEIRA, A. P. et al.,
2009; SOLOMON et k, 2006). Além disso, a figueira, deste suas folhas aos seus frutos,
€ rica em minerais, vitaminas A, B1 e B2 e antioxidantes (OLIVEIRA, A. P. et al., 2009;
SOLOMON et al.,, 2006), especialmente através de compostos bioativos como
flavonoides, polifendis e antociangdOLIVEIRA, A. P. et al., 2009; RAWAT,;
TIWARI; SRIVASTAVA, 2012; VIUDA-MARTOS et al., 2015). Estudos envolvendo
extrato do fruto de Ficus carica comprovam o potencial desta espécie na protecao contra
ruptura da membrana basal de tubulos seminiferos lesados por acetato de chumbo em
ratos adultos (ASAD; HAMID; QAMA, 2018) e contra toxicidade hepética e renal
induzida por radiacdo em ratos (FOUAD et al., 2019). Além disso, demais espécies de
Ficus também foram estudadas quanto a capacidade protetiva contra danos causados por
diferentes xenobioticos, (KHAN; SULTANA, 2005; MOHAN et al., 2007).

Portanto, neste estudo objetivamos avalipotencial efeito protetor do extrato
etanolico do galho de Ficus carica contra possiveis efeitos toxicos causados pelo
fungicida tebuconazaém morcegos frugivoros machos (Artibeus lituratus), a fim de
propor que novas formulacdes de pesticidas possuam compostos que amenizem sua
toxicidade e assim, atenuem o0s possiveis efeitos téxicos para a abundante quiropterofauna

que desempenha um importante papel ecolégico ha manutengédo de ecossistemas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes Quimicos

A formulacéo comercial do fungicida Folicur® 200 EC, que tem como ingrediente
ativo o tebuconazol (200g/L; 21,3% m/v) (formulacdo: [(RS) -1-p-clorofedil-
dimetil-3- (1H-1,2,4-triazol-1-ilmetil) pentan-3-ol]), bacado pela empresa Bayer
Crop Science Ltda (Rio Grande do Sul, Brasil) foiiddotno Laboratério de Protecéo
de Plantas do Departamento de Fitopatologia da Umni\zels Federal de Vigosa (UFV).
Todos os outros reagentes foram comprados da empgesa Shemical Co. (St. Louis,
Missouri, US), Merck (Darmstadt, Alemanha) e Leica (Ad@mha).

A concentragédo nominal do fungicida tebuconazol usado (0,2 mg / mL ingrediente
ativo (a.i)) foi a mesma recomenda pelo fabricante para cultura de frutas.

2.2 Extrato de Planta

O material vegetal foi coletado em area de Mata Atlantica localizada em Vigcosa
MG. Uma exsicata foi depositada no herbario de Universidade Federal de Vigosa (UFV),
sob o numero VIC 31703. O extrato etandlico dos galhos de Ficus carica foi obtido de
acordo com ALVES et al., 2020, Laboratério de Biodiversidade do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Vigosa (UFV). A concentracdo usada foi

estabelecida de acordo com estudos realizados com ratos.
2.3 Animais

Morcegos machos adultos (determinado pelo grau de ossificacao das epifises dos
metacarpos e primeiras falanges das a&&so Corporal65,60+ 1,31 g) da espécie
Artibeus lituratus (n=24) foram capturados em fragmento de Mata Atlantica na regido de
Vigosa, Minas Gerais (20° 45 17 Sul, 42° 52° 57” Oeste). Todas as capturas foram
realizadas na estacdo chuvosa (Outubro de 20A&¢o de 2019) com auxilio de redes
de neblina. Os animais foram identificados por chave dicoto(bilsZ et al., 2016),
acondicionados em gaiolas e transportados para o Museu de Zoologia Jodo Moojen da
Universidade Federal de Vigosa. Em seguideam alocados em um morcegario (um
espaco com 8 compartimentos individuais construidos de meias paredes de tela de
protecdo), situado em uma area de imersao da Mata Atlantica. Neste ambiente, os animais

ficaram em recintos individuais de ioada (um grupo experimental de cada vez), sob
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efeito da sazonalidade, temperatura e pressdao do ambiente externo. Todos o0s
procedimentos realizados neste estudo estdo de acordo com a declaracéo ética do Comité
de Etica Animal da Universidade Federal de Vigosa (CEUA) (registro n® 03/2019) e do
Governo brasileiro (SISBIO, registro n° 67062-2

2.4 Design Experimental

Apbs captura os animais foram mantidos de 3 a 4 dias em cativeiro para adaptacao
antes de iniciar o experimento. Nessa fase de adaptacdo os animais receberam frutas
variadas (>200 g por animal) como mamao, banana e figo e 4gua ad libitum, oferecidas
as 18:00 h e removidas no dia seguinte. As frutas eram lavadas, antes de serem ofertadas,
com agua e sabdo para retirar as impurezas. Apés o periodo de adaptacdo os animais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentaiSTLl)receberam
mamao puro; 2) DMSO receberam maméao tratado com calda de dimetil sulsoxido
(DMSO) 1,25%; 3) TEB receberam maméo tratado com calda de Folicur (home
comercial) 0,1%; e 4) TEBFC receberam mamao tratado com calda do fungicida 0,1% e
extrato etandlico de Ficus carica 20% em solucdo de 1,25% de DMSO (usado para
solubilizar o extrato vegetal). Todos os animais foram expostos por um periodo de sete
dias. Mamdes foram usados porque oS morcegos aceitam facilmente esta dieta em
cativeiro (AMARAL et al., 2012).

Nos grupos tratados com o fungicida, o Folicur foi diluido em agua e a solucdo
foi pulverizada diariamente de forma homogénea em toda casca da fruta, conforme a
concentracdo e as instrugcbes de uso recomendadas pelo fabricante, a concentracao
nominal foi de 0,2 mg/mL (i.a). Os frutos tratados foram mantidos suspensos durante a

secagem para que nao perdessem a camada de pesticida formada na casca.

Apés a secagem, as frutas foram cortadas ao meio, pesadas, e oferecidas aos
animais com a casca voltada para cima, para que o contato do animal fosse direto com o
pesticida, simulando a situacdo encontrada pelos animais na natureza. O fruto foi
oferecidoa cada noite por volta de 18:00 horas, e agua foi disponivel ad libitum durante
todo experimento. O consumo alimentar foi monitorado diariamente, oferecendo uma
guantidade conhecida da fruta para cada animal (200g), sendo que as sobras foram

pesadas no dia seguinte.

Apés sete dias de exposi¢ao, os morcegos foram eutanasiados por decapitagéo e,

em seguida, pesados em balanca de precisdao. O sangue foi coletado e centrifugado a 3000
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rpm, durante 15 min a 4 °C e o soro foi separado em aliquotas e estocadd @a+ré8%

analises séricas. Fragmentos do figado, do musculo peitoral e o testiculo direito foram
removidos, pesados e colocados imediatamente em nitrogénio liquido e depois estocados
a -80° C para posteriores analises de enzimas antioxidantes e marcadores do estresse
oxidativo. Um fragmento do figado e o testiculo esquerdo foram removidos, pesados e

colocados em solucéo fixadora para analises histoldgicas.
2.5 indice hepatossomatico e gonadossomatico

O figado e testiculos de cada morcego foram dissecados e pesados em balanca de
precisdo. Os indices dos 6rgdos foram calculados como uma porcentagem de peso do
orgao em relacdo ao peso corporal total de cada individuo (peso do 6rgao/peso corporal
total x 100).

2.6 Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes

Preparacdo da amostra de tecidos

Amostras de tecidos congelados de figado (100 mg), musculo peitoral (100 mg) e
testiculo (100 mg) de A lituratus foram homogeneizadas em tampao fosfato 0,2 mol/L,
1 mmol/L de &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA), pH 7,4 usando um
homogeneizador (OMNI). Os homogenatos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 min
a 4°C e os sobrenadantes foram usados para ensaios de superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), éxido nitrico (NO), malondialdeido
(MDA) e proteinas totais. Os pellets resultantes foram utilizados para analises de
oxidacao de proteinas. As andlises foram determinas usando leitor de microplacas ELISA
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) owegectrofotbmetro (UV-Mini 1240,

Shimadzu, Japao).

Determinacdo do Malondialdeido (MDA)

As substancias que reagem ao acido tiobarbitlrico sdo, em sua maioria, produtos
da peroxidacéo lipidica, sendo o Malondialdeido (MDA) um importante marcador para
monitorar a taxa de lipoperoxidacdo (BUEGE; AUST, 1978). Para a determinacdo da
peroxidacdo lipidica foi adicionado a uma aliquota da amostra (2Q0&acido
tricloroacético TCA 15%, acido tiobarbittrico (TBA) 0,375% e acido cloridrico (HCI)

0,25N, mantidos em banho-maria por 40 minutos a 90°C, resfriados por 5 minutos no
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gelo, centrifugados 3000 rpm, 10 min, 15°C e mensurados a 540 nm. Os resultados

foram expressos em pmol/mg proteina.

Oxidacao de Proteinas

Grupos carbonil nas proteinas foram mensuradas utilizando os pellets resultantes
dos homogeneizados dos tecidos preparados para as enzimas. Os danos as proteinas foram
determinados baseado nos grupos carbonil da reacdo com DNPH e mensurado em leitor
de microplacas (A =370nm). O total de proteinas carboniladas (CP) foi calculado baseado
no coeficiente de extingdo molar €&70= 22,000 mN cm! e expresso em nmol/mL
(LEVINE et al., 1990).

Producéo de 6xido nitrico

A producao de NO foi quantificada pela reacdo padréo de Griess. Em resumo, 50
ul de sobrenadantes descritos acima foram incubados com um volume igual de reagente
de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de(Nnatftil) etilenodiamina e 2,5% desPQy)

a temperatura ambiente, durante 10 minutos (TSIKAS, 2007). A absorbancia foi medida
a 540 nm. A conversdo da absorbancia em concentracées micromolares de NO foi
deduzida de uma curva padrdo usando uma concentracdo conhecida de @aNO

resultados foram expressos como pmol/L.

Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método baseado na reducdo do
superdxido () em perdxido de hidrogénio §8), diminuindo a auto-oxidagdo do
pirogalol, de acordo com (DIETERICH et al., 2000). A mistura de reacao contém 99 pl
de tampao fosfato de potassio (5 mmol/L, pH 8) e 30 pL de amostra. A reacéo foi iniciada
adicionando 15 pL de pirogalol (100 pmol/L). A leitura foi feita a 570 nm. A atividade

da SOD foi calculada como U SOD por miligrama de pratein

Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi medida de acordo com HADWAN; ABED (2016) com
modificacdes. Uma aliquota de amostra (5 pL) foi adicionada a 100 pL de substrato (65
mmol/mL de HO2 em 60 mmol/L de tampéao de fosfato de potassio e sodio, pH 7,4) ou
em 100 pL de tampéao (branco) e incubada a 37 °C. Depois de trés minutos, a reacao foi
parada com a adi¢cdo de 150 pL de molibdato e a leitura da absorbéncia foi realizada a

374 nm. Alteracdes na absorbancia, em relagcéo ao branco, foram registradas. A converséo
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da absorbéancia em concentragbes micromolares,@e fdi calculada a partir de uma
curva padrdo usando uma concentracdo conhecida@e M atividade da catalase foi

expressa em U CAT/ mg de proteina.

Glutationa S-transferase (GST)

A atividade de GST foi medida usando o método de HABIG et al. (1974), de
acordo com a formacdo de glutationa conjugada a 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB).
Resumidamente, foi adicionado 1 mmol/L de CDNB ao tampéo contendo 1 mmol/L de
GSH e a aliquota (10 puL) da amostra a ser testada. Apds a adicdo de CDNB, a alteragéo
foi monitorada com absorbancia a 340 nm por 90 segundos. O coeficiente de extingcao
molar usado para CDNB foi deso= 9,6 mmol/Lx cm. Os resultados foram expressos

empumole/min/g.

Proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais nos tecidos estudados foi determinada pelo
método de LOWRY et al. (1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrao.
Os dados resultantes foram utilizados para padronizar os resultados das enzimas
antioxidantes (SOD, CAT) e dos marcasknte estresse oxidativo (MDA).

2.7 Andlises histolégicas do figado e testiculo

Fragmentos dos 6rgédos (figado e testiculo) foram fixados em solucéo fixadora
Karnovsky e incluidos em glicol metacrilato (Historesin®, Leica, Alemanha). Foram
realizados cortes semisseriados de 3um de espessura, com intervalo de 30 um entre eles.
Os cortes foram obtidos com auxilio de micrétomo rotativo (Leica, Alemanha). As
seccOes de figado foram coradas com hematoxilina e eosina, e as seccoesldetastic
azul de toluidina. Imagens digitais (10imagens/animal) foram obtidas em
fotomicroscopio colorido (Olympus BX53) para as andlises histopatolégicas e
histomorfométricas que foram realizadas usando o software de analise de imagem Image
Pro-Plus 4.5 (media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

No figado, a propor¢cdo dos componentes: esteatose, infiltrado inflamatorio
pigmentos de hemossiderina, foi determinada por meio de uma grade quadriculada de 266
pontos (2660 pontos por animal). Para o célculo foi utilizada a seguinte formula Vv =
(PP/PT) x 100, onde Vv é densidade volumétrica, PP sdo os pontos sobre estrutura e PT
sao os pontos totais (ROSA et al., 2018).
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No testiculo, o diametro tubular (DT), a altura do epitélio (AE) e o diametro
luminal (DL) foram obtidos através da medicdo de seccdes transversais dos tubulos
seminiferos mais circular possivel (MOURO et al., 2020). A area do tabulo seminifero
(STAr) foi determinada pela formuTAr = 7R 2 (onde, R = raio do tlbulo), a area do
limen (LAr) foi obtida por LAr = RIL2 (onde, RL = raio luminal) e a area do epitélio
(EAr) foi calculada por EAr = STAr Lar (MOUROet al., 2020). Os resultados foram
expressos em milimetros quadrados (fiMOURO et al., 2020). A densidade
volumétrica dos componentes dos compartimentos tubular e intertubular foi obtida
utilizando uma grade de 266 pontos sobre as imagens digitais (2660 pontos por animal).
Foram contados pontos sobre epitélio, tinica propria e lamen (compartimento tubular) e
espaco linfatico, vasos sanguineos, citoplasma de leydig e nudcleo de leydig
(compartimento intertubular)A porcentagem de cada componente foi determinada pela
férmula: razdo de volume (%) = (nimero de pontos sobre o0 componente / 2660 pontos no
total) x 100(MOURO et al., 2020).

2.8 Biomarcadores bioquimicos no soro

O soro foi usado para a determinacdo de aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP). Esses biomarcadores foram

mensurados de acordo com Kit Bioclin, seguindo as instru¢des do fabricante.
2.9 Analise hormonal

Uma aliguota de soro (10uL) foi usada para mesurar a quantidade de testosterona
total de acordo com o Kit Testosterone Test Syst&tA (USA Diagnostica), seguindo

as instrucdes do fabricante.
2.10 Andlises Estatisticas

A distribuicdo dos dados foi determinada pelo teste Shapiro-Wilk, usando o
software GraphPad Prism (versdo 6.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
Todos os dados apresentaram distribuicdo normal e foram submetidos a analise de
variancia (one-way ANOVA), seguida de teste post hoc de Tukey para comparacdes
multiplas. Os dados foram expressos como média e erro padrao da média. A significancia

estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Massa corporal e indices dos 6rgaos

A massa corporal dos animais nao diferiu entre 0os grupos, assim como o0s indices
hepatossomatico e gonadossomatico (Tabela 1). O consumo de mamao durante os dias

de tratamento também foi semelhante entre os grupos (Tabela 1).
3.2 Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes

No figado, a concentracdo de MDA aumentou no grugB €m relacdo ao
controle (F@2n= 7,49; P = 0,0024). No grupdEBFC a concentracdo deste marcador
ficou semelhante ao controle @»1y= 7,49; P = 0,9062(Fig. 1-A). A atividade das
enzimas SOD e CAT foi maior no grup&B (SOD: F@21n=5,91; P = 0409; CAT: F
317 =4,73; P =0,0250) e igual no TEBFC (SOD: P = 0,9831; CAT: P = 0,9826) quando
comparad@ogrupo CTL (Fig. 1-D e E). Os niveis de proteina carbonilada e 6xido nitrico
nao diferiram entre os grupos (Fig. 1-B e C), bem como a atividade da enzima GST (Fig.
1-F).

No musculo peitoral, a concentracdo de MDA foi mgus20 = 24,65) nos
grupos EB (P < 0,0001) e EBFC (P < 0,0001)emrelacéo ao controle (Fig.R}y. A
atividade de SOD e CAT também foi maior nos grupB8 € TEBFC em relacdo ao
CTL (SOD: Fi20 = 49,31; P < 0,0001, para ambos; CATzf)=7,37; P=0,0291e P
= 0,0111, respectivamente) (Fig. 2-D e E). Os niveis de proteina carbanidado
nitrico (Fig. 2-B e C) e a atividade da enzima GST (Fig. 2-F) ndo diferiram antre

grupos.

No testiculo, a concentracdo de MDA foi maior no grup8 fuando comparado
ao controle (Fz20 = 10,61; P = 0,0003) e igual no grupo TEBFC e CTlsff= 10,61;
P = 0,8868) (Fig. 3-A). O nél de proteina carbonilada foi maior no grupéBrem
relacdo ao CTL (kz20= 7,44; P = 0,0011) j& o nivel de 6xido nitrico foi maior nos grupos
TEB (F (320 = 10,29; P = 0,0005) eEBFC (F 320 = 10,29; P = 0,0057) em relacédo ao
controle (Fig. 3-B e C). A atividade de SOD e CAT foi maior no grug8 §uando
comparado ao CTL (SOD: 23 = 5,22; P = 0,0107, CAT: E29 = 20,33; P<0,0001
(Fig. 3-D e E), entretanto a atividade de CAT diminuiu no TEBFC comparado ao TEB (F
320 = 20,33; P = 0,0323). Por fim, a atividade de GST foi maior no gregso(F (3,21)=
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Tabela 1: Massa corporal, indices dos 6rgaos e consumo de A lituratus expo&iBea
TEB coadministrado com Ficus carica.

Tratamentos

CTL(n=6) DMSO (n=6) TEB(n=6) TEBFC (n=6)

59,84 + 67,84 +
3,26 2,08

indice hepatossomaticc 4,52 +0,40 4,44+0,12 3,76+0,22 3,68 +0,27

Peso corporal (g) 66,98 + 2,24 66,64 + 2,44

indice gonadossomatic 0,11 +0,02 0,13+0,08 0,11 +0,02 0,21 £ 0,08

Consumo de mama

.y 192+0,16 221+0,16 1,74+0,12 191+0,14
(g/massa corporal/dia)

CTL: grupo controle, DMSO: grupo dimetilsulféxidoEB: grupo tebuconazol,BHBFC:
grupo Tebuconazol/Ficus cariéa’Letras diferentes significam diferenca significativa (
< 0,05) entre os grupos. Dados expressos em Média + EPM.

11,59; P = 0,0056) e igual no TEBFC{ky= 11,59; P = 0,9525) quando comparado ao
controle (Fig. 3-F).
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Figura 1: Efeito do fungicida tebuconazol e extrato de Ficus carica sobre os
marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante hepatica de A lituratus apos
exposicao oral de 7 dias. (A) malondialdeido - MDA, (B) proteina carbonilada, (C) 6xido
nitrico— NO, (D) atividade da superéxido dismutas80D, (E) atividade da catalase
CAT, (F) atividade da glutationa S-transferas&ST. CTL: grupo controle, DMSO:
grupo dimetilsulfoxido, EB: grupo tebuconazol, HBFC: grupo Tebuconazol/Ficus
carica.® PLetras diferentes significam diferenca significativa<(®,05) entre os grupos.

Dados expressos em Média + EPM.



42

1.0 40-
]
£ 8
@ 0.8
f s b 2 304 2 5
a T ° -
o 0.6- SE T
£ a 835201 a
— - a
£ o4 = £ E -
= 2 10 ‘
< 0.2 o
g o
0.0- 0-
CTL DMSO TEB  TEBFC CTL DMSO TEB  TEBFC
15- 3-
® b
a qE, b -
= 101 a by 2 o 24
[<} o
£
2 2 gl 2 £ a
= a -]
o i | :
Qs 31
o
(7]
o o
CTL DMSO TEB  TEBFC CTL DMSO TEB  TEBFC
1500 2.0-
= i a a
3 b 215{ a T a T
5 1000 £ =
2 T £
(=] E 1.04
E 3
S 5001 a a =
(= 0 0.54
s 5 ’
o
04 0.0-
CTL DMSO TEB  TEBFC CTL DMSO TEB  TEBFC

Figura 2: Efeito do fungicida tebuconazol e extrato de Ficus carica sobre os
marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante do musculo peitoral de A
lituratus apds exposicdo oral de 7 dias. (A) malondialdeido - MDA, (B) proteina
carbonilada, (C) 6xido nitrice NO, (D) atividade da superoxido dismutas8OD, (E)
atividade da catalaseCAT, (F) atividade da glutationa S-transferaseST. CTL: grupo
controle, DMSO: grupo dimetilsulféxido, EB: grupo tebuconazol, HBFC: grupo
Tebuconazol/Ficus caric&.PLetras diferentes significam diferenca significativa{P
0,05) entre os grupos. Dados expressos em Média + EPM.
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Figura 3: Efeito do fungicida tebuconazol e extrato de Ficus carica sobre os
marcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante testicular de A lituratus apos
exposicao oral de 7 dias. (A) malondialdeido - MDA, (B) proteina carbonilada, (C) 6xido
nitrico— NO, (D) atividade da superoxido dismutas80D, (E) atividade da catalase
CAT, (F) atividade da glutationa S-transferas&ST. CTL: grupo controle, DMSO:
grupo dimetilsulfoxido, EB: grupo tebuconazol, HBFC: grupo Tebuconazol/Ficus
carica.? PLetras diferentes significam diferenca significativa<(®,05) entre os grupos.

Dados expressos em Média + EPM.
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3.3 Andlises histoldgicas

No figado foi observado maior frequéncia de infiltrado inflamatorios no grupo
tratado com o fungicida TEB em relagcdo ao grupo controfexf= 24,01; P <0,0001).
Quando comparado ao CTL o grupo TEBFC teve resultados semelhagtes=(E4,01;

P = 0,9996). O mesmo foi observado com os pigmentos de hemossiderina que ocorreu
em maior quantidade nos animais do grupo TEB quando comparado com o @b (F
=9,20; P = 0,0007) e o TEBFC foi semelhante ao CTg, {f= 9,20; P = 0,8534). N&o

houve diferenca significativa entre os grupos em relagédo a esteatose hepética (Fig. 4).

No testiculo, o diametro tubular @)= 3,66; P = 0,0446), a area tubular{k)
=3,93; P =0,0372) e area luminalff)= 5,28; P = 0,0167) foi maior no grupo TEBFC
em relacdo ao grupo CTL. J& o didametro luminal foi m@&es11)= 6,05) tanto no grupo
TEB (P = 0,0332) quanto no TEBFC (P = 0,0110) em relacdo ao controle. A altura do
epitélio e area epitelial ndo apresentaram diferenca entre os grupos estudadog).Tabela
Em relacdo as propor¢des volumétricas, foi observado uma maior propor¢ao do limen
nos animais do grupo TEBFC em relagéo aos outres{= 35,85; P<0,0001). Nos
demais parametros nédo houve diferenca significativa entre os grupos (Tabela 3).
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Figura 4: Efeitos histopatolégicos do fungicida tebuconazol e do extrato de Ficus
carica em figado de A. lituratus exposto oralmente por 7 dias. Fotomicrografias de se¢des
do figado (A) CTL: grupo controle, fBOMSO: grupo dimetilsulfoxido, (C) TEB: grupo
tebuconazole (D) TEBFC: grupo Tebuconazol/Ficus carica. Setas: regides de infiltrado
inflamatorio; estrela: deposicdo de hemossiderina (coloracdo HE, lente objetiva;de 20x)
(E) Area de esteatose, (F) Infiltrado inflamatdrio, (G) Deposicdo de hemossidetina.
Letras diferentes significam diferenca significativa{®,05) entre os grupos. Dados
expressos em Média + EPM.
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Tabela 2: Morfometria tubular do testiculo de A lituratus expostos oralmente a TEB e TEB
coadministrado com Ficus carica

Tratamentos
CTL DMSO TEB TEBFC
Diametro tubular (um) 334,50 + 14,06 344,20 +17,3% 360,40+ 195% 396,8+ 7,74

Diametro luminal (um) 90,16 + 8,85 114,60 + 86,68 132,50 + 9,33 137,30 + 111,30
Altura do epitélio (um) 122,20 +3,72 114,80 + 5,57 114,00 + 5,73 129,70 + 1,98
Area tubular (urf) 88288 + 7082 93694 +938%1° 102557 + 1137® 123724 + 4877

Area luminal () 6566 + 1225 10487 £ 1678 13914 + 198% 14960 + 1834

Area do epitélio (uR) 81722 +608%1 83208 +8078 88643+ 9530 108763 + 3342

CTL: grupo controle, DMSO: grupo dimetilsulféxido, TEB: grupo tebuconazol, TEBFC: grupo
Tebuconazol/Ficus carica’Letras diferentes significam diferenca significativa<(®,05) entre os
grupos. Dados expressos em Média + EPM.

Tabela 3: Densidade volumétrica de componentes dos compartimentos tubular e intertubular do
testiculo de A lituratus expostos oralmente a TEB e TEB coadministrado com Ficus carica.

Tratamentos
CTL DMSO TEB TEBFC
Epitélio 532+0,2% 5,32 +0,32 5,04 +0,22 5,05+0,10
Tulnica propria 1,14 + 0,09 0,90+0,12 0,88 £ 0,04 1,01 +0,08
Lamen 0,18 + 0,04 0,68 + 0,08 0,56 + 0,08 1,17 + 0,08
Espaco linfatico 0,033 +0,008 0,033 +0,002 0,038 + 0,006 0,036 + 0,003
Vaso sanguineo 0,046 + 0,005 0,051 + 0,009 0,051 +0,012 0,044 + 0,002
Citoplasma de Leydig 0,67 £0,12 0,40 £ 0,09 0,48 + 0,08 0,41 + 0,08
Nucleo de Leydig 0,17 + 0,04 0,15 + 0,02 0,22 +0,0% 0,19 + 0,03

CTL: grupo controle, DMSO: grupo dimetilsulféxido, TEB: grupo tebuconazol, TEBFC: grupo
Tebuconazol/Ficus carica’Letras diferentes significam diferenca significativa<(®,05) entre os

grupos. Dados expressos em Média + EPM.
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3.4 Biomarcadores hepaticos no soro

Morcegos expostos ao fungicida tebuconazol (grupo TEB) apresentaram niveis
séricos mais altos de AST, ALT e ALP quando comparados com o controle (£43d): F
=13,08; P = 0,0003; ALT: ,200= 10,65; P = 0,0003; ALP: E,16= 8,85; P = 0,0055
(Fig. 5). Ja o grupo que recebeu o extrato de planta (TEBFC) apresentou niveis altos de
AST, quando comprado ao contr@fez,20)= 13,08); P = 0,0039) (Fig.-5A). Porém os
niveis de ALT e ALP do grupo TEBFC ficaram estatisticamente igual ao controle (ALT:

F (3.200= 10,65; P = 0,4368; ALP: & 16= 8,85; P = 0,9483) (Fig. 5B e Q.

100 250 b
b
b 80+ 200+
] b - -
o 4 o J
- S 0 S 150
b=
| & a 3 40 5 %100 2 a a
3 a —— < - o
—i 20- a 50.
. e
CTL DMSO TEB  TEBFC CTL DMSO TEB  TEBFC CTL DMSO TEB  TEBFC

Figura 5: Niveis séricos de enzimas hepaticas em morcegos A lituratus expostos
oralmente ao fungicida tebuconazol e ao extrato de Ficus carica por 7 dias. (A) Aspartato
aminotransferase AST, (B) Alanina aminotransferaseALT, (C) Fosfatase Alcalina
ALP. CTL: grupo controle, DMSO: grupo dimetilsulfoxidoEB: grupo tebuconazol,
TEBFC: grupo Tebuconazol/Ficus carica” Letras diferentes significam diferenca
significativa (P< 0,05) entre os grupos. Dados expressos em Média + EPM.

3.5 Testosterona Total

A concentracdo sérica de testosterona total foi maior nos grupos tratados com
fungicida tebuconazol (TEB) e com tebuconazol mais o extrato de Ficus carica (TEBFC)

em comparagcao com o controled{ks = 9,52; P = 0,0094 e P = 0,0096, respectivamente)
(Fig. 6).



48

- -
o o
1 1

Testosterona Total (ng/mL)
o
2

e
o
1

b b
==
a
a I
CTL

DMSO TEB TEBFC

Figura 6: Niveis séricos de testosterona total em morcégbsiratus expostos
oralmente ao fungicida tebuconazolceeatrato de Ficus carica por 7 dias. CTL: grupo
controle, DMSO: grupo dimetilsulféxido, EB: grupo tebuconazol, HBFC: grupo
Tebuconazol/Ficus caric&.” Letras diferentes significam diferenca significativa<(P
0,05) entre os grupos. Dados expressos em Média £ EPM.

4. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que investiga o efeito benéfico da administracdo do
extrato do galho de F. carica contra um possivel efeito toxico do fungicida tebuconazol
sobre alteracbes no metabolismo e reproducdo de morcegos frugivoros Neotropicais
Artibeus lituratus. Nosso estudo mostrou que morcegos expostos ao fungicida
tebuconazol apresentaram estresse oxidativo no musculo peitoral, figado e testiculo,
histopatologias hepaticas e alteracdes hormonais e de enzimas transaminases hepaticas
Entretanto a coadministracdo do fungicida com o extrato da planta F. carica foi benéfica
aos animais, evidenciando o efeito protetor do extrato, atenuando especialmente os danos
do fungicida relacionados ao estresse oxidativo no figado e nos testiculos, e transaminases

hepaticas.

O estresse oxidativo é causado quando h4 um desbalanco entre a atuacdo das
enzimas antioxidantes e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs}, sendo
producdo de EROs maior que a atenuacao destas (BETTERIDGE, 208¢§o0 das
EROs e radicais livres levam a destruicdo das membranas celulares (peroxidagéo
lipidica), a oxidacdo e ma formac&o de proteinas e danos ao DNA (DROGE, 2002). As
enzimas antioxidantes atuam catalisando reacdes para atenuar esses efeitos e manter a

homeostase celular, antioxidantes naturais como carotenoides, flavonoides e vitaminas
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também exercem esse papel (PIZZINO et al., 2017). O extrato do galho de F. carica
possui em sua composicao antioxidantes naturais (flavonoides e polifendis) que ajudam
na defesa contra o estresse oxidativo (OLIVEIRA et al., 2009; RAWAT; TIWARI;
SRIVASTAVA, 2012; VIUDA-MARTOS et al., 2015; AYOUB et al., 2019).

O efeito hepatoprotetor do extrato foi evidenciado neste estudo, no qual a
concentracdo de MDA diminuiu quando coadministramos o extrato com o fungicida.
Além disso € possivel observar que a atividade das enzimas SOD e CAT também foi
menor no grupo que recebeu o TEB em associagao com o extrato de F.carica, mostrando
0 potencial antioxidante da plant®s animais tratados somente com o fungicida
apresentaram altos niveis de MDA e alta atividade de SOD e CAT, o que sugere uma
atenuacdo da peroxidacao lipidica neste tecido. Por ser 0 6rgao central do metabolismo,
o figado é o primeiro a metabolizar compostos exdgenos, e pode ser, por iSso, que a acédo
antioxidante hepatiadaF.carica foi tdo pronunciada. Estudos com antioxidantes naturais
como propolis e 6leo essencial mostraram a eficacia destes compostos contra a
hepatotoxicidade causada por fungicidas, tais como tebuconazol, mancozeb e
carbendazim (FERREIRA et al., 2013; HASHEM; MOHAMED; ATTIA, 2018). Além
disso, o extrato de folhas e frutos de F. carica reduziu os niveis de malondialdeido em
ratos tratados tetracloreto de carbono (SINGAB et al., 2010). Nestes estudos, assim como
no nosso, a peroxidacao lipidica foi atenuada quando foi feita a coadministracdo do

antioxidante natural com o xenobiotico.

O aumento da concentracéo de EROs pode desencadear uma resposta inflamatéria
e culminar em estresse oxidativo, morte celular e destruicdo tecidual (ZHANG et al.,
2011; ZHOU; SHEN; CLARET, 2013). Notavelmente, o estresse oxidativo no figado dos
animais tratados com TEB pode ter sido agravado por processos inflamatérios no tecido
hepético (GOMES; SILVA; OLIVEIRA, 2012), o que pode ser observados através dos
dados histolégicos, que indicam maior numero de infiltrado inflamatério nos animais
tratados com o fungicida. Entretanto, 0 mesmo padréao de recuperacéo foi observado,
sendo que a coadministracdo com o extrato de Ficus foi benéfica para o tecido hepatico,
reduzindo os processos inflamatdrios. Demais estudos com ratos expostos ao tebuconazol
e outros pesticidas também mostram o aumento na quantidade de infiltrado inflamatorio
ou mediadores de inflamacdo no figado apds o periodo de exposicdo (DHOUIB et al.
2015; SAAD et al., 2017).
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Os pigmentos de hemossiderina sdo depédsitos de ferro decorrentes da
hemocatarese dos glébulos vermelhos, e podem estar relacionados com estresse
oxidativo, alteracdes vasculares e lesao celular (PANDEY; RIZVI, 2011; SOUZA et al.,
2018; WEIR; GIBSON; PETERS, 1984). A maior deposicdo desse pigmento foi
encontrada no grupo tratado com o fungicida tebuconazol. O TEB é conhecido por causar
destruicdo de globulos vermelhos e hemoglobina, porém quando coadministrado com
oleo Allium sativum esses efeitos foram minimizados (BERROUAGUE et al., 2019). E
nosso estudo o extrato do galhdrdeus carica contribuiu para diminuicdo da deposicao
de hemossiderina em animais expostos ao TEB.

Em nossas analises histologicas ndo observamos resultados significativos em
relacdo a esteatose no figado. Como a exposicao € considera aguda, isso pode ter sido
limitante para a evidéncia deste dano. Esteatose hepética causada por fungicidas do grupo
triazol foram observadas, através de expressao génica, em cultura de células humanas
expostas por 6 dias e em ratos expostos de 4 a 12 semanas (HEISE et al., 2015; KNEBEL
et al., 2019; MARIAM et al., 2020).

Nossos achados referentes aos niveis séricos das transaminases (AST, ALT
ALP), corroboram com a ocorréncia de estresse oxidativo e infiltrado inflamatorio e
evidenciam a hepatiaxicidade causada pelo TEB. Essas enzimas sdo marcadores que
refletem o dano e a funcéo hepética (ZHANG et al., 2018). A ALT € uma importante
enzima indicadora de lesdo hepatocelular (SOLTER; LIU; GUZMAN, 2000) e neste
estudo encontramos baixos niveis de AALP no grupo TEBFC, indicando o potencial
antioxidante do extrato de F. carica, que foi capaz de amenizar o dano causado pelo
fungicida. Antioxidantes exdgenos se mostraram efgam protecdo do figado,
diminuindo niveis de enzimas transaminases, de ratos expostos a fungicidas (SABER,;
ABO-ELMAATY; ABDEL-GHANY, 2019; SEFI et al., 2019).

Diferentemente do figado, o extrato de F. carica ndo se mostrou tao eficaz no
musculo peitoral dos morcegos. Neste tecido observamos um aumento de MDA nos
grupos TEB e TEBFC e também alta atividade de SOD e CAT nos mesmos grupos, sem
observar melhora no grupo TEBFC. De acordo com um estudo in vitro, feito em cultura
de células de fibroblasto, o fruto da figueira (Ficus carica) foi capaz de eliminar EROs,
oferecendo protecdo para essas células (SOLOMON et al., Fdd@horcegos a taxa
metabodlica basal é alta (MUNSHI-SOUTH; WILKINSON, 2010), e a demanda de
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oxigénio pelo musculo peitoral durante o voo € alta (BARTHOLOMEW; CASEY, 1978;
THOMAS, 1975; YACOE et al., 1982), o que pode causar um aumento na producao de
EROs. Apesar disso, a alta atividade das enzimas antioxidantes, retratadas neste estudo,
parece acontecer na tentativa de atenuar os danos causados pelo fungicida, principalmente
a peroxidacao lipidica, evidenciada pelo aumento de MDA.

Além de causar prejuizos para o metabolismo, de acordo com nossos achados o
fungicida tebuconazol também é prejudicial para reproducdo em morcegos machos.
Entretanto, o extrato de F. carica também age protegendo a estrutura e funcdo dos
testiculos. Niveis elevados de MDA, NO e proteina carbonilada indicam o dano oxidativo
causado pelo fungicida no grupo TEB, no mesmo grupo observamos alta atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST que agem atenuando o estresse oxidativo.
Quando os animais foram expostos ao tebuconazol juntamente com extrato de planta,
podemos perceber uma reducdo do estresse oxidativo, principalmente nos niveis de
MDA, e para comprovar o potencial antioxidante do extrato de F. carica observamos
também a diminui¢do da atividade das enzimas, o que nos leva a concluir que o extrato
tem esse papel de minimizar o dano oxidativo testicular. Por exemplo, nos testiculos, a
atividade da enzima GST no grupo TEBFC é reduzida a nivel de controle, evidenciando
a acdo do extrato. GST sdo um grupo de isoenzimas que participam do processo de

biotransformacéao e detoxificacdo de xenobidticos (CNUBBEN et al., 2001).

Outros estudos com diferentes inseticidas e fungicidas mostraram que estes
induziram estresse oxidativo, evidenciado principalmente pelo aumento da peroxidagao
lipidica, além disso, diferente do nosso trabalho, encontraram uma reducao na atividade
das enzimas antioxidantes nos grupos expostos ao pesticida, porém, foram experimentos
de exposicao a longo prazo, entre 4 e 16 semanas (ABDALLAH et al., 2011; GIRISH,;
REDDY, 2018; MOHAMMADI-SARDOO et al., 2018; NANTIA et al., 2018; SAKR,;
SHALABY, 2014; YOUSEF, 2010). Em nosso estudo o tempo curto de exposi¢cao ainda
revela a tentativa das enzimas de amegontra a producao de radicais livres e darsos
proteinas e lipideos induzidos pelo fungicida. Apesar disso, estes e 0s nossos achados
reiteram que antioxidantes naturais como vitamina E, quercetina, extratos fitoteeapicos
0 extrato deF. caria diminem o estresse oxidativo e consequentemente, 0s danos
causados pelos pesticidas (ABDALLAH et al.,, 2011; GIRISH; REDDY, 2018;
MOHAMMADI-SARDOO et al., 2018; SAKR; SHALABY, 2014; YOUSEF, 2010).
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Quanto aos niveis séricos de testosterona, também testados aqui, os valores
encontrados foram maiores nos grupos TEB e TEBFC. Segundo CHEN et al (2019), em
ratos jovens, o tebuconazol inibe a enzima aromatase, codificada pelo gene CYP19A1,
que é responsavel por converter andrégeno em estrogenos, isso faz com que os niveis de
testosterona aumentem e os de estradiol diminuam. Diferentemente, outros estudos
observaram diminuicdo dos niveis séricos ou plasmaticos de testosterona em ratos
expostos a outros pesticidas como, cialotrina e malation, relacionando com a reducao do
peso testicular e menor consumo de alimento (YOUSEF, 2010), efeitos deletérios as
células de Leydig (SELMI et al., 2018) ou depuragcdo metabdlica (YANG et al., 2018).
Em alguns destes, a coadministracdo com antioxidantes naturais como vitamina E,
guercetina e L-carnitina ajudou no aumento dos niveis de testosterona (AZIZ et al., 2018;
SELMI et al., 2018; YOUSEF, 2010). Nossos achados mostraram que a presenca do
extrato de Ficus carica ndo foi suficiente para reduzir os niveis de testosterona de modo

a torna-los semelhantes aos do grupo controle.

A manutencdo do epitélio seminifero depende dos niveis de testosterona
(RUSSELL et al., 1990). A hip6tese de que a exposicao ao TEB inibe a aromatase,
causando um desbalanco hormonal, poderia explicar as mudancas morfométricas
encontradas nos grupos TEB e TEBFC, no nosso estudo. Apesar dos niveis elevados de
testosterona e diametro tubular estarem diretamente ligados a maior atividade
espermatogénica (FRANCA; RUSSELL, 1998), a inibicdo da aromatase e ndo conversao
de testosterona em estrégeno (CHEN et al., 2019) podem causar distirbios metabdlicos
gue comprometem a reproducao e o desenvolvimento do animal (CARANI et al., 1997;
CHEBOUB et al., 2019). Neste ponto, a coadministracdo com o extrato de F. carica nao
foi suficiente para atenuar os efeitos do fungicida, sendo necessarios mais estudos para

entender a relacéo da exposicdo ao TEB com a atividade da aromatase em morcegos.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, a exposicdo a concentracdes ambientalmente relevantes do
fungicida tebuconazol induziu estresse oxidativo, lesdes teciduais, desordens metabolicas
e hormonais em morcegos dispersores de frutas em florestas Neotropicais, 0 que pode
comprometer seu importante papel ecoldgico na regeneracdo de ecossistemas florestais.

A coadministracéo do fungicida com o extrato de Ficus carica atenuou o dano causado
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por radicais livres, mantendo a homeostase do sistema antioxidante no figado e nos
testiculos,e atenuou lesdes hepéaticas e distirbios metabdlicos, mas na concentracéo
testada, o extrato ndo foi suficiente para reverter o desequilibrio hormonal causado pela
exposicao ao fungicida. Estudos que avaliam o potencial de antioxidantes naturais em
animais silvestres expostos naturalmente a xenobidticos sdo necessarios para produzir

formulacdes de pesticidas menos prejudiciais a estes animais.
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