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RESUMO

LOSANO, Nicole Fontes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Outubro de 2015
Efeitos da Exposicdo ao Inseticida Deltametrina em Morcegos Frugivoros
Orientadora: Mariella Bontempo Duca de Freitas. Coorientadores: Juraci Alves de Oliveira

e Leandro Licursi de Oliveira

Durante o forrageio, morcegos frugivoros podem ser afetados pela exposicdo a
agrotoxicos, por meio dos alimentos ou agua contaminados, 0 que pode resultar em danos
oxidativos, histopatoldgicos, e ao metabolismo energético, que podem levar, a longo prazo,
ao declinio populacional da espécie. Com o intuito de investigar os possiveis danos que o
agrotoxico deltametrina pode causar em morcegos frugivoros da eApies lituratus
(Chiroptera: Phyllostomidae) (Olfers, 1818abundante na Mata Atlantica, onde
desempenha importante papel ecoldgico, o presente estudo teve por objetivo avaliar se a
dosagem comercialmente recomendada do agrotdxico deltametrina e/ou uma dose 3 vezes
acima desta induz danos metabdlicos e/ou estresse oxidativo em animais expostos
Morcegos machos (n = 18) foram coletados em fragmentos de Mata Atlantica em Vicosa -
MG e separados em trés grupos experimentais, alimentados por 7 dias com frutas (mamao)
contendo deltametrina nas seguintes concentracdes (v/v): 1) Controle: 0% (2= 7)
Deltl: 0,1% (n = 6); Delt20,3% (n = 5). Apés o tratamento, foram realizadas anélises do
metabolismo energético, como dosagem de proteina total e lipidios totais do tecido
hepatico e muscular, acidos graxos da carcaca e analises das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), bem como o produto da peroxidacao
lipidica malondialdeido (MDA) em tecido hepéatico. Os resultados obtidos demonstraram
uma diminuicdo do peso corporal, apds o periodo experimental, em animais do grupo
Delt2. Em relacdo ao metabolismo energético, morcegos do grupo Delt2 apresentaram uma
maior concentracao de proteinas no musculo, porém nao reportaram alteracdes nas reservas
energéticas como acidos graxos da carcaca e lipidios totais do tecido hepatico e muscular.
Quanto as enzimas indicativas de estresse oxidativo, ndo foram encontradas alteracées na
atividade da SOD, CAT e MDA em tecido hepatico dos grupos expostos (Deltl e Delt2)
qgquando comparados ao controle. Conskii-portanto, que o inseticida piretroide
deltametrina, nas concentracdes testadas e quando empregado de forma aguda, por um
periodo de 7 dias, ndo induziu alteracdes metabdlicas importantes ou estresse oxidativo ao

tecido hepético de morcegos frugivoros.
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ABSTRACT

LOSANO, Nicole Fontes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa , October, 2fpdé&s

0s Exposure to Insecticide Deltamethrin in Bats Frugivores.Advisor: Mariella
Bontempo Duca de FreitaSo-Advisors Juraci Alves de Oliveira and Leandro de Oliveira
Licursi.

Foraging bats, such as the great fruit-eating Batibeus lituratus (Chiroptera:
Phyllostomidae) (Olfers, 1818), may be exgubto pesticides through contaminated food

or water. This continuous exposure may result in damage to the energy metabolism, anti-
oxidative defenses or histopathological alterations, and all of them might téead
population declines on a long-term scenario. In order to investigate the possible damage
that the pesticide deltamethrin might cause in bats, this study aineedluating whether

the commercially recommended concentration of deltamethrin and/or a dose 3 times above
this induce metabolic damage and/or oxidative stress in the liver of fruit-eating bats. Male
bats (n = 18) were collected in fragments of Atlantic Forest in Vigd§s,and separated

into three experimental groups fed for 7 days with fruits (papaya) containing deltamethrin
in the following concentrations (v / v): 1) Control: 0% (n = 7); 2) Deltl: 0.1% (n = 6);
Delt2: 0.3% (n = 5)We performed analyzes of energy metabolism as total protein, total
lipids from liver and muscke as well as carcass fatty acids and the activities of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and the product of
peroxidation lipid malondialdehyde (MDA) in the liveraB exposed to deltamethrin at
concentrations of over a period of 7 days showed a decnedsedy weight (Delt2).
Results also shosd a higher concentration of proteins in muscles from Delt2, however, no
other changes in energy resestave been observed. This study also reported no changes
in the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) and the
product of malondialdehyde lipid peroxidation (MDA) in liver tissue from exposed bats
which demonstrates that the deltamethrin pyrethroid did not induce oxidative stress when

exposed to these concentrations for 7 days.



1. INTRODUCAO GERAL

O aumento da populacdo humana tem sido utilizado como principal argumento para
dar suporte a necessidade de uma maior e mais eficiente producdo de alimentos pelos
sistemas agricolas (DRIESCH et al., 1996). Em consequéncia, muitos agrotéxicos tem sido
utilizados na agricultura com a finalidade de combater insetos-pragas, vetores de doencas e
plantas daninhas que podem causar dasptantacdesEL-SHENAWY, 2010). Segundo
dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Vegetal (SINDIVEG), o
setor de defensivos agricolas faturou cerca de US$ 10,500 bilhdes em 2013, numero 8%
superior a 2012. Entretanto, o uso indiscriminado de agrotoxicos vem causando Sérios
danos ao meio ambiente, com a contaminacdo dos solos, dos alimentos, das aguas
superficiais e subterraneas. Tais substancias sdo agentes poluidores e os efeitos de seu uso
constituem um problema reconhecido mundialmente, agravado pela utilizacdo inadequada,
podendo resultar em problemas de saldde para o homem, para espécies ndo-alvo pelo
consumo de agua e alimentos contaminados, bem como para o0 ecossistema como um todo
(SPADOTTO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2001).

O comportamento de nu agrotoxico no ambiente € determinado por Varios
processos fisico-quimicos e biolégicos, como retencao (sor¢ao, absorgéo), a transformacao
(degradacdo quimica e biolégica), o transporte (deriva, volatilizacdo, lixiviagdo e
carreamento superficial), e amgbor interacbes desses processos (SPADOTTO et al.,
2004).

A classificacdo dos agrotoxicos envolve varios aspectos, como a finalidade do uso,

a estrutura quimica, a resposta neurotéxica e o modo de acdo do ingrediente ativo no
organismo-alvo. O modo mais usual, no entanto, esta relacionado ao grupo de organismos-
alvo, sendo, assim, classificados em inseticidas, fungicidas, herbicidas, rodenticidas e/ou
raticidas, acaricidas, nematicidas, molaskds, e outros. Em relacdo a toxicidade, séo
classificados em extremamente toxicos, altamente toxicos, medianamente toxicos e
levemente toxicos, de acordo com a dose letal a 50% dos individuos (DL50), em mg/kg,
tendo ratos submetidos a toxicidade aguda como referéncia (ANDREI, 2005; LARINI,
1999).

Dentre os varios grupos de inseticidas, os piretroides, originalmente obtidos a partir
da espécie vegetaChrysanthemum cinerariaefoliymapresentam aplicacdo de largo

espectro no controle de insetos. Entretanto, esses compostos naturais apresentam baixa



estabilidade em condi¢cdes ambientes e, em funcdo disso, foram realizadas modificacdes
quimicas estruturais, resultando em piretrinas com elevado grau de toxicidade aos insetos,
como a cipermetrina, a deltametrina, a aletrina, cialotrina, bifentrina e permetrina
(SANTOS et al., 2008; PIMPAO, 2006;

Os piretroides constituem o grupo de inseticidas mais amplamente utilizado nas
lavouras e, em comparagdo com outros agrotoxicos, sdo considerados de baixo impacto
ambiental e de baixa toxicidade em mamifd@SNTOS et al., 2008). Entretanto, varias
pesquisas tem demonstrado que esses compostos causam sérios efeitos toxicos em peixes,
abelhas e artropodes aquaticos (GRISOLIA, 2005; VIRAN, 2003) e apresentam riscos a
passaros e mamiferos (SUCEN, 2015; QUEIROZ et al.,;20BRAHASHI, 1996). Os
efeitos tOxicos mais comuns numa exposicdo por via oral em mamiferos sao
neuroexcitatorios, como tremores, convulsées e salivacdo (SODERLUND, 2002

O mecanismo de acdo dos piretrdides em organismos-alvo se da por ativacdo dos
canais de soédio dos filamentos nervosos, bloqueando a sua abertura e fechamento,
encurtando a fase despolarizante, diminuindo o tempo de entrada dos ions de sédio no
interior da célula. Esta classe de inseticida atua também ligando-se aos receptores do
GABA, blogueando os canais de cloro e sua ativacdo (VELISEK et al., 2007;
BRADBERRY et al., 2005), o que pode causar hiperexcitabilidade observada em
envenenamentos severos por piretréides es tipo || (BRADBERRY et al., 2005).

Dentre todos os piretréides conhecidos até o momento, a deltametrina é considerada
a mais toxica para vertebrados (SANTOS et al., 2008) e conhecido quimicamente como
(S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzil-(1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato, com formula quimicatioBroNOz. Em agua, apresenta
vida média variando entre 17 e 110 dias, tende a ser estavel em pH acido e neutro e torna-
se susceptivel a hidrolise em condicfes alcalinas (LASKOWSKI, 2002). A deltametrina
pertence a classe de inseticidas do grupo quimico éster do acido crisantemico ou piretréide
do Tipo Il. Tem sido amplamente utilizada em diversos cultivos no Brasil, na medicina
veterinaria no controle de pulgas e carrapatos, e como controlador de vetores transmissores
de doencas pela saude publica. Este inseticida é considerado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2014) um praguicida de classe tipo Il ou, medianamente
toxico, perigoso ao ambiente.

Existem diversos estudos sobre os mecanismos celulares e moleculares de acao

téxica da deltametrina em animais e, nesse caso, 0s organismos tomados como referéncia



sao, geralmente, os ratos (DUBEY et al., 20013ZMEN et al., 2008; SATHANANDAM

et al.,, 2006). Em morcegos, entretanto, had caréncia de estudos e, nesse sentido,

considerando que eles podem ser afetados pela exposicéo indireta ao agrotéxico, por meio

dos alimentos contaminados, torna-se evidente a necessidade de conhecimentos sobre os
danos potenciais a esses animais.

Os morcegos (Chiroptera, Mammalia) apresentam grande relevancia na regulagao
dos ecossistemas tropicais, onde podem representar 40 a 50% das espécies de mamiferos
em certas areas (TIMM, 1994), sendo considerados indicadores de niveis de alteracbes no
ambiente e bom material de estudos sobre diversidade (FENTON et al., 1992). Bevido a
suas adaptacfes morfologicas, habitos alimentares e diversidade de formas, os quirdpteros
podem ocupar diversos nichos, em complexa relacdo de interdependéncia com o meio
(FENTON et al, 1992), atuando como polinizadores, reguladores de populacdes de insetos
e dispersores de sementes (KUNZ et al., 1984dispersao de sementes por meio das
fezes de morcegos frugivoros é fundamental para a manutencéo das florestas e recuperacao
de areas degradadas, bem como o sucesso reprodutivo das plantas consumidas (GARCIA
et al., 2000), o que é favorecido pelas grandes distancias percorridas através do voo,
visitando diferentes habitats em uma Unica noite. Diversas espécies do Ayéienos
mantém um fluxo génico entre diferentes fragmentos, com sua capacidade de percorrer
aproximadamente 35 km, explorando ilhas costeiras e areas continentais (MENEZES et al.,
2008).

Dentre os Chiroptera, destaca-se o grupo mais versatil na exploracdo de alimentos:
a familia Phyllostomidade. Endémica do continente americano, podem explorar néctar,
pélen, folhas, insetos, frutos, sangue entre outros (PASSOS et al.,, 2004). A subfamilia
Stenodermatinae € composta principalmente por espécies frugivoras, Actibeus
lituratus (OLFERS, 1818), que distribui-se desde o México até o norte da Argentina e
praticamente todo o Brasil (EISENBERG et al., 1999). Os representantes desta espécie
podem se abrigar em copas de arvores de ambientes conservados e ambientes urbanos
(BIANCONI et al., 2004). Apresentam grande relevancia na regulacdo dos ecossistemas
tropicais (TIMM, 1994) sendo considerados indicadores de niveis de alteracbes no
ambiente e bom material de estudos sobre diversidade (FENTON et al., 1992). Atuam
como polinizadores, reguladores de populacdes de insetos e como eficientes dispersores de
sementes de florestas priméarias para areas de floresta secundéarias (LOPEZ, et al 2004;

KUNZ et al., 1994), sendo esta dispersao fundamental para a manutengcao das florestas e



recuperacdo de areas degradadas, bem como o sucesso reprodutivo das plantas consumidas
(GARCIA et al., 2000).

As espécies neotropicais do géndédibeus lituratusapresentam coloracdo da
pelagem predominantemente amarronzada, podendo variar entre as regides geograficas,
possem duas listas claras faciais conspicuas, ndo possuem calda e apresentam folha nasal
mediana em forma de lanca na extremidade do focinho. S&o animais de grande porte com
aproximadamente 75 mm de antebraco e peso variando entre 44 a 87 gramas com uma
envergadura de 32 a 33 cm (NOWAK, 1994; REIS et al., 2007), sendo considerados um
dos maiores morcegos brasileiros, e sua orientagdo ocorre através do olfato (FRAHM
1981) e viséo, além da ecolocalizacao (REIS et al., 2007), assim como todas as espécies da
familia Phillostomidae.

Durante o forrageio, morcegos frugivoros se deparam facilmente com alimentos
contaminados com agrotoxicos em varias areas de cultivo. Em comparacdo com outros
mamiferos, estes animais sao considerados potencialmente mais sensiveis a exposi¢cdo aos
agrotoxicos por causa de suas caracteristicas ecoldgicas como alta longevidade, longo
periodo reprodutivo e diminuicdo do metabolismo pela hibernacdo (STAHLSCHMIDT et
al., 2012).

Estudos realizados por Brinati (2011) demonstraram que morcegos frugivoros
Artibeus lituratus expostos cronicamente a doses comerciais do inseticida endosulfan
apresentaram alteracdes metabdlicas, como diminuicdo das reservas de proteinas nos
membros anteriores, diminuicdo de acidos graxos totais da carcaca, bioacumulo do
agrotoxico nos tecidos adiposo e hepatico e aumento de lipideos no tecido hepatico.
AlteracBes histopatolégicas no tecido hepatico e alteragbes nas reservas energéticas
também tém sido observadas nesses animais quando expostos ao inseticida
organofosforado fentiona (AMARAL et al., 2012). O metabolismo energético compreende
todas as vias utilizadas pelo organismo para obter e utilizar a energia a partir de fontes
provenientes da alimentacdo e de fontes enddégenas (POWERS ET AL., 2000). Os
nutrientes provenientes da alimentacdo (carboidratos, proteinas e lipidios) podem ser
utilizados de forma imediata pelo organismo, gerando energia aos tecidos, ou serem
armazenadas na forma de reservas energéticas (DOUGLAS, 2002; POWERS et al., 2000).
As principais formas de reservas energéticas sdo armaseeafiama a liberar energia na
forma de ATP quando mobilizadas (oxidadas), de forma a atender as demandas energéticas
corporais (GLEESON, 2005).



Alteracdes metabodlicas envolvem, também, a capacidade antioxidante de
individuos da espécieArtibeus lituratus expostos ao inseticida endosulf As
modificacbes das atividades das enzimas antioxidantes indicam que esses animais se
encontram sob acéo do estresse oxidativo resultante da acdo do endosulfan e que, nesse
caso, essas enzimas poderiam ser utilizadas como biomarcadores de toxicidade ambiental
em morcegos (OLIVEIRA, 2013).

O estresse oxidativo ocorre pelo aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS- Reactive Oxygen Species), tais como ion superoxidd, (@réxido de
hidrogénio (HO), radical hidroxila (OH) e oxigénio singléDg) (AVILEZ et al., 2008;

SINGH et al., 2008), que podem causar sérios danos celulares, de forma estrutural e
funcional. Entretanto, a intensidade desses efeitos pode ser minimizado por meio da

atuacdo de mecanismos antioxidativos enzimaticos, como a acéo das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX) e peroxidases do ascorbato (APX) e
mecanismos ndo enzimaticos, como a glutationa, ascorbato e vitaminas (SINGH et al.,

2008).

A SOD apresenta uma importante funcédo antioxidante, catalisando a dismutacéo do
radical Q" a HO. (20, + 2H" — H20. + Oz) (Ross et al, 19910 H:O: resultante €
menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a CAT e a POX (LIMON-
PACHECO, 2009; HERMES-LIMA, 2004; DROGE, 2002).

A avaliacdo da atividade da CAT é uma importante forma de monitoramento do
estresse oxidativo (AVILEZ et al., 2008; CHANDRAN et al., 2005) uma vez que € um
componente de defesa antioxidante primario, que catalisa a reduca®gdotinando
H.O e Q e a oxidacdo de compostos hidrogenados, tais como etanol, metanol, fendis,
acido formico (AEBI, 1984).

Embora eficientes, os sistemas antioxidantes podem ser incapazes de impedir a
acdo dos ROS e, nesse caso, os sitios preferenciais de acdo sdo as membranas celulares,
resultando na peroxidacéo lipidica. Nesses casos, os ROS agem sobre os acidos graxos
polinsaturados dos fosfolipideos das membranas, desintegrando-os e permitindo a
entrada de ROS nas estruturas intracelulares. Isso causa alteragbes na estrutura e
permeabilidade das membranas celulares, causando perda na seletividade na troca iGnica
e liberacdo do conteudo de organelas, e formacdo de produtos citotoxicos como o
malondialdeido, podendo levar a danos no DiNAorte celular (FERREIRA, 1997).



A grande maioria dos estudos toxicoldgicos testaram piretroides em altasedoses,
com exposi¢des que nao traduzem o real modo de exposi¢cdo dos animais silvestres n&o-
alvo na natureza, ou seja, estudos com animais expostos a pesticidas via gavagem, nao
refletem a exposicéo real que animais silvestres enfrentam na natureza. Ha, portanto, uma
escassez de estudos com doses recomendadas pelo fabricante, em um periodo agudo de
exposicdo e em organismos néo-alvos em condi¢des ecologicamente relevantes, como 0s
morcegos frugivoros.

Com o intuito de descobrir os possiveis danos que o agrotéxico deltametrina pode
vir a causar em morcegos da espécie Artibeus lituratus, o presente estudo teve por objetivo
avaliar se a dosagem comercialmente recomendada do agrotéxico deltametrina e/ou uma

dose 3 vezes acima desta induz danos metabdlicos e/ou estresse oxidativo.



2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a possivel toxicidade do inseticida
piretréide deltametrina e seus efeitos no metabolismo energético e capacidade
antioxidante do tecido hepético em morcegos frugivadkdibeus lituratus apés a
exposicdo a doses comerciais e uma dose 3 vezes maior do que a dose comercial
recomendada deste inseticida, visando contribuir para a avaliagcdo dos impactos causados

pela deltametrina em mamiferos néo-alvo expostos a este agrotoxico.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 SISBIO e comité de ética

Todas as capturas, transporte e procedimento experimental estdo de acordo com as
instrucdes e autorizacdo do IBAMA-SISBIO (Processo n° 44828/1) e do comité de ética
em experimentacédo animal da Universidade Federal de Vigcosa (Processo n°® 45/2014).

3.2 Laboratorios

O processamento das amostras e analise do material deste estudo foi realizado
no Laboratdriode Ecofisiologia de Quirdpteros (Departamento de Biologia Animal),
Laboratério de Imunologia e Glicobiologia, Laboratorio de Imunovirologia Molecular,
Laboratério de Biofisica e Laboratério de Biologia Estrutural (Departamento de Biologia

Geral- Universidade Federal de Vigosa).

3.3 Caracterizacao quimica do agrotoxico

Foi utilizado o inseticida piretréide deltametrina (Figura 1), adquirido em loja
comercial, conhecido quimicamente como (S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzil-(1R,3R)-3-(2,2-
dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato. De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), sua classificacdo toxicolégidara@duto Técnico
Classe Il ou medianamente toxidgpresenta formula quimica£H19BrNOs, e pertence
a classe de inseticidas do grupo quimico éster do acido crisantemico ou piretroide do Tipo
II. O mecanismo de acdo da deltametrina ocorre sobre os canais do GABA (Gamma-
AminoButyric Acid), neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central (SNC), onde
se ligam blogueando os canais de cloro, levando a uma hiperexcitabilidade do SNC
(ESHLEMAN, 1991).
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Figura 1.Estrutura quimicaladeltametrina.



3.4 Tratamento experimental

Morcegos machos adultos (n=17) da espdéctéeus lituratusforam coletados
com redes de neblina na Mata do Paraiso do Campus da Universidade Federal de Vicosa
(20° 45°S e 42° 52 W), localizada na cidade de Vicosa, MGBrasil. Esses animais foram
identificados com a Chave de Identificagcdo de Morcegos Brasileiros (VIZZOTTO et al.,
1973), separados aleatoriamente, pesados com pesola e mantidos em morcegario localizado
na area externa do Museu de Zoologia Jodo Moojen da UFV, com iluminagcdo natural e
temperatura ambiente (Figura 2), por dois dias, para periodo de adaptacdo. Durante esse
periodo, os animais foram alimentados com mamao maduro, por se tratar de alimento de
facil aceitacdo em cativeiro (AMARAL, 2012).

Figura 2. Recinto (morcegario) (A) utilizado para acondicionamentoaii@ag (B) no periodo de
tratamento dos animais, localizados no Museu de Zoologia Jodo MoOJeY.
Imagem: Alessandro Brinati

Apos o periodo de adaptacéo, os animais foram divididos aleatoriamente em trés
grupos experimentais: grupo controle (Controle; n=6), alimentados com frutos sem
tratamento; grupo deltametrina 1 (Deltl; n=6), alimentados com frutos tratados com
deltametrina a 0,1 % (v/v), concentragdo recomendada pelo fabricante para aplicagao nas
lavouras; grupo deltametrina 2 (Delt2; n=5), alimentados com frutos tratados com
deltametrina 0,3 % (v/v) concentracdo 3 vezes maior do que a dose ambiental permitida.
Para o tratamento das frutas com deltametrina oferecidas aos grupos Deltl e Delt2, o

inseticida foi diluido em agua e aplicado diariamente nas referidas concentra¢cdes, de forma



homogénea, com o auxilio de um borrifador (aproximadamente 2 mL), garantindo total
aplicabilidade na superficie externa do maméao. As frutas tratadas e néo tratadas foram
partidas transversalmente (aproximadamente 200 g cada por¢céo) e oferecidas aos animais
durante sete dias, por volta das 18:00 h, com a casca voltada para cima (Figura 3), visando
simular a situacédo encontrada por morcegos na natureza. Ao final da exposi¢do diaria, as
sobras foram recolhidas e pesadas. Durante esse periodo, os animais também receberam
aguaad libitum. Ao final dos 7 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados, por

deslocamento cervical seguido de decapitacdo, e retiradas amostras de tecido hepatico,

carcaca e 0 musculo peitoral, as quais foram pesadangelads a -80°C para anélise

posterior.

Figura 3. Alimentac&o durante o experimento, destacando a forma com@ss 1
foram oferecidas aos animais.
Imaaem: Nicole Fontes | nsano

3.5 Dosagem de proteina total

O homogenato utilizado na determinacao da proteina total hepatica e muscular, foi
preparado a partir de 100 mg de tecido hepatico e tecido muscular de cada animal. Os
tecidos foram coletados, lavados com solucéo salina (NaCl) 0,9% para remover 0 excesso
de sangue, acrescentado 1 mL de tampao fosfato pH 7,0 ( 0.2 M com 1 mol de EDTA) e

homogeneizado até completa dissolucdo do tecido, centrifugado a 10.000 xg por 10
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minutos a 4°C. Posteriormente, a amostra foi diluida 20 vezes e uma aliquota de 100 pL
deste homogenato foi utilizado para andlise pelo método de Lowry para dosagem da
proteina total (LOWRY et al., 1951).

3.6 Determinacgéo dos lipidios totais

Foram pesados aproximadamente 100 mg do tecido hepético e muscular (musculo
peitoral) para a determinacéo dos lipidios totais. Homogeneizadas em 12,5 mL de solucao
cloroférmio:metanol (2:1). Apés filtracdo e separacdo das fases por adicdo de 4 mL
solucado salina (NaCl) 0,9%, uma aliqudiafase cloroférmica (5 mL) foi utilizada para
determinacao dos lipidios totais pelo método gravimétrico (FOLCH et al.,1957).

3.7 Acidos graxos totais da carcaca

A carcaga foi pesada e acondicion&aum recipiente de vidro contendo 200
mL de KOH 6 N, até sua total dissolucao, levadas a banho-maria a 80°C por 30 min, sendo
posteriormente filtrada com Ia de vidro. Foi acrescentado 50 ml de alcool absoluto (99%)
em uma aliquota de 50 mL desta solucéo. Foi retirado uma aliquota de 20 mL desta solucdo
e acrescentados 40mL de éter de petroleo sendo agitados durante 2 min, aspirando a fase
superior em bomba a vacuo, tendo esse processo repetido por 3 vezes. Foi acrescentado
200 pL de verde-bromo-cresol 0,4% e acidificada com Sdeécido sulfarico(H2SQu),
submetida a extracdo por cloroférmio, acrescentando 3 vezes o volume de cloroférmio
agitado por 2 minutos. Foram utilizados 50 mL desta fase para a determinacdo dos acidos

graxos totais por método gravimétrico (FOLCH et al.,1957).

3.8 Determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes e do produto da
peroxidacao lipidica.

Para o preparo dos homogenatos utilizados na determinacdo da atividade da
catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e do produto da peroxidacdo lipidica
malondialdeido (MDA), 100 mg de tecido hepético de cada animal foram coletados,
lavados com solugéo salina 0,9% para remover o excesso de sangue, acrescentado 1 mL
de tampéo fosfato pH 7,0 (0,2 M com 1 M de EDTA) e homogeneizado até completa
dissolucéo do tecido. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg a 4 °C

durante 10 minutos, e o sobrenadante foi utilizado para os testes enzimaticos.
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Para a analise da atividade da CAT, foi preparado um tampdo fosfato com
peroxido de hidrogénio (40 pL de peroxido de hidrogénio em 25 mL de tampéo fosfato pH
7,0), posteriormente 10 pL de homogenato foi acrescentado em 1 mL de tamp&o com
peréxido de hidrogénio, sendo a CAT estimada por meio da decomposicédo do peréxido de
hidrogénio (HO2) (10 mmol LY durante o primeiro minuto da reacdo em 240 nm em
espectrofotdmetro (AEBI et al., 1984) usando o coeficiente de extingdo molar de’36 mol
L cm,

Para a determinacdo da atividade da SOD, foram pipetados em placa de Elisa 30
pl do homogenato, 99 pL de tampéo fosfato pH 7,0 (0,2M), 6 pL de MTT (1,25 mM),15
pL de pirogalol (100 pM), incubados por 5 minutos em estufa a 37°C e a reagao
interrompida acrescentando 150 pL de dimetilsulféxido. Os resultados foram obtidos
através de Elisa a 570 nm baseada na capacidade desta enzima em catalisada reacéo
superéxido & e perdxido de hidrogénio, e assim diminuir a razdo de auto-oxidacédo do
pirogalol (DIETERICH et al., 2007).

A avaliacdo da peroxidacao lipidica, mediante quantificacdo do MDA, foi feita
em 200 uL amostras do sobrenadante dos homogenados dos tecidos adicionadas a 400 pL
de solucdo TBARS (acido tricloroacético 15 % e 0,375 % de acido tiobarbittrico, HCI
0,25 N) e mantidos em banho-maria a 90 °C por 40 minutos. Apds resfriamento foi
acrescentado 600 pL de alcool butilico, homogeneizado durante 2 minutos e centrifugado a
6.840 xg por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi mensurado em espectrofotometro a
535 nm (WALLIN et al, 1993). A concentracdo de MDA (unidade MDA 4népi
determinada por meio de curva padrdao, a partir do reagente TMPO (1,1,3,3-

tetramethoxypropane), nas concentracdes de 0 a 4 mM).

3.9 Anadlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de homogeneidade de variancia com o teste
Shapiro-Wilk. As médias entre grupos foram comparadas usando ANOVA seguida do teste
de Tukey para os dados paramétricos ou Kruskal-Wallis para os dados ndo-paramétricos,

com nivel de significancia de p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Consumo alimentar e peso corporal

O consumo alimentar ndo apresentou diferengas significativas do grupo controle
em relacdo aos grupos tratados com o inseticida deltametrina nas concentracdes 0,1% e
0,3% (v/v) (Tabela 1).

Em relacdo a média da variacdo dos pesos corporais, 0 grupo Delt2 apresentou uma
diminuicdo de peso em relacdo ao grupo contrqte4F4,20; P=0,0357). O grupo Deltl

nao apresentou variacdo de peso corporal em relacdo grupo controle (Tabela 1).

4.2 Proteina total

As concentracbes de proteina total no figado nao diferiram em nenlsum do
grupos analisados @147=0,851; P=0,4478). Observou-se um aumento da quantidade
de proteina no musculo dos dois grupos que receberam tratamentolzonetti@a
guando comparados ao grupo controle {(4=9,99; P=0,002; DF=14; Deltl vs.
Controle; P=0,0034; Delt2 vs. Controle P =0,0071) (Tabela 1).

4.3 Lipidios totais

As concentracfes de lipidios totais do figado nos grupos Deltl e Delt2 foram
similares quando comparados ao grupo contrqte{F1,87; P=0,1882; Deltl P=0,5650
Delt2 P=0,5814). Em relacdo aos lipidios totais dos musculos, os grupos Deltl e Delt2
também nédo sofreram alteracdes quando comparados ao ao grupo Cordrade=(E,47;
P =0,2617) (Tabela)2

4.4 Acidos graxos totais da carcaca

As concentracdes de acidos graxos totais da carcaca ndo apresentaram diferencas
significativas do grupo controle em relagdo aos grupos tratados com o inseticida
deltametrina nas concentragdes 0,1% e 0,3% (v/v) (F (2, 14) = 1,75; P = 0,2092) (Tabela
2).
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4.5 Atividade das enzimas antioxidantes e do produto da peroxidacao
lipidica.

A atividade da enzima antioxidante SOD no figadoAdtbeus lituratus
expostos apresentou resultados semelhantes aos do grupo Contrated(2 BHU/mg
proteina) quando comparado com 0s grupos tratados com deltametrina(®6lt1%

e 0,3% (Delt2) ( 2,47 + 0,167 U/mg proteina; 3,08 = 0,206 U/mg proteina)
(F2,1472,63;P=0,1073). Os resultados obtidos para a atividade dacee@AT em
animais expostos também n&o apresentaram alteracbes significativas quando
comparados ao grupo Controle (controle = 0,265 + 0,0340 U/mg proteéfta; D

0,238 £ 0,00950 U/mg proteina ; Delt2 = 0,261 + 0,00389 U/mg proteina)i4{f=

0,465; P = 0,6374) (figura 4).

Da mesma forma, os resultados referentes ao produto da peroxidagéaa lipid
(MDA) foram similares em todos os grupos (Controle = 0,0189 = 0,00261 nmol/mg
proteina; Deltl = 0,0124 + 0,00174 nmol/mppteina; Delt2 = 0,0194 + 0,00171
nmol/mgproteina) (R, 14)= 3,57; P = 0,0560) (Figurg.5
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Tabela 1. Determinacdo da variacdo corporal e consumo alimentar nos grupos controle,
Deltl (0,1%) e Delt2 (0,3%).

Massa Peso : Alimento Alimento Sobras
Diferenca ) . )
corporal corporal ) consumido Fornecido  de alimento
inicial (g) final (9) J ) (9) (%)
Controle 69,43 +4,46 68,93+1,30 0,05+1,43 145,76 £13,6 234,14 37,75
Delt1 76,00+4,46 69,37+250 6,63+3,28 111,48+7,2¢ 198,71 43,90
Delt2 7425+1,86 62,79+4,38 11,46 +3,46* 104,18 +12,€ 207,2 53,85

Média da variacdo do peso corporal entre o inicio e final do experinhdédoa diaria

dos alimentos consumidos, fornecidos e das sobras de alimentos; No decorresde 7 dia
de experimento nos grupos controle, Deltl (0,1%) e Delt2 (0,3%); * diferenca
significativa em relagéao ao controle.

Tabela 2. Concentracdo proteina total, concentracdo de lipidios totais nos tecidos
hepatico e muscular e concentracdo de acidos graxos da carcaca, em animais do grupo
controle e em grupos expostos ao inseticida deltametrina (Deltl 0,1% e Delt2 0,3%),
durante 7 dias

Proteina Total Acidos graxos da

Lipidios Totais carcaca
(g/mL) " (@100 ) i)
Figado Musculo Figado Musculo Carcaca
Controle 226 + 1,95 75,7+9,77 176+1,97 13,3+1,09 0,53 + 0,068
Deltl 238+ 10,4 135+11,4 20,7+058 11,2+1,11 1,16 £ 0,30
Delt2 241 +10,2 132+10,8 144+3,62 11,2+0,82 0,78 £ 0,30

* diferenca significativa em relagéo ao controle.
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Figura 4 — Atividade das enzimas superoxido dismutase (A) e catalase (B) (U/ mg
proteina) no figado de morcegos frugivoAastibeus lituratusalimentados durante 7

dias com mamao tratado com o inseticida piretroide deltametrina. Controle (sem
inseticida); 0,1% (Deltl) =deltametrina g/L; 0,3% (Delt2) = deltametrina g/L.
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Figura 5 — Resultados do produdo da peroxidacéo lipidica MDA (nmol/mg
proteina) no figado de morcegos frugivoAsibeus lituratusalimentados durante 7
dias com mamao tratado com o inseticida piretroide deltametrina. Controle (sem
inseticida); 0,1% (Deltl) =deltametrina g/L; 0,3% (Delt2) = deltametrina g/L.
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5. DISCUSSAO

Agrotoxicos tem sido amplamente utilizados, se tornando um problema de ordem
mundial (MAYON, 2006). Medidas de controle estdo sendo adotadas para desenvolver
produtos que causem menos impactos ambientas e a saude, tanto do homem como de
espécies ndo-alvi[-SHENAWY, 2010). Atualmente, os piretréides constituem o grupo
de inseticidas mais amplamente utilizado nas lavouras e, em comparacdo com outros
agrotoxicos, sdo considerados de baixo impacto ambiental e de baixa toxicidade em
mamiferos(SANTOS ET AL., 2008). Entretanto, varias pesquisas tem demonstrado que
esses compostos causam sérios efeitos toxicos em peixes, abelhas e artropodes aquaticos
(GRISOLIA, 2005; VIRAN, 2003) e apresentam riscos a passaros e mamiferos (SUCEN
2015; QUEIROZ et al., 2001; NARAHASHI, 1996). Na agricultura, os piretréides tem
sido utilizados para substituir 0 uso de agrotéxicos mais toxicos e persistentes, como
organofosforados.

No presente estudo, durante a exposi¢cdo dos animais, observamos que morcegos
expostos ao inseticida deltametrina apresentaram uma diminuicdo do peso corporal no
grupo Delt2 (0,3% v/v) ao final do experimento. Estudos em ratos tratados com o mesmo
agrotoxico, em baixas e altas doses por 45 dias (0,003, 0,03, e Rgdmy/ou 90 dias
(1,02, 2,56 e 6,40 mg/kg/dia) também reportaram perda de peso em animais expostos (XU
et al., 2015; CHARGUI et al., 2012). Em relacdo as reservas energéticas analisadas, as
concentracbes hepaticas de proteinas ndo apresentaram alteragbes em decorréncia da
exposicdo a deltametrina. No entanto, no muasculo peitoral, houve aumento da
concentracdo proteica em ambos os grupos tratados (Deltl e Delt2). Estudos relacionados
com alteracbes metabdlicas induzidas por agrotoxicos, como os organofosforados,
demonstraram que o0s animais apresentam um quadro de hiperglicemia (KUMAR et al.,
2009 RAHIMI et al., 2007), sendo esse um sintoma tipico da toxidez por agrotéxicos.

O principal efeito toxicolégico dos organofosforados ocorre de maneira semelhante
ao dos piretréides, levando a uma hiperexitabilidade do sistema nervoso central (SNC) e,
com isso, afeta a regulagdo do metabolismo da glicose (RAY et al., 2012), conforme
demonstrado por Cremer et al. (1985) em ratos expostos a piretroides. Essas mesmas
alteracdes no metabolismo de glicose foram, também, verificadas em trabalhadores rurais
expostos ao piretréide deltametrina, com aumento de 50% na prevaléncia de regulagéo da

glicose anormal em comparagéo com aqueles n&do expostos (WANG, 2011).
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Uma das possibilidades que explicaria o aumento observado das concentracdes
proteicas observadas seria uma possivel hiperglicemia induzida pela deltametrina.
Portanto, seria interessante dosar também as concentracdes de glicose na circulacdo
sanguinea de animais expostos, a fim de se verificar esta possibilidade.

Em geral, os resultados do presente estudo néo revelaram alteracdes significativas
em padrdes metabdlicos importantes, como o de acidos graxos da carcaca e lipidios totais
em tecido hepatico e muscular, nos dois grupos tratados com o inseticida deltametrina. Em
outros estudos realizados com os inseticidas fentiona e epinosina, em morcegos frugivoros,
também ndo foram observadas altera¢des das concentracdes de lipidios totais do tecido
hepatico e muscular, durante um tratamento de 7 e de 30 dias de exposi¢cdo (AMARAL,
2012). Outro estuddambém realizado com morcegos frugivoros expostos ao agrotéxico
endosulfan durante um periodo de 35 dias, observou que os animais ndo apresentaram
alteracdes nos lipidios totais do musculo peitoral e patas posteriores, porém foi observado
um aumento significativo dos lipidios totais em tecido hepético (BRINATI, 2011). Os
diferentes resultados encontrados podem estar relacionados ao fato do tempo de exposi¢ao
nao ser o mesmo, bem como o agrotoxico utilizado e suas diferentes doses.

Embora os parametros metabolicos avaliados ndo tenham sofrido alteracoes,
sugere-se que outros mecanismos relacionados aos carboidratos possam ser avaliados, uma
vez que estudos realizados com piretréides do tipo | e Il, durante 60 dias de exposicao,
reportaram nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, dano oxidativo e alteracfes do metabolismo
energeético, incluindo um aumento da taxa de glicélise anaerdbica, aumento da oxidacdo de
acidos graxos (LIANG, 2013).

Alteracbes metabodlicas envolvem, também, a capacidade antioxidante em
mamiferos. Em condices normais, o corpo produz antioxidantes (enzimaticos e néo-
enzimaticos) capazes de manter um balanco entre a producéo e consumo de ROS e, assim,
prevenir o estresse oxidativo e danos celulares (GENESTRA, 2007; HERMES-LIMA,
2004; DROGE, 2002). Esses danos envolvem a oxidac¢ao dos lipidios, danos as groteinas
ao DNA, podendo causar morte celular (GENESTRA, 2@ROGE, 2002). Fatores
exodgenos também podem desencadear o estresse oxidativo, como a exposi¢do a radiacao,
fumo, metais, poluentes ambientais e pesticidas (LIMON-PACHECO et al.,; 2009
ABDOLLAHI et al., 2004).

Estudos realizados com o inseticida deltametrina em determinadas concentragcbes

(1,28 e 44,5 mg/kg/dia; 5,0 e 35,0 mg/kg/dia) mostraram que este agrotoxico pode induzir
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a producéo de ROS (DUBEY et al., 2013; TUZMEN et al., 2008). Mecanismos de defesa
enzimaticos, como as enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) atuam no
combate as ROS. Em um primeiro momento ocorre um aumento da atividade enzimatica
de SOD e CAT indicando que estas enzimas estdo atuando na protecdo contra as ROS,
protegendo dos danos oxidativos que podem ser causados pelo excesso de ROS no
organismo. Em situagbes de estresse mais severo, no entanto, ocorre decréscimo na
atividade dessas enzimas, as quais estariam sendo inibidas pelo aumento na concentragcao
de ROS e, assim, ndo conseguem combater o excesso de producédo de ROS, podendo levar
ao estresse oxidativo (ORUC, 2012).

A capacidade antioxidante tem sido frequentemente utilizada como bioindicador de
toxicidade por contaminantes (AMIN et al, 20 B®DBOLLABI, 2004). Por este motivo,
nos investigamos o efeito da formulacdo comercial do inseticida piretroide deltametrina na
capacidade antioxidante do tecido hepético, em morcegos frugiditesus lituratus Os
resultados esperados seriam encontrar uma diminui¢cdo da atividade enzimética de SOD e
CAT conforme reportado por estudos realizados com o mesmo inseticida (XU, et al., 2015
DUBEY et al., 2013; TUZMEN et al., 2008

No presente estudo, as doses de inseticida utilizadas e o tempo de exposicao de 7
dias estudados nédo alteaara atividade antioxidante das enzimas SOD e CAT no figado
dos morcegos tratados nas dosagensens de 0,1% e 0,3% (v/v) no tecido hepético de
morcegos frugivorogértibeus lituratus Diferentemente do encontrado na literatura onde
morcegos frugivoros quando expostos a diferentes doses do inseticida endosulfan durante
35 dias, apresentaram diminuicdo na atividade das enzimas SOD e CAT em tecido
hepatico (OLIVEIRA et al., 2013). Estudos realizados com ratos tratados com deltametrina
também apresentaram diminuicdo das enzimas SOD e CAT apoés 28 dias de tratamento,
com diferentes concentracdes quando comparados ao controle (DUBEY et al.,, 2013).
Resultados semelhantes foram encontrados em estudos realizados em tecido hepético de
ratos durante 16 semanas de tratamento com o mesmo inseticida em doses baixas e altas
(5,0 mg/kg/dia e 35,0 mg/kg/dia) (TUZMEN et al.,, 2008). Em estudos realizados com
baixas doses (1,02 mg/kg/dia) em ratos durante 90 dias de tratamento foi observada uma
diminuicdo na atividade da SOD em tecido hepatico, porém, ndo houve alteracbes na
atividade enzimatica da CAT (XU, et al., 2015). As alteracdes da atividade dessasenzim
podem ser dependentes da dose e do tempo de exposi¢cdo, bem como do tecido estudado

(ABARIKWU et al., 2010) o que justifica os resultados encontrados pelos nossos estudos.
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Os produtos da peroxidacao lipidica (MDA) no figado dos morcegos tratados com
o inseticida deltametrina nas doses 0,1% e 0,3% (v/v) n&o diferiram do grupo controle, da
mesma forma que os resultados encontrados para ratos tratados com baixas, médias e altas
doses (1,02, 2,56, e 6,40 mg/kg/dia) do mesmo inseticida em um periodo de 90 dias (XU et
al., 2015). Este aumento na concentracdo de MDA também foi observado em ratos, quando
expostos a 45 dias (0,3 mg/kgdd(CHARGUI et al, 2012) e 30 dias (MANNA et al.,

2005) de tratamento com deltametrina. Acredita-se que estes aumentos podem ter sido
causados pela oxidagcdo da membrana plasmatica mediada por toxicidade das ROS
causadas pelo pesticida (CLASEN et al., 2@RUC, 2012).

Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que o inseticida piretréide
deltametrina, nas concentracdes testadas, de 0,1% e 0,3% (v/v), em solucdo preparada e
borrifada em frutas oferecidas aos morcegos frugivémtibeus lituratus (OLFERS,

1818), em um periodo agudo de 7 dias, ndo provocou alteragcbes metabdlicas nas
concentracdes de &cidos graxos da carcaca, lipidios totais do tecido hepéatico e muscular,
bem como alteracBes na atividade enzimatica das enzimas SOD e CAT, e do produto da
peroxidacdo lipidica relacionados ao estresse oxidativo. De acordo com os dados
encontrados na literatura, acredita-se que o fato de ndo encontrarmos alteracdes nestas
andlises se justifica pelo baixo tempo de exposicdo, pelas baixas concentracfesetestadas
pelo fato de testarmos a acdo deste pesticida da forma pelo qual os animais estariam
expostos a ele na natureza. Em funcdo do fato de que a exposicdo a deltametrina, em
condicbes naturais, ser potencialmente crdnica, ou seja, o animal no campo esta
potencialmente exposto a pesticidas durante todo o tempo deazda, fecessario outros
estudos abrangendo uma combinagcdo com outros pesticidas e um maior tempo de
exposicdo para verificar possiveis danos toxicolégicos causados pelo inseticida

deltametrina, bem como estudos em diferentes 6rgaos.
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6. CONCLUSAO

Apés a avaliacdo do impacto da exposicdo ao piretroide deltametrina nas
concentracdes 0,1% (dose ambiental permitida) e 0,3% (dose 3 vezes acima da dose
comercial recomendada) (v/v) em morcegos frugivokotibeus lituratus (OLFERS,

1818), em condicbes ecologicamente relevantes e durante um periodo agudo de 7 dias,
verificou-se auséncia de maiores alteracdes nas reservas energeéticas como: acidos graxos
da carcaca e lipidios totais do tecido hepatico e muscular. As atividades das enzimas
indicadoras de estresse oxidativo, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e o
produto da peroxidacdo lipidica malondialdeido (MDA), também permaneceram

inalterados apés a exposicdo aguda ao inseticida. Estudos mais abrangentes, incluindo a
exposicao crénica ao pesticida, mais fiéis a realidade enfrentada pelos animais na natureza
(exposicdo continua por todo o periodo de vida do animal) sdo necesséarios para uma

melhor avaliagdo dos efeitos deste inseticida em espécies silvestres ndo-alvo.
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