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“Aquele que habita no abrigo do Altissimo e descansa a sombra do Todo-poderoso
pode dizer ao Senhor: Tu és 0 meu refagio e a minha fortaleza, o meu Deus, em quem confio.
Ele o livrara do laco do cacador e do veneno mortal.

Ele o cobrird com as suas penas, e sob as suas asas vocé encontrara refugio; a fidelidade dels
sera o seu escudo protetor.

Vocé néo temera o pavor da noite, nem a flecha que voa de dia,
nem a peste que se move sorrateira nas trevas, nem a praga que devasta ao meio-dia.
Mil poder&o cair ao seu lado, dez mil & sua direita, mas nada o atingira.
Vocé simplesmente olhara, e vera o castigo dos impios.
Se vocé fizer do Altissimo o seu refagio,
nenhum mal o atingird, desgraca alguma chegaré a sua tenda.

Porque a seus anjos ele dara ordens a seu respeito, para que o protejam em todos 0s seu
caminhos;

com as méaos eles o segurardo, para que vocé néao tropece em alguma pedra.
Vocé pisara o ledo e a cobra; pisoteara o ledo forte e a serpente.
"Porque ele me ama, eu o resgatarei; eu o protegerei, pois conhece o0 meu nome.

Ele clamara a mim, e eu lhe darei resposta, e na adversidade estarei com ele; vou livra-lo e
cobri-lo de honra.

Vida longa eu Ihe darei, e Ihe mostrarei a minha salvacao. "

Salmos 91:1-16
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Ana Lidia que ndo mediram forcas pareu superar tudo.
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OLIVEIRA NETO, Mario Jose de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2015.
Histomorfometria do epididimo de morcegos frugivorosArtibeus lituratus Olfers, 1818)
tratados com fungicidas mancozeb e tebuconaz@rientador: Mariana Machado Neves.

Mancozeb e o Tebuconazol sdo fungicidas utilizados em lavouras brasileiras, principalmente
em fruticulturas e culturas de cereais. Sabe-se que morcegos que se alimentataos de f
contaminados com estes fungicidas apresentaram alteracdes metabdlicas e hepaticas. Nao hé
relatos sobre seu efeito no epididimo, importante 6rgédo reprodutivo responsével na maturacao
e na estocagem de espermatozoides. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do
mancozeb e do tebuconazol sobre parametros histomorfométricos epididimarios. Foram
utilizados morcegos da espéchatibeus lituratus (n=25) divididos em cinco grupos
(G=5/grupo). Animais do grupo G1 (controle 1) foram alimentados com mamé&o sem mancozeb
ou espalhante, enquanto que animais do G2 se alimentaram de mamao com espalhante adesivc
(1 mL/L; controle 2) e do G3 receberam maméao com calda de espalhante adesivo (ImL/L) e
mancozeb (2 g/L) durante 7 dias. J& o grupo 4 recebeu por 7 dias tebuconazol (1 mL/L), com
espalhante adesivo, e o grupo 5 tebuconazol (1 mL/L) por 30 dias mais o espalhante. Os
epididimos foram obtidos ap6s eutanasia (CEUA 106/2014) dos animais, sendo os epididimos
fixados inteiros em solucdo de Karnovsky e incluidos em resina. Imagens microscoépicas de 10
cortes histolégicos de cada regido epididimaria, cabeca, corpo e cauda (aumento de 200X),
foram analisadas no software Image Pro Plus 4.5, mensurando-se altura de epitélio (um) e
diametros luminal (DL) e tubular (DT) (um). A proporcao volumétrica (%) de epitélio, lamen

e intersticio foi avaliada através da contagem de 266 pontos sobre 10 cortes histologicos/regido
em aumento de 200X. Os resultados foram submetidos a ANOVA, sendo as médias comparadas
pelo teste de Student-Newman-Keuls a 5%. Os resultados obtidos mostraram que houve um
aumento no percentual de epitélio da regido da cabeca epididimaria nos animais do G3 (61,14
+ 3,05) e G4 (58,85 + 3,25) em relacdo aos animais de G1 (52,0 £ 3,37) e G2 (51,2 +2,51). O
percentual de intersticio, na mesma regiao, foi menor em G3 (28,10 * 3,86) e G4 (29,61 + 3,08)
que em G1 (36,0 £ 1,21) e G2 (36,77 = 1,66). Foi observado aumento no DT (139,83 £+ 9,42
pm) e no DL em G4 (63,23 £4,20 um) em relacdo aos demais grupos. A regido do corpo
apresentou um aumento no diametro tubular médio em animais do G3 (148,75 + 9,65 um), G4
(147,90 £ 13,0 um) e G5 (145,18 £ 9,29 um) em relagdo aos animais do G1 (125,53 + 10,05
Hm), e um aumento no percentual médio de intersticio em G2 (40,00 + 4,57), quando
comparado com G1 (31,70 £+ 4,56) e G3 (28,09 + 6,77). Nao foram observadas alteracbes

histomorfométricas na regido epididimaria da cauda nos animais avaliados em relacdo ao



mancozeb (P > 0,05). Houve aumento no DT (206,05 £+ 22,77 um) em G4 na regido da cauda
em relacdo aos demais grupos, exceto o G3. O aumento no percentual de epitélio pode ter
contribuido para a reducdo do percentual de intersticio em animais tratados com mancozeb e
tebuconazol, quando analisada a regido da cabeca. Sabe-se que 0 mancozeb e mtebuconaz
alteram o metabolismo de andrégenos, reduzindo sua a producdo de andrégenos, que afeta ¢
funcionalidade das células epiteliais epididimarias. Pode concluir que morcegos expostos ao
mancozeb por 7 dias e ao tebuconazol por 7 e 30 dias apresentaram alteracbes

histomorfométricas nas regides epididimarias da cabeca, corpo e cauda.

ABSTRACT



OLIVEIRA NETO, Mario Jose de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2015.
Histomorphometry evaluation of the epididymis of fruit-eating bats Artibeus lituratus
Olfers, 1818) treated with fungicides mancozeb and tebuconazol@dviser: Mariana
Machado Neves.

Mancozeb and Tebuconazole are fungicides used in Brazilian crops, especially in fruit growing
and cereal crops. We know that bats feeding on fruits contaminated with these fungicides
showed metabolic and liver changes. There are no reports about its effect in the epididymis,
important reproductive organ responsible for the maturation and sperm storage. The aim of this
study was to evaluate the effects of mancozeb and tebuconazole on epididymal morphometric
parameters. From bats were ugetibeus lituratus species (n = 25) divided into five groups (G

= 5/ group). Animals in the G1 (control 1) were fed papaya without mancozeb or spreader,
while G2 animals fed on papaya with adhesive spreader (1 mL / L; control 2) and G3 received
papaya with adhesive spreader syrup (ImL / L) and mancozeb (2 g / I) for 7 days, group 4
received tebuconazole for 7 days (1 mL / L), with spreader-sticker, and 5 tebuconazple grou
(2 ml /1) for 30 days plus the spreader . The epididymides were obtained after euthanasia
(CEUA 106/2014) of the animals on the eighth day of experiment, they set whole being in
Karnovsky solution and embedded in resin. Microscopic images of 10 histological cuts of each
epididymal region, caput, corpus and cauda (increase of 200X) were analyzed in the software
Image Pro Plus 4.5, epithelial height is measuring them (microns) and diameters, and tubular
lumen (microns). The volumetric ratio (%) of epithelium, interstitium and lumen was assessed
by counting 266 points 10 on histological / region 200X magnification. The results were
submitted to ANOVA and the averages were compared by the test Student-Newman-Keuls 5%.
The results showed that there was an increase in the epithelium of the percentage of the
epididymal caput region in G3 animals (61.14 + 3.05) and G4 (58.85 + 3.25) compared to G1
animals (52, 0 + 3.37) and G2 (51.2 + 2.51). The percentage of interstitial, in the same region,
was lower in G3 (28.10 + 3.86) and G4 (29.61 £ 3.08) than in G1 (36.0 £ 1.21) and G2 (36, 77
*+ 1.66). There was an increase in DT in G4 (139.83 +|9M)2 and increased DL in G4 (63.23

+ 4.20um) compared to the other groups. The corpus region experienced an increase in average
diameter tubular in G3 animals (148.75 + 968), G4 (147.90 + 13.Qem) and G5 (145.18 +
9.29um) compared to animals G1 (125.53 + 10,086) and an increase in average interstitial
percentage of G2 (40.0 + 4.57) when compared to G1 (31.70 + 4.56) and G3 (28, 09 + 6.77).
Histomorphometric changes were observed in the epididymal region of the cauda in animals

evaluated for mancozeb (P> 0.05). There was an increase in DT (206.05 + 22.77) in G4 in the



cauda region compared to the other groups except the G3. The increase in the percentage of
epithelium may have contributed to the reduction of interstitial percentage in animals treated
with mancozeb and tebuconazole, when analyzed to the caput. It is known that tebuconazole
and mancozeb alter androgen metabolism, reducing the production of androgens, which affect
the functionality of epididymal epithelial cells. Can conclude that bats exposed to mancozeb
for 7 days and tebuconazole for 7 and 30 days have histomorphometric changes in epididymal

the caput, corpus and cauda.



1. INTRODUCAO GERAL

O uso indiscriminado de pesticidas tem causado um impacto significante na
biodiversidade animal. Um nimero consideravel de espécies ja teve sua capacidade reprodutiva
alterada pelos desreguladores enddcrinos, dos quais muitos agrotéxicos fazem parte. O efeito
dessa classe de poluentes na reproducdo se manifesta jA nos recém-nascidos, reduzindo a:
concentragdes plasmaticas de andrégenos, alterando a espermatogénese, o desenvolvimento d
pénis e 0 comportamento sexu@bérdorster € Cheek, 2001; IPCS, 2002; Jobletgl., 2006;

Milnes et al., 2006; Guillette e Edwards, 2008). Outros efeitos dos desreguladores enddcrinos
se manifestam na determinacdo sexual, na diferenciacdo das gbnadas e na maturacdo sexua
(Stokeret al., 2003; Crairet al., 2007; Orlando e Guillette, 2007; Stoleeal., 2008; Hasst

al., 2012).

Foram encontrados poucos trabalhos que avaliaram o efeito de pesticidas em
animais silvestres, especificamente sobre a mastofauna brasileira. Sabe-se que os pesticidas
desreguladores enddcrinos e desreguladores derivados de outras classes de poluentes sa
bioacumulados ao longo da cadeia alimentar causando sérios danos aos sistemas enddcrino,
reprodutor e imune (Berny, 2007). Estudos avaliaram o efeito de fungicidas sobre o
metabolismo energético e sistemas antioxidantes em quiropteros (Machado, 2010; Carvalho,
2010). O efeito toxico sobre a espermatogénese foi mostrado quando os morcegos-da-fruta
foram expostos por 30 dias ao tebuconazol (Miranda, 2012). Mordedgnga desempenham
servigos ecoldgicos essenciais para a manutencao e regeneracao de biomas ameagados como
mata atlantica, como a dispersao de sementes, pélen, e efeitos lesivos na sua reproducéo gerariz
impactos graves sobre esse bioma.

Contudo, pouco se conhece a respeito do efeito dos fungicidas sobre o epididimo
de morcegos, um 6rgao andrégeno dependente responsavel por modificar e atuar na maturacac
e estocagem dos espermatozoides por longos periodos. Nenhum trabalho foi encamtrado co
relacdo a andlises de fungicidas no epididimo de morcegos, e pouco se sabe como esse Orgac
pode ser afetado quando exposto a pesticidas.

Formulou-se a hipdétese de que morcegos frugivoros expostos aos fungicidas
mancozeb e tebuconazol apresentam alteragdes na histomorfometria das regides epididimarias.
Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da exposicdo aguda aos fungicidas
mancozeb e tebuconazol e crénica pelo tebuconazol sobre a histomorfometria epididimaria em

morcegos frugivorosAftibeus lituratus).



2. REVISAO DE LITERATURA

Desreguladores endécrinos sdo componentes quimicos exdgenos com capacidade
de alterar o funcionamento do sistema enddcrino, que afetam toda a vida selvagem e também
0s seres humanos. Varios estudosivo e in vitro comprovaram que defensivos agricolas,
também chamados pesticidas, sdo potentes desreguladores enddcrinos, principalmente quandc
usados indiscriminadamente nas lavouras. Nestes casos, eles acabam contaminando o solo, ¢
agua e o ar, o que traz riscos para os trabalhadores rurais, nos quais 0s pesticidas podem s¢
bioacumular (Jaga e Dharmani, 208anghiet al., 2003 Zietz et al., 2008 Abhilash e Singh,

2009 Arrebolaet al., 2012). Apesar dos seus efeitos toxicos, os pesticidas apresentam misturas
de componentes quimicos, sintéticos ou naturais, capazes de repelir ou combater pragas
agricolas, e ha mais de meio século sdo usados como a principal forma de manter e expandir a
producao de alimentos (Alves-Filho 2002).

A atividade mimetizadora ou blogueadora de estrogeno dos desreguladores
enddcrinos vem sendo amplamente investigada. An@lises comprovaram esta capacidade
dos pesticidas DDT (diclorodifeniltricloroetano), metoxiclor, clordecona (Kepone) e,
posteriormente, varios ensaiositro comprovaram a interferéncia do endossulfam, toxafeno,
dieldrin, metiocarbe, procloraz, fenarimol e triadimefon nos receptores de estrégenas (Soto
al., 1994 Jorgensemt al., 1997 Raun Andersest al., 2002 Griunfeld e Bonefeld-Jorgensen,

2004 Bonefeld-Jorgensest al., 2005).

Os estrogenos sdao horménios sexuais de grande importancia para o aparelho
reprodutor. Eles atuam em ambos 0s sexos durante o desenvolvimento fetal e sdo essenciais
para o crescimento, diferenciacdo e funcao ndo so de érgaos sexuais, como também do sisteme
nervoso central, cardiovascular, locomotor e imunolégico. Os desreguladores endécrinos,
através do seu efeito estrogénico, afetam a fertilidade promovendo anomalias fetagasracarr
o desenvolvimento de cancer em glandulas enddécrinas (Aehald 1996 Mueller, 2004
Sikka e Wang, 200@8Bonefeld-Jorgensest al., 2011 Kjeldsen e Bonefeld-Jorgensen, 2013).

Estudos mostraram o efeito dos pesticidas desreguladores endocrinos sobre o
aparelho reprodutor masculino e comprovaram a acao antiandrogénica dos desreguladores
enddcrinos, a partir do momento em que eles afetam receptores de androgenos (AR) e

modificam todas as rotas d@aiza¢ao hormonal. Os AR’s regulam a expressdo de genes que



determinam a diferenciagdo sexual masculina ainda no periodo de desenvolvimento sexual na
fase fetal e o desenvolvimento e a atividade espermatogénica no aparelho reprodutor masculino.
O comprometimento dessa sinalizacdo pode levar ao desenvolvimento de cancer testicular,
anormalidades na genitalia, reducdo da qualidade do sémen e, por conseguinte, subfertilidade
(Toppariet al., 1996 Raun Andersemt al., 2002 Gaoet al., 2005 Dehm e Tindall, 2007

Sharpe e Skakkebaek, 2008).

Outra propriedade de pesticidas, como o DDT, clordane e o dieldrin, € a sua
bioacumulagado, que afeta tanto os animais quanto o homem. Devido ao impacto desses
agrotoxicos no ambiente, alguns pesticidas como os organoclorados foram banidos na maior
parte do mundo, inclusive no Brasil, obrigando a adocdo de novas classes de pesticidas como
substitutos. Nessa nova classe de pesticidas encontram-se os fungicidas e os inseticidas da
classe dos azois e ditiocarbamatos, que sao usados extensivamente em culturas pela sue
atividade antimicdtica (Kjeldsen e Bonefeld- Jorgensen, 2013).

O mecanismo geral de acao dos fungicidas como o tebuconazol e 0 mancozeb se
baseia na inibi¢do da enzima citocromo P450 dependente 140 demetilase nos fungos, que atua
na converséo do lanosterol em ergosterol, um esteroide essencial na fluidez de membrana dos
fungos (Henry e Sisler, 1984). Esta inibicao se deve a interacdo forte dos imidazois pelo &tomo
de ferro, que é cofator da enzima. Entretanto, a acao inibidora é inespecifica e afeta também
enzimas chave na biossintese e metabolismo de esteroides, como o complexo CYP19 aromatase
que converte a androstenediona a estrogeno e testosterona em estradiol (Eaand©89).

A aromatase catalisa a conversdo de esteroide com o grupo metil no carbono C19 em
estrogenos, sendo encontrada no ovario, testiculo, placenta, encéfalo, figado, adipdcitos,
musculo e na mama (Simpseral., 1994 Singhet al., 1999 Goss e Strasser, 2008impson

e Davis, 2001).

2.1 Tebuconazol

O tebuconazol [(RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylmetil)pentan-3-ol] é classificado como um fungicida inibidor da demetilacdo de esteroides
como o ergosterol, componente da membrana plasmética dos fungos. Por essa acao, ele
utilizado amplamente em todo o mundo nas culturas de nozes, uvas, verduras e cereais como

agente protetor contra as pragas: oidio, manchas foliares, ferrugem e podrid&do de raiz (Lyr,



1995). No Brasil ele € utilizado nas culturas de arroz, cana-de-aclcar e uva (Jaadifase
2012).

O tebuconazol promove danos a vida aquatica, devido a sua persisténcia no
ambiente, afetando a reproducéo e a fertilidade de peixes (Saath@009 Yu et al., 2013).

Apesar de sua baixa toxicidade aguda, foi constatado que o tebuconazol apresenta alta
toxicidade quando administrado cronicamente em cachorros, levando a hipertrofia da glandula
adrenal, além de apresentar acdo teratogénica em camundongos (Rebiakpr2012
Menegoleet al., 2013). Outro estudo mostrou o efeito deletério do tebuconazol sobre o sistema
nervoso de ratoSprague-Dawleyafetando o comportamento. Foram observados efeitos no
sistema reprodutor, a cauda do epididimo teve reducéo de 17% em seu peso, sendo maiores a:
alteracfes nos tratamentos com tebuconazol 6 mg/kg e 14 mg/kg, se comparadas ao tratamentc
de 60 mg/kg (Mosexst al., 2001).

Sabe-se que fungicidas da classe dos azois, como epoxiconazol, procloraz e
tebuconazol, sdo capazes de aumentar o tempo de gestacdo, promover a virilizagdo de fémeas
em desenvolvimento e afetar hormonios esteroides em fetos de ambos os sexos @gkrstad
2007 Sanchcet al., 2009 Yu et al., 2013).

2.2 Mancozeb

O mancozeb (manganés etilenobis(ditiocarbamate) (polimérico) complexado com
sal de zinco) é um fungicida da classe dos etilenobisditiocarbamato (EBDC's), constituido de
um polimero complexo de 20% de manganés e 2-5% de sais de zinco, utilizado na defesa contra
uma variedade de doencas fangicas foliares e que afetam as sementes. O mancozeb age com«
inibidor da acdo do patdgeno e forma uma barreira na superficie da planta, prevenindo a
penetracdo do fungo no tecido vegetal (Gisi e Sierotzki, 2008). E geralmente instavel em meio
alcalino ou acido e nos sistemas biol6gicos decompfdem-se rapidamente em agua e na presence
de oxigénio (Jacobseamal., 2009.

O mancozeb teve seu efeito tdxico comprovado em roedores gerando malformacao
fetal, alteracbes na producédo de esteroides no periodo gestacional, além de gerar virilizac&o
nas fémeas (Menegoki al., 2006 Hasset al., 2012). O mancozeb é um desregulador da
glandula tireoide e possivelmente atuaria na desregulacao do desenvolvimento cerebral (Hurley
1998; Taxviget al., 2007).



Foi relatada a toxicidade dose dependente do mancozeb em tratamento oral onde
foram administrados 500, 1000, e 1500 mg/kg por 30, 60, 180, e 360 dias em ratos, levando a
morte e sinais graves de toxidez; afetando ainda o aparelho reprodutor. Foram observados
processos de degeneracdo dos tubulos seminiferos, reducéo de espermatozoides no epididimo
reducdo do peso do testiculo e epididimo, e acdo deletéria sobre enzimas fosfatase acida,
fosfatase alcalina, succinato desidrogenase e lactato desidrogenase ¢kalckE996).

Estudos realizados com mancozeb em ratos Wistar e camundongos mostraram que
0 mancozeb induz alteragfes testiculares e epididimérias. Foram observadas redu¢cédo do peso
testicular e do epididimo, alteracdes na arquitetura dos tubulos seminiferos, redugcédo no nimero
e diametro das células da linhagem espermatogénica e de Leydig, diminuicdo da metilidade
viabilidade espermatica, inibicdo da espermatogénese e desorganizacdo do tecido intersticial
testicular (Kackaet al., 1996; Ksheerasagar e Kaliwal, 20@&akr et al., 2009 Kaliwal e
Ksheerasagar, 2010). Além disso, alteragdes epididimarias foram observadas como danos as
células principais do epitélio epididimario, presenca de restos celulares no limen e decréscimo
do nimero de espermatozoides na cauda do epididimo para 0s grupos que receberam as maiore:
concentragdes de mancozeb por mais tempo (1500 mg/kg/dia) (kbakal996).

Outro estudo mostrou que em ratos o peso do epididimo é reduzido e a viabilidade
dos espermatozoides da cauda do epididimo também € afetada devido a disturbios da tireoide,
principal alvo do mancozeb. O estudo reportou que 0s espermatozoides apresentam gotas
citoplasmaticas e sado inférteis, possivelmente devido a inibicdo da acao das células claras em
remover a gota citoplasmatica do espermatozoide ao longo do ducto do epididimo (lvanova-
Chemishansket al., 1971; Jiangt al., 2000).

2.3 Morcegos

Sabe-se que morcegos apresentam caracteristicas que os tornam bioindicadores,
pois apresentam taxonomia bem estabelecida, facil capacidade de monitoramento e acuracia na
identificacdo das espécies, e finalmente distribuicdo cosmopolita de taxons que podem ser
monitorados em diferentes paises ao mesmo tempo. O fato de serem 0s Unicos mamiferos
voadores contribui para sua distribuicdo cosmopolita, excetos nos polos e ilhas oceanicas
isoladas. A grande riqueza de habitat, como folhagens, grutas, fendas de rochas, caules ocos de

arvores e estruturas feitas pelo homem, os seus padrdes de comportamento e reproducéo fazen



dos morcegos mamiferos fundamentais para o monitoramento de habitat (Kunz e Pierson, 1994
Pattersoret al., 2003 Simmons e Conway, 200Reiset al., 2007).

Devido aos diferentes padrbes de alimentacdo os morcegos ocupam diferentes
niveis troficos. Com isso eles sdo sensiveis a acumulacdo de pesticidas o que tem levado ao
declinio da sua populagdo. Servicos ecolégicos sdo realizados pelos morcegos como a
polinizacdo e a dispersdo de sementes, além de controle de pragas agricolas. Tais servi¢cos sac
fundamentais para a regeneracéo de florestas. Contudo, as alteracfes climaticas como secas
inundacdes, deterioracdo da qualidade da &gua, expansao da fronteira agricola, fragmentacéo
de habitats, uso intenso e indiscriminado de pesticidas vém declinando a populacdo e
despertando o interesse do monitoramento destes animais (Estaladi993 Medellinet al.,
200Q , 2005 Clarke,et al., 2005 Kunzet al., 2007 Jonest al., 2009 Boyleset al., 2011).

O declinio da populagdo de morcegos ocorreu em Missouri, nos Estados Unidos,
onde se observou a diminuicdo de 95% da populac8bydies sodalis. Sabe-se que algumas
espécies de morcegos apresentam baixos indices de reproducdo e lenta reposicdo de sue
populacdo. Doencas como a sindromentige-nose sdo a causa de extensa mortandade e
declinio populacional nos EUA (Bayat al., 2014). Constatou-se que 0s pesticidas
constantemente sdo a causa da mortandade de morcegos devido a altera¢cées no sistema imune
O efeito toxico dos pesticidas leva a susceptibilidade destes animais a acdo de novos patdégenos
como o fungo causador da sindromewtgte-nose, principalmente devido a acdo sob o0s
sistemas imunolégico, enddcrino e reprodutor, e acdo direta sobre o desenvolvimento fetal
gerando malformacdes (Batal., 2014).

Sabe-se que a sensibilidade de morcegos é maior se comparada aos roedores em
relacdo a pesticidas (Luckens e Davis, 1964). Miranda (2012) avaliou o efeito do mancozeb e
do tebuconazol sobre tubulos seminiferosfetibeus lituratus e constatou baixa toxicidade de
ambos sobre esse 6rgdo. Entretanto, outros 6rgdos do sistema reprodutor como epididimo e
préostata apresentam dependéncia de androgenos ou sensibilidade a estrogenos, sendo portant
considerados mais sensiveis a acao de fungicidas desreguladores enddcrinos (Ksheerasagar ¢
Kaliwal, 2003;Hesset al., 2011; Jacobsest al., 2013.

2.4 Epididimo

O epididimo (do gregepi= acima,didymoi= testiculo) € o érgdo responsavel pela

maturacéo poés-testicular do espermatozoide, que apresenta progressiva motilidade e capacidade



fecundante. O 6rgdo apresenta anatomicamente trés regides principais: cabeca, corpo e cauda
Essas trés regides apresentam diferentes perfis de expressdo génica, o que as tornam
responsaveis pelas diferentes funcdes epididimarias referentes as diferentes fases de maturacac
dos espermatozoides (Belleanmeal., 2012). As regifes da cabeca e corpo sdo responsaveis
pela aquisicdo de motilidade e capacidade fertilizante, j& a cauda propicia um ambiente luminal
favoravel ao armazenamento dos espermatozoides por longos periodos (TurndiQricX9b
Murdoch, 1996).

Durante a maturacdo o espermatozoide sofre modificacbes bioquimicas em sua
membrana plasmatica resultantes da interacdo com o microambiente epididimario e suas
diferentes proteinas (Olson e Hinton, 1988eramachaner al., 1990 Dacheuxet al., 2003
Dacheuxet al., 2009). Sabe-se que o perfil de expressao génica de cada regido atua diretamente
nessas etapas, porém os fatores que influenciam as alterac6es nesse perfil ainda ndo estéo claro
Alguns estudos investigaram a importancia dos fatores liberados no kum@ar (ne factors),
andrdgeno e estrégenos, e mostraram uma influéncia do fluido testicular e de seus andrégenos
nas regifes proximais do epididimo (Robaire e Viger, 1988on et al., 1997 Joseptet al.,

2011).

A composicao do fluido epididiméario € controlado pela secrecdo de até 6 tipos
celulares dispostos em arranjo pseudo-estratificado no epitélio. As células apicais e estreitas
sdo de ocorréncia exclusiva da cabeca, e no caso exclusivo de roedores taoobrém na
regido do segmento inicial que é localizada entre o ducto eferente e a regidocda Aabe
células principais, basais, claras e halo podem ocorrer em todos os trés segmentos do érgao
(Belleanneet al., 2012).

As células principais compdem até 80% do epitélio epididiméario, em todas as
regides. A principal funcéo destas células é sintetizar e secretar proteinas de forma apdcrina ou
merdcrina. A secregdo apocrina € realizada através de vesiculas chamadas de epididimossomos
sendo a composi¢do das proteinas e suas funcdes nestas vesiculas j4 avaliadas e descrita
(Sullivanet al., 2007 Caballercet al., 2010). Essas proteinas participam da aquisi¢éo da funcéo
de fertilizacdo dos espermatozoides, atuam na motilidade, e na protecdo dos gametas
masculinos contra a acdo de espécies reativas de oxigénio, e também na destruicdo de
espermatozoides defeituosos (Sutowlgl., 2001 Montfortet al., 2002 Frendteet al., 2004
Vernetet al., 2004). As células principais apresentam variagdes em seu formato de acordo com

a regiao, e decrescem em altura no sentido cabeca-cauda. O seu perfil de transportadores e



canais de membrana de 4gua (aquaporinas), bicarbonato, ATP e cloreto, também é variavel o
gue gera a variacao fisiolégica de acordo com a regido, sendo essa variacdo influenciada
diretamente por andrégenos e estrégenos que regulam a expresséo das aquaporinas (Hermo

al., 2005 Kujalaet al., 2007).

Os demais cinco tipos celulares ocorrem em menor propor¢cdo no 6rgdo e
apresentam funcdes variadas. As células claras sdo responsaveis pela acidificacao do fluido,
funcdo importante na manutencao da quiescéncia dos espermatozoides até a ejaculacao e sa
mais abundantes na cauda. Estas células também apresentam microvilos que atuam na
endocitose de proteinas do fluido epididimério (Bredbal., 1999 Shumet al., 2009). As
células basais apresentam aspecto piramidal, além de varias juncdes com as demais células dc
epitélio, que explicam as possiveis funcdes de monitoramento do fluido epididiméario, a
presenca de enzimas antioxidantes também sugere acao protetora contra espécies reativas d
oxigénio (Nonogaket al., 1992 Shumet al., 2011). As células halo sdo mais abundantes na
regido da cabeca, e consistem em diferentes tipos de linfocitos ou macrofagos, porém a acéo
imunocompetente destas células ainda requer elucidacéo (Serre e Robaire, 1999).

As células do epitélio epididimario sdo intimamente unidas por jun¢des de ocluséo.
Devido a presenca de complexos juncionais e as diferencas de concentracdo entémamsubst
mantidas entre as células do epitélio e o sangue, foi cunhado o termo barreira hemato-
epididiméria. Estudos em roedores mostraram espacos entre as células desta barreira, no qual
prolongamentos de células basais e de células dendriticas atravessam, onde as células
dendriticas parecem fazer a interface entre o ambiente imunoldgico livre do l[imen rico em
espermatozoides e as células do sistema imunolégico (Hinton e HowardsC¥P&fl al.,

2007 Shumet al., 2008 Da Silvaet al., 2011 Belleanneest al., 2012).

Sabe-se que 0 microambiente da regido da cabeca do epididimo, é mais susceptivel
a alteracbes causadas por xenobidticos que afetam andrégenos, principalmente a DHT
(diidrotestosterona)Jphnstoret al. 2005, Jelinskyt al., 2007). A reducédo da DHT promove
alteracfes no aparato secretor do epitélio epididimario que podem ser medidas por métodos
volumétricos e histomorfomeétricos (Garetaal., 2012).

Os principais genes do epididimo e ducto eferente que tiveram seu perfil de
expressdo aumentado por acdo de desreguladores endécrinosn@ekolit e antiestrogeno
ICI) foram os transportadores de Na+/H+, anions e zinco (SLC9A3, SLC20A2, SLC30A2),
anidrase carbonica (CAR 2), aquaporinas 1, 4 e 9, Citocromo P450 (CYP 4f4). Os genes que



reduziram a expressao pela agéo desreguladora foram o regulador transmembrana de conducac
da fibrose cisticaCFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,),
metalopeptidase de matriz (MMP7), dominio 7 de desintegrina metaloprotease (ADAM 7) e
receptor de androgeno (AR) (Hessl., 2011).

Xenobiodticos também causam efeitos deletérios no epididimo que podem ser
analisados histopatologicamente como granulomas espermaticos, dilatacdo do Iimen tubular,
degeneracéo hialina, epididimites, infiltrados inflamatéreodestruicdo seletiva das células
claras nas regides proximais. As substancias sintéticas mais usadas para comparacao de efeitc
toxico epididimario séo o alfa cloroidrin, metilcloride, e o etano dimetano sulfonato (luwe
al., 1983; Tothet al., 1989, Liuet al., 1993).

N&o foram encontrados estudos que avaliaram por métodos histolégicos a acéo de
fungicidas sobre o epididimo de morcegos. Sabe-se que a acdo desreguladora enddcrina dos
fungicidas afeta 6rgdos andrégenos dependentes como o epididimo. Entretanto, pouco se
conhece a respeito de como essas substancias afetam a reproducédo de animais silvestres n«

Brasil e no mundo.
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ARTIGO

Histomorfometria epididimaria de morcegos da frutibeus lituratus expostos aos

fungicidas mancozeb e tebuconazol



1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais que apresenta um dos maiores consumos de pesticidas do mundo
por ser um dos principais produtores agricolas mundiais (Alves-Filho 2002; @atla004;

Berny, 2007; Fari&t al., 2007). Sabe-se que muitos dos pesticidas utilizados sdo capazes de
interferir no sistema enddcrino, reprodutivo e imunolégico de mamiferos, por agirem como
desreguladores enddcrinos (Hassal., 2012). Dentro do grupo de pesticidas que apresentam
esse efeito desregulador podeen- incluir duas classes de fungicidas, os
etilenobisditiocarbamato e os triazois, 0s quais apresentam como exemplares 0 mancozeb e ¢
tebuconazol, respectivamente. Os dois fungicidas sdo capazes de inibir a sintese de esteroide
do tipo ergosterol na membrana plasmatica dos fungos €atn 2003; Taxviget al., 2007,
Menegoleet al., 2013).

Contudo, essa acéo interfere também na sintese de hormonios esteroides quando
mamiferos entram em contato com estes fungicidas, podendo afetar funcdes enddcrinas e,
consequentemente, reprodutivas (Jacobisan, 2012). Morcegos frugivoros que se alimentam
de plantacdes estdo susceptiveis a contaminagdo com estes fungicidas. Isto passa a ser ur
problema ecoldgico, ao considerar que 0s morcegos sao importantes dispersores de semente
(Reiset al., 2007, Sat@t al., 2008).

O morcego frugivoro da espécietibeus lituratus, amplamente distribuido na
América do Sul, apresenta habitos alimentares variados, ingerindo desde insetos,afiéitos
néctar. Quando se alimentam de frutos contaminados, eles apresentaram alteracdes testiculares
causadas tanto no tubulo quanto no intertubul@rteeus lituratus em tratamento por 30 dias
com tebuconazol (Miranda, 2012).

N&o foram encontrados trabalhos mostrando o efeito destes fungicidas sobre
parametros histomorfométricos no epididimo, que é um 6rgdo considerado androgeno
dependente (Robaiet al., 2006). Sabe-se que o epididimo é responsavel pela ocorréncia do
processo de maturacdo espermaética e pela estocagem dos espermatozoides. O comprometimen
de suas funcbes pode afetar a fertilidade em mamiferos, por ser nele que os espermatozoide:
adquirem a motilidade e a capacidade fecundante (Katldy, 1996 Hess e Nakai, 2000
Robaireet al., 2006).



Com base no exposto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos dos fungicidas
mancozeb e tebuconazol sobre a histomorfometria do epididiArdilous lituratus, utilizando
concentracdes preconizadas pelos fabricantes. Os objetivos especificos sdo analisar a histologiz
do epitélio epididimario, com relacdo a sua arquitetura e distribuicdo de células ao longo de todo
o epididimo, apds exposicao a diferentes concentracdes dos pesticidas. Mensurar parametros
morfométricos epididimarios, como altura do epitélio, diametros luminal e tubular, e proporcao

volumétrica dos seus constituintes apos a exposicéo dos pesticidas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fungicidas

Os fungicidas utilizados neste estudo foram o MancozeB @R% p/p), na
concentracdo 2g/L, e o Foli€200 g/L) na concentragdo 1ml/L. Os ingredientes ativos desses
fungicidas sdo o mancozeb e o tebuconazol, respectivamente. As concentracdes dos fungicidas
utilizados no experimento foram as mesmas recomendadas pelos fabricantes para uso nas
lavouras. Os fungicidas foram aplicados nas frutas juntamente com o espalhante adesivo
Polioxietileno Alquil Fenol Eter (200g/L) na concentracdo de 1mL/L, de acordo com as
especificacdes do fabricante. Tanto os fungicidas, quanto o espalhante, foram obtidos no
Laboratério de Manejo Integrado de Pragas do Departamento de Biologia Animal da UFV.

2.2. Animais e tratamento

Morcegos machos (n=25) da espéaittbeus lituratus foram capturados na Mata
do Paraiso localizada no Campus da Universidade Federal de Vigcosa-MG e na dazenda
Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, em Araponga-MG. A coleta foi autorizada pelo
IBAMA (licenga numero 1936505) e pelo IEF (121/06) e foi realizada utilizando-se redes de
neblina nas regibes onde se encontra pomares. Os participantes da captura dos animais
possuiam conhecimento prévio da manipulagcédo dos animais e foram previamente imunizados

com as vacinas antirrabica e antitetanica. Toda a metodologia do experimento que fakreferénc



ao uso e eutanasia dos animais foi aprovada pela Comiss&o de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal de Vicos&CEUA/UFV (numero 106/2014).

ApoOs a captura, os animais foram mantidos em gaiolas adaptadas para sua posicao
de repouso até o dia seguinte. Os morcegos permaneceram por um periodo de adaptacédo de doi
dias em um morcegério instalado no Museu de Zoologia Jodo Moojen da UFV. Transcorrido
este periodo, os animais foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos, descritos na Tabela
1. Durante todo o tratamento 0s animais permaneceram no morcegario, sendo que cada grupo

foi separado espacialmente do outro.

Tabela 1: Distribuicdo dos grupos experimentais de morokgaeratus tratados com dois

tipos de fungicidas por sete ou 30 dias.

Grupos Tratamentos

GC Controle, sem fungicida e espalhante (sete dias; n = 5)

GCE Controle com espalhante adesivo Polioxietileno Alquil Fenol Eter por
dias (ImL/L; n = 5)

GME7 Mancozeb (2g/L) + espalhante (1mL/L) por sete dias (n = 5)

GTE7 Tebuconazol (1mL/L) + espalhante (1mL/L) por sete dias (n = 5)

GTE30 Tebuconazol (1mL/L) + espalhante (ImL/L) por 30 dias (n = 5)

Os morcegos frugivoros foram alimentados em cativeiro diariamente as 18:00
horas, sendo a 4gua ofertaathlibitum. Aos animais foram oferecidas metades de mamao,
pesando aproximadamente 200g cada. As frutas destinadas aos animais do grupo controle foram
fornecidas apos a lavagem da casca com agua corrente. Os animais do grupo controle com
espalhante receberam frutos lavados e imersos somente em calda contendo o espalhante. J4 o
animais submetidos aos tratamentos com fungicida receberam frutos previamente lavados e que
foram imersos, primeiramente, em calda contendo o espalhante adesivo e, em seguida, em uma
calda preparada com Mancozeb ou Tebuconazol, dependendo do grupo.

Para minimizar a perda do contato da camada de fungicida, as porcdes de frutas,
apos serem imersas nas caldas, foram mantidas suspensas em recipientes adaptados, evitando
contato delas com superficies. As frutas foram ofertadas com as cascas posicionadas para cima,

no intuito de simular condi¢cdes mais fiéis as da natureza.



2.3.Eutanasia e fixacao dos epididimos

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina. A coleta dos
epididimos foi feita a partir de incisdo longitudinal mediana na regido ventral dos animais. Os
epididimos foram dissecados, sendo o epididimo direito fixado em solucdo de Karnovsky
(paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4% em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4) por 24 horas e usado

no processamento histolégico.

2.4. Processamento histolégico no Laboratério de Biologia Celular e Estrutural

ApoOs 24 horas de fixagdo, os epididimos foram desidratados em solugdes crescentes
de etanol (70, 80, 90, 95% e absoluto) por 30 minutos e incluidos inteiros em 2- hidroxietil
metacrilato (Historesffy Leica). Os blocos foram cortados na espessura de 3pm em micrétomo
rotativo (Reichert-Jung, Alemanha), de forma semi-seriada, utilizando-se navalha de vidro. Os
cortes histolégicos obtidos foram corados com Azul de toluidina/ Borato de Sdédio 1%, sendo

posteriormente feita a montagem das laminas com laminulas usando Entellan® (Merck).

2.5. Morfologia das regides epididimarias

Para avaliar se os fungicidas testados causaram alteracao na arquitetura tecidual do
epididimo, avaliowse qualitativamente as trés regides epididimarias (cabeca, corpo e cauda)
qguanto a distribuicdo e caracterizacdo das células principais, apicais, claras, halo, estreitas e
basais, diametro tubular e altura de epitélio, bem como presenca dos estereocilios e de granulos
de secrecdo em microscopio de luz Olympus BX-53 em diferentes aumentos.

2.6. Morfometria e volumetria do epididimo

Para a morfometria, foram capturadas dez imagens digitais de campos histologicos
aleatorios das regides epididiméarias da cabeca, corpo e cauda utilizando fotomicroscopio
(Olympus BX-50) na objetiva de 20x. As analises foram realizadas utilizando-se o software
Image Pro Plus 4.5° (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).



A proporgdo volumétrica (%) dos componentes dos compartimentos tubular e
intertubular foi estimada por meio da contagem de um total de 2660 pontos projetados sobre
imagens capturadas em 10 campos aleatorios nos diferentes cortes histologicos das trés regides
epididimarias de cada animal. Foram contabilizadas 266 interse¢cfes coincidentes sobre epitélio,
limen e intersticio.

O diametro médio das seccdes do ducto epididimario, por regido e por animal, foi
obtido a partir da mensuracgéo, ao acaso, de 25 seccdes transversais do ducto que apresentarer
contorno o mais circular possivel. Esse didmetro foi mensurado a partir de uma medida
equidistante da por¢do basal de uma célula principal a por¢cdo basal da célula principal oposta
Nas mesmas 25 seccdes foram feitas as mensuracfes da altura do epitélio epididimario, o qual
foi medido da regido basal até o apice de uma célula principal, excluindo os estereocilios. O
diametro luminal foi obtido a partir da diferenca entre o valor obtido para o diametro tubular e
o dobro do valor encontrado para a altura do epitélio.

2.7. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e suas
médias comparadas pelo teste de Student-Newman-Keuls ao nivel de significancia de 5%,
utilizando-se o programa STATISTICA. Os resultados foram expressos como média + desvio-

padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Alteracdes histologicas

A arquitetura tecidual do ducto epididimario mostrou-se sem alteracoes,
apresentando ocorréncia e distribuicdo normal das células epiteliais e organizacdo dos
componentes teciduais presentes no compartimento intertubular de todas as regioes estudadas
inclusive cabeca e cauda (Figura 1), estando de acordo com o descrito por Begaklini
(2010, para morcegos. Observou-se nos animais de todos 0s grupos experimentais,
principalmente os tratados com mancozeb, a presenca de células germinativas no limen do

ducto (Figura 1), em todas as regifes do epididimo. A ocorréncia de células germinativas no



limen parece ser comum nas espécies de morcegos analisadas em nosso laboratério, e pod
estar associada ao longo tempo de armazenamento dos espermatozoides no epididimo de
morcegos (Crichtoret al.,1993; Cervantest al., 2008; Oliveiraet al., 2013). Além disso,
verificou-se a ocorréncia de extrusdes na superficie epitelial e no limen (Figura 1D), de todos
animais nos quatro grupos experimentais. As extrusdes geralmente s&o restos celulares de
espermatozoides, espermatides e vesiculas apdcrinas epididimarias conhecidas como
epididimossomos, que atuam nas modificacdes dos espermatozoidest(8ae2003). O
conhecimento acerca das proteinas dos epididimossomos em morcegos pode fornecer bases
para entender o complexo funcionamento da longa estocagem dos espermatozoides no
epididimo de morcegos, e ajudar a entender a presenca de extrusfes e restos celudards em g
guantidade no lumen epididimario desta ordem.

Animais dos grupos que receberam mancozeb e tebuconazol por sete dias
apresentaram, na regidao da cabeca, a presenca de microvacuolizacbes citogasasatica
células principais (Figura 1C). Essas alterac6es podem justificar aumento do volume das células
principais, visto que houve aumento na porcentagem de epitélio dessa regido para ambos 0s
tratamentos.

AlteracBes histoldgicas pontuais foram observadas em alguns animais que
receberam tebuconazol por sete dias, nas trés regifes epididimarias. Essas alteracdes
consistiram da presenca de discreto infiltrado leucocitario inflamatério monanuclea
localizado, geralmente, proximos a vasos sanguineos, no compartimento intertubular (Figura
2). Esses infiltrados apresentaram macrofagos e linfécitos, além de mastécitos e plasmacitos,
identificados pelo nucleo cuja cromatina se dispersa em forma de roda de carroca, em menor
guantidade (Figura 3). Pelo mereoa 3 dos 5 animais dos grupos que receberam tebuconazol
foram encontrados infiltrados leucocitarios mononucleares discretos, além de mastécitos e
plasmacitos (figuras 2 e 3).

Foram observados sinais de inflamacao crénica, com predominio de linfocitos e
macrofagos e menor ocorréncia de células polimorfonucleares como neutréfilos, processo de
inflamacé&o conhecido como epididimite, com presenca de vasodilatacdo associados a presenca
de infiltrado, e aumento no intersticio em um dos animais que recebeu tebuconazol por 30 dias.
Essas alteragGes foram mais discretas nos animais que receberam mancozeb p@ 7 dias,
também foram encontradas em um dos animais do grupo controle. Essas observacgdes

possivelmente correspondem variagdes variabilidades que é melhor observada entre os animais



silvestres coletados em ambiente natural e que mesmo apoés a aclimatagéo, podem persistir. A
alteracbes mais severas que foram observadas para o animal tratado por 30 dias com
tebuconazol sdo comparadas as provocadas pelo benomil (Hess e Nakai 2001). Este € um
fungicida toxico para os microtibulos das células de Sertoli e promove graves danos a

espermatogénese, obstrucdo dos ductos eferentes e acumulo de restos celulares no Iimen d

epididimo levando ao recrutamento de células inflamatérias, culminando com o

desenvolvimento de epididimites e granulomas (Hess e Nakai 2001).

Figura 1. Cortes histologicos do ducto epididimaricAdibeus lituratus tratado com mancozeb na
regido da cauda, mostrando: A) epitélio (Ept), limen (L) com presenca de espermatozoides (Spz)
extrusdes (Ex) e espermatides (Spm), B) Epitélio contendo uma célula clara (CI), limen amplc

contendo espermatozoides e restos celulares, e intersticio contendo mastécitg (8Egao



transversal da regido da cabeca, onde pode-se observar epitélio com células pringipais (F
apresentando microvesiculas (M.V) na sua porcao apical, célula apical (Ap), célu{€|azéalula
halo (Ha), lumen (L) contendo espermatozoides (Spz) e espermatides (Spm) e intersticip (IT). D

Seccdo transversal na regido da cauda evidenciando lumen (L) contendo espermatozoide

espermétides e extrusdes. Azul de toluidina. Barra = 20 micrémetros.

Figura 2. A- Corte histoldgico do ducto epididimaricfdgbeus lituratus do grupo tratado com tebuconazol
por 30 dias, mostrando: Area de epitélio (Ept) e intersticio contendo infiltrado leucocitario (I.L) e vasos
sanguineos (V.S) na regido da caudaC8rte da cauda mostrando epitélio (Ept) e intersticio (IT) contendo

infiltrado leucocitario (I.L) com células mononuclearesS@&céo transversal da cauda mostrando discreto



infiltrado leucocitario. D-Sec¢do da cauda mostrando intersticio (IT) contendo infiltrado leucocitérie (IL)

vasos sanguineos. Azul de toluidina. Barra preta = 20 micromBaoa branca = 5 micrometros.

Figura 3. Cortes histologicos do ducto epididimarioAdibeus lituratus tratado com tebuconazol 30 dias,
mostrando: A) no epitélio (Ept) com células principais (P) com microvesiculas apicais (M.V) e interstici
contendo mastocitos (M) regido da cauda. B e C) Observa-se na cauda o intersticio com infiltrado leucocit
composto por mastécitos (M) e plasmécitos (Pl).Seccdo da cauda mostrando intersticio (IT) contendo
infiltrado leucocitario, vasos sanguineos (V.S) e plasmdécitos (Pl) no detalhe . Azul de toluidina. Barra =

micrémetros, Barra branca = 2 micrémetros.

3.2 Alteracdes Histomorfométricas



3.2.1 Cabecga

As alteracdes na morfologia epididimaria nao influenciaram os resultados obtidos
para a morfometria e volumetria, que estdo mostrados nas tabelas 2,A3regio que
apresentou maior quantidade de alteragcdes morfométricas foi a cabeca, seguida ddaorpo e
cauda, ao contrario das alteracbes morfoldgicas que foram maiores na cauda.

Alteracdes no epitélio epididimario de camundongos Esrl -/- foram também
observadas, como vacuoliza¢cdes nas células claras, apicais e estreitas, relacionadas as
alteracdes no transporte de ions e desregulacdo do ambiente luminal do ducto epididimario
(Hesset al., 2000). As alteracdes observadas nos animais tratados com mancozeb indicam que
0 mesmo gerou aumento na percentagem de epitélio na cabeca, e reducdo na percentagem de
intersticio. Essas alterac6es podem estar relacionadas a reducdo no metabolismo de proteinas
das células principais do epididimo que é diretamente afetado com a queda de andrégenos,
principal mecanismo que explica as alteracdes epididimarias nos trabalhos que avaliaram
fungicidas no epididimo (Dikshith e Datta, 1972, Dixit e Gupta, 1987, Beetvadl, 1994,

Desta, 1994). O acumulo de proteinas e colesterol no epididimo em ratos tratados com
tebuconazol e mancozeb (Joatal., 2005, Joshi e Gulati 2005) indica que os fungicidas afetam

o0 metabolismo destas substancias no 6rgao. Esses dados de literatura explicariam a alteragac
do epitélio epididimario na regido da cabeca, mas ndo € possivel determinar o tipo de
degeneracdo em inclusdo em resina na auséncia de protocolos para as técnicas de Sudan, PA
e protocolos para identificacdo de degeneracgéao hialina.

Animais tratados com mancozeb durante sete dias e tebuconazol durante sete dias
apresentaram maior percentual de epitélio na regido da cabeca, em relacdo aos animais dos
demais tratamentos, e menor valor percentual para o intersticio, quando comparado aos animais
dos grupos controle e controle com espalhante (E% G3 e G4 P = 0,00102, 0,00891) (IT G3 e
G4 P =0,00634, P =0,01027). Quanto a morfometria, observou-se que animais tratados com
tebuconazol por sete dias apresentaram maior valor médio para os diametros tubular (P =
0,00056) e luminal (P = 0,00020), em relagdo aos animais dos demais tratamentos. O maior
percentual de epitélio pode ter influenciado no aumento dos diametros tubular e luminal e na
diminuicdo do percentual de intertibulo, ndo alterando a altura epitelial. O aumento do diametro
luminal dos ductos eferentes foi correlacionado por Oliveira (2003) com alteragdes nos

receptores de estrogenos ERa, com efeito marcante sobre a reabsor¢do do fluido testicular nesta



regido que absorve cerca de 90% desse fluido. Estudos posteriores mostraram que esse efeitc
gera também danos na expressao génica de varios transportadores do epididimo, pois 0 mesmc
também pode ter seus receptores de estrogenos desregulados (Hess 2003; Hermo e Smith 2011
Joseplet al., 2011).

Analises do epitélio epididimario submetido a substancias xenobioticas
desreguladoras endocrinas masiraalteracdes no aparato secretor das células principais da
regido da cabeca epididimaria. Essas alteracdes sdo visiveis nas micrografiagulatas cé
principais, e podem ser quantificadas por anélises histomorfométricas e volumétricas, contudo
€ necessario andlises ultraestruturais para confirmar essa inferéncia ¢Garc2013).

Estudos histomorfométricos provém uma acuracia significativa na analise de danos
celulares induzidos por xenobidticos, proporcionando informacdes sobre células alvo e podem
indicar os sinais de toxicidade e recuperacdo caso a alteracdo seja reversivel ao ise analisa
tratamentos com diferentes intervalos para a mesma substancia (Morakiayo2011;
Capucheet al., 2012).

Tabela 2- Proporcéo volumétrica e morfometria da regido da cabeca do epididimo de morcegos

Artibeus lituratus expostos ao mancozeb e tebuconazol.

Grupos E (%) L (%) IT (%) DT (um) DL (um) AE (um)

GC 52,00+ 3,37 12,002,224 36,00+1,2% 106,91+11,0% 4261+7,4028 32,15+5,35
GCE 51,20+2,5% 12,03+3,54 36,77+1,66 119,66+13,12 49,62+0,212 35,02+6,44
GME7 61,14+3,0% 10,76+2,17 28,10+3,88 109,10+7,712 4552 +6,852 31,79+ 3,78
GTE7 58,85+32% 1154+1,17 29,61+3,08 139,83+9,42 63,23+42¢ 38,30+3,11
GTE30 53,75+2,32 13,27+597 32,98+527 111,88+9,332 49,56+8,052 31,16*2,15

Média + desvio-padrad; "Letras diferentes na mesma coluna se diferem significativamente entre
si (P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. E: epitélio; L: Lamen; IT: intersticio; DT:
didametro tubular; DL: didmetro do lumen; AE: altura de epitélio. GC: Controle, sem fungicida e
espalhante, GCE: Controle com espalhante adesivo polioxietileno alquil fenol éter por sete dias,
GME7: Mancozeb + espalhante por sete dias, GTE7: Tebuconazol + espalhante por sete dias
GTE30: Tebuconazol + espalhante por 30 dias
A regido da cabeca do epididimo pode ser considerada mais sensivel que as demais
regibes a alteracbes histofisiologicas e morfométricas, devido a observagdo de maior
concentracdo de &redutase na cabeca (enzima que converte nessa regido a testosterona em
diidrotestosterona), se comparado ao corpo e cauda sugerida pela analise da expressao génic:

das diferentes regides do epididimo, o que explicaria a maior andrégeno-dependéncia desta



regido (Lanet al., 1998; Sipilaet al., 2006; Sipilaet al., 2011). Trabalhando cowrtibeus

lituratus, Miranda (2012) ndo fez a mensuracdo de testosterona sérica, porém analisou o
testiculo, que produz e manda varias substancias como a testosterona para o segmento inicial
do epididimo pelo fluido testicular, e ndo verificou alteracdes drasticas na funcao das células
do epitélio seminifero, bem como das células de Leydig, observando contudo, algumas

variacfes histomorfométricas para o tratamento de 30 dias com tebuconazol.

3.2.2 Corpo

Com relacdo a regido do corpo, animais tratados com tebuconazol, nos dois
tempos, e mancozeb por sete dias apresentaram maior diametro tubular médio que animais do
grupo controle (P < 0,05; tabela 3 (P = 0,03842, 0,03248, 0,03934 para G3, G4 e G5
respectivamente). Este resultado, no entanto, nao influenciou os resultados obtidos para a
volumetria dos componentes tubulares e intertubulares nos animais tratados com os fungicidas
(AE e DL P = 0,75024, 0,22610 respectivateerNao houve diferenca entre os tratamentos
para as medidas de altura de epitélio e diametro luniiaP(= 0,24340DL P = 0,18037.)

As alteragdes no diametro tubular da regido do corpo indicam que o mancozeb e o tebuconazol
possivelmente interferem na composicao do fluido epididimario.

Animais tratados com o espalhante adesivo apresentaram aumento do percentual médio
de intersticio em relacdo aos demais tratamentos (P = 0,01969). N&o ha relatos de toxicidade

desse composto para o epididimo e andlises futuras podem elucidar esse achado.

Tabela 3 - Propor¢do volumétrica e morfometria da regido do corpo epididimahidi lokeis

lituratus expostos ao mancozeb e tebuconazol.

Grupos E (%) L (%) IT (%) DT (um) DL (um) AE (um)

GC 46,00+547 22,30+6,81 31,70+4,56 125,53+10,05% 68,55+17,98 28,49 +5,33
GCE 44,00+ 3,06 16,00+ 0,61 40,00 +4,57 144,14+21,6% 86,58+ 19,12 28,78+ 1,26
GME7 46,44 +8,64 2547+523 28,09+6,77 148,75+9,65° 93,77+22,86 27,49+ 6,38
GTE7 50,32+9,13 23,79+9,59 2589+4,102 147,90+13,0 79,44+10,14 34,23+3,28
GTE30 48,60+7,23 23,88+8,14 2752+248 14518+9,2% 86,68 +1520 29,25 3,99

Média + desvio-padrad; Letras diferentes na mesma coluna se diferem significativamente entre
si (P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls; GC Controle, sem fungicida e espalhante (n =
5), GCE: Controle com espalhante adesivo polioxietileno alquil fenol éter por sete dias, GME7:
Mancozeb + espalhante por sete dias, GTE7: Tebuconazol + espalhante por sete dias, GTE3C



Tebuconazol + espalhante por 30 dias; E: epitélio; L: Lumen; IT: intersticio; DT: diametro

tubular; DL: diametro do lamen; AE: altura de epitélio.

3.2.3 Cauda

Na regido da cauda nao houve diferenca entre os tratamentos comastaééimas
obtidas para parametros volumétricos e de altura de epitélio e diametro luminal (P = 0,52933;
P = 0,0847; tabela 4). Animais tratados com tebuconazol, nos dois periodos testados,
apresentaram aumento no didmetro tubular médio em relagdo aos animais controle e tratados
apenas com espalhante (P = 0,03067 ).

A regido da cauda apresenta funcées de protecdo, estocagem e manutencédo da
quiescéncia dos espermatozoides (Vesnal., 2001). O epitélio apresenta menor altura,
enquanto o ducto apresenta o maior diametro do 6rgdo e também o maior [imen (Batguelini
al., 2010). A maior distancia do testiculo e a menor dependéncia de andrégenos, comprovada
pela analise da expressao génica das diferentes regides do epididireta(L.dr998; Sipilaet
al., 2006; Sipileet al., 2011) € um dos fatores que explicam a menor alteracdo dos parametros
histomorfométricos desta regido pela acdo de xenobidticos que lesam o testiculo @obaire
al., 2006). A possivel explicagdo para o0 aumento no didmetro tubular seria o0 acumulo de restos
celulares no limen e ocorréncia de microvacuolizacdes no epitélio. A ocorréneistate
celulares no lumen epididimario e alteracbes no epitélio alterariam a resposta imunoldgica
epididimaria, gerando quimiotaxia de células do sistema imunoldgico, sendo essa uma das
explicacbes dadas por Hess e Nakai (2000) para as alteracdes testiculares, epididimarias e no
ducto eferente mediante a exposic¢ao de roedores ao fungicida benomil. Mediante a esses efeitos
citados pela acdo do fungicida benomil € possivel fazer uma comparacado e inferir que os
fungicidas tebuconazol e mancozeb afetam a histologia epididimaria devalteracdes

epiteliais e histomorfométricas além de inflamacéao.

Tabela 4 - Proporcdo volumétrica e morfometria da regido da cauda epididimarabdes

lituratus expostos ao mancozeb e tebuconazol.

Grupos E (%) L (%) IT (%) DT (um) DL (um) AE (um)

GC 27,91+3,12 40,26 £+13,94 31,83+3,54 172,96 +17,06 133,64+17,68 19,66 + 3,46
GCE 25,00+ 7,26 48,49+2,17 26,51+9,93 201,79+5,862 167,39+5,17 17,20+0,35
GME7 27,50+4,26 39,91+5,18 32,59 +3,85 189,55+ 14,0% 146,37 +12,38 21,59+ 3,63
GTE7 26,29+4,65 46,41+6,08 27,30+3,90 206,05+22,77 166,47+2125 19,79+3,41




GTE30 26,01+5,96 43,50+8,85 30,49+4,93 205,76 +7,62 164,20+ 5,39 20,78 +£2,03

Média + desvio-padrad; LLetras diferentes na mesma coluna se diferem significativamente entre

si (P < 0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls; GC Controle, sem fungicida e espalhante,
GCE: Controle com espalhante adesivo polioxietileno alquil fenol éter por sete dias, GMET7:
Mancozeb + espalhante por sete dias, GTE7: Tebuconazol + espalhante por sete dias, GTE3C
Tebuconazol + espalhante por 30 dias; E: epitélio; L: Lumen; IT: intersticio; DT: diametro
tubular; DL: didmetro do limen; AE: altura de epitélio.

Sabe-se que bombas, carreadores e transportadores participam da reabsor¢céo do
fluido testicular nas regibes proximais do epididimo e sao influenciadas por hormdnios
esteroides no epididimo. As aquaporinas sao proteinas essenciais para a concentracao
espermatica e atuam na composicdo nos solutos do fluido epididimario que influenciam a
fertilidade. A intensa absorcdo de agua nas regides proximais do epididimo foi mostrada pela
andlise da expressao diferencial dos mRNA das aquaporinas no epididagp.9 foi mais
expressa na regido da cabeca e corpo do epididimo em humanos, sabe-se que a expresséao d
agp 9 parece ser regulada somente por andréogenos na cabeca do epididimo; engaanto que
cauda expressa em humanos somente a aqp 1, que parece ser regulada por androgenos
estrogenos (Da Silva 2006; Thimah al., 2007; Hermo e Smith, 2011). Outro estudo
quantificou emArtibeus lituratus a expressao de aquaporinas 1 e 9 (agp 1 e agp 9) no testiculo,
epididimos e ductos eferentes e defereates/elou que a distribuicdo da agp 9 é maior na
cauda do epididimo, e a agp 1 é expressa somente nos vasos sanguineos do intersticio de todo
estes 6rgaos (Oliveirt al., 2013). A variacdo observada no volume do epitélio do epididimo
pode indicar alteracdes nos transportadores das células que compdem o epitélio possivelmente
causadas por queda nos andrégenos. De acordo com a literatura os androégenos poderiam
influenciar a expressao de aquaporinas 9 (Oliwatigh, 2013). Futuras analises no epididimo
da expressao das aquaporinas em morcegos tratados com desreguladores enddcrinos podera
comprovar essa hipotese. Esse processo pode ter sofrido adaptacdo no tratamento de 30 dia
com tebuconazol e as células principais podem ter recuperado dessa variacdo no volume na
cabeca. Ja na cauda, ambos os tratamentos geraram o aumento do diametro tubular.

O mecanismo proposto para a acao reguladora do estrogeno nos érgaos do aparelho

reprodutor masculino como testiculo, ductos eferentes, epididimos, seria a regulacdo do



transporte de solutos e Agua. Esse processo de reabsorcéo de agua quando desregulado por ac:
de fungicidas ou pdknockout do receptor de estrogeno a, gera dilui¢do do sémen, ja que os
estrégenos regulam a expressao de aguaporinas, canai§ daitli@se carbonica ll, e o canal
transmembrana regulador de condutancia na fibrose cistica (CFTR). A inibicdo dos canais gera
a diluicdo do sémen na cauda do epididimo, alteracdes morfoldgicas nos espermatozoides e
culmina com a reducéao da fertilidade (Hess 2003; Heas, 2011).

Portanto as alteracGes observadas no epididimo nos trabalhos citados sinalizam para
uma possivel interferéncia do mancozeb e tebuconazol no metabolismo de andrégenos sobre o
epididimo, afetando a sintese de diidrotestosterona, cuja queda afeta as células do epitélio
epididimario androgeno dependentes, que reduziria seus papéis na maturacdo, protecdo e
estocagem dos espermatozoides (Brooks 1983, &aihi2003). Essa resposta foi observada
no epitélio da cabeca do epididimo, sabidamente mais sensivel a androgenos. O acumulo de
restos celulares de espermatides no limen no corpo e cauda explicaria a variagdo no diametro
tubular, a menor dependéncia da regido do corpo e cauda a androégenos pode ser sugerida pel

auséncia de variacdes no epitélio nos dois parametros avaliados.

4. CONCLUSOES

O epididimo de morcegoArtibeus lituratus apresentou maiores alteracdes na
regidoda cabeca nos tratamentos agudos de ambos os fungicidas. Foi observado uém alterag
na morfometria do corpo e cauda nos trés tratamentos. As mesmas indicam maior toxicidade
aguda do tebuconazol para o epididimo dos morcegos analisados se comparado ao mancozeb

visto que o tebuconazol afetou as trés regides, ja 0 mancozeb apenas a cabeca e o corpo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi mostrado que o ducto epididimaririleeus lituratus
apresentou alteracdes histomorfométricas nas trés regides avaliadas em animais tratados com
os dois fungicidas, mancozeb e tebuconazol.



Foi observado que no tratamento por 30 dias o tebuconazol a presenca de
inflamacdo. Nos dois tratamentos com 7 dias foram observadas variacbes no epitélio
epididimario que podem indicar um efeito toxico dos mesmos sobre o metabolismo de
andrégenos e estrogenos

Essa inferéncia foi feita a partir das alteragbes na morfometria e volumetria do
epididimo nas regides proximais do oOrgdo. Esses resultados necessitam de maior
aprofundamento experimental para confirmar o efeito desregulador endécrino nos morcegos
gue receberam mamao com agente espalhante e os dois fungicidas.

Quando 6rgdos androgenos dependentes sao afetados, podemos fazer um alerta
sobre os riscos da ingestdo de fungicidas que podem comprometer a fertilidade e viabilidade
dos espermatozoides. Devido a escassez de analises em animais silvestres, outros trabalhos
podem fornecer bases para o entendimento mais amplo acerca dos problemas causados pot
fungicidas a nivel sistémico e fomentar novas abordagens de cultivo agricola para a

conservacao da mastofaun



