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RESUMO

AMARAL, Thales Simioni, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2009.
Alteracdes metabdlicas e histopatoldgicas induzidas pelos inseticidas fentiona e
espinosina em morcegos frugivoros. Orientadora: Mariella Bontempo Duca de
Freitas. Co-orientadores: Jener Alexandre S. Zuanon e Sérgio Luis P. da Matta.

A utilizacdo crescente e indiscriminada de diversos tipos de agrotoxicos pode afetar
diretamente os seres humanos e animais, acarretando problemas relacionados ao
sistema nervoso, alteracdes enddcrinas e alteracdo na atividade de enzimas da via
glicolitica e neoglicogenética, gerando hiperglicemia e, além disso, alteragdes
histopatologicas. Para avaliar os efeitos metabolicos e histopatologicos de inseticidas
em morcegos Artibeus spp., os animais foram submetidos a ingestdo de alimento
contaminado com inseticidas fentiona e espinosina. A dosagem dos inseticidas foi a
mesma sugerida para a aplicagdo nos campos de cultivo de frutas. Apds o periodo de
tratamento (7 e 30 dias fentiona e 7 dias para espinosina), foram analisadas as
concentragdes de glicose plasmadtica, proteinas e lipidios do figado, dos musculos das
patas e do musculo peitoral, lipidios totais do tecido adiposo e carcaga, além de
analises histopatologicas do tecido hepatico. Os animais tratados com fentiona ndo
apresentaram alteracdes nas concentragdes glicémicas nos grupos analisados. No
entanto, o grupo tratado por 7 dias apresentou aumento da concentragdo de
glicogénio muscular e diminui¢do dos 4acidos graxos da carcaga, enquanto o grupo
tratado por 30 dias ndo apresentou diferenca em relagdo ao grupo controle. Os outros
parametros nao apresentaram alteragdes nos grupos tratados com fentiona por 7 ¢ 30
dias em relagdo ao grupo controle. As andlises morfoldgicas demonstraram
vacuolizacdo nos hepatdcitos do grupo tratado por 7 dias, promovendo aumento de
30% no didmetro celular em relacdo ao grupo controle. Os animais tratados com
inseticida espinosade apresentaram alteragdes nas reservas energéticas apenas nos
lipidios das patas posteriores. Foi observado aumento do didmetro dos hepatdcitos
em cerca de 16% em relagdo ao grupo controle promovido por vacuolizagdo nestas
células. Em conclusdo, pode-se dizer que inseticida organofosforado fentiona altera o
metabolismo energético e o tecido hepatico de morcegos frugivoros, enquanto que o
inseticida espinosade ndao promoveu grandes alteragdes nos padrdes metabolicos
destes animais, sugerindo, portanto que as espinosinas possam vir a substituir outras

classes de pesticidas mais toxicas.



ABSTRACT

AMARAL, Thales Simioni, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2009.
Metabolic and histopathologic changes induced by insecticides fenthion and
spinosyns in fruit bats. Adviser: Mariella Bontempo Duca de Freitas. Co-Advisers:
Jener Alexandre S. Zuanon and Sérgio Luis P. da Matta.

The increasing and indiscriminate use of different types of agrochemicals can
directly affect the humans and animals, causing problems related to the nervous
system, cancers, endocrine alterations, and hormonal changes such as inhibition of
enzymes of the glycolytic and gluconeogenesis pathway, causing hyperglycemia and
pathological changes. To evaluate the histopathological and metabolic effects of
insecticides on bats Artibeus spp., the animals were submitted to the ingestion of
food contaminated with insecticides fenthion and spinosyns. The dosage of the
insecticides used was the same suggested for implementation in the fields of culture.
After the treatment period (7 and 30 days for fenthion and 7 days for spinosad) were
examined plasma concentrations of glucose, proteins and lipids in the liver, the
muscles of the limbs and the pectoral muscle, lipids total fat and carcass, and
histopathological analysis of liver tissue. The animals treated with fenthion showed
no changes in glucose concentrations in any of the treatment groups. However, the
group treated for 7 days showed an increased in the concentration of muscle
glycogen and a decrease in fatty acids of the carcass, while the animals treated for 30
days did not differ when compared to the control group. The other parameters
showed no changes in the group treated with fenthion for 7 and 30 days when
compared to the control group. The morphological analysis showed a vacuolization
in the hepatocytes of group treated for 7 days, promoting an increase of 30% in cell
diameter compared to the control group. Animals treated with insecticide spinosad
showed changes in the patterns of energy reserves only in the lipid of the back limb.
It was observed an increase in the diameter of the hepatocytes in approximately 16%
compared to the control group promoted by the vacuolization. In conclusion, we can
say that organophosphate fenthion insecticide alters the energy metabolism and
hepatic tissue of fruit bats, while the insecticide spinosad did not promote major
changes in metabolic patterns of these animals, suggesting therefore that the

spinosyns might replace other classes of more toxic pesticides.



Introducio Geral

O metabolismo energético compreende os processos envolvidos na conversao
de energia a partir de fontes provenientes da alimentacdo assim como de fontes
enddgenas. Estes processos atuam principalmente no fornecimento constante de
energia para as cé¢lulas, por mecanismos de sintese e de degradagdao de compostos
presentes no organismo, como nutrientes provenientes da alimentagdo (carboidratos,
lipidios e proteinas) ou das reservas corporais (glicogénio no figado e musculo,
lipidio no tecido adiposo e proteina no musculo) (Genuth, 1998).

Nos mamiferos, a glicose € o principal combustivel que fornece energia para os
tecidos do sistema nervoso, medula renal e hemacias. A manuten¢ao da homeostase
glicémica depende dos processos de sintese e degradagcdo dos compostos energéticos
no periodo absortivo, pos-absortivo e jejum (Nordlie et al., 1999). O nivel de glicose
na circulacdo sanguinea de mamiferos ¢ finamente controlado em organismos
sauddveis, uma vez que pequenas redugdes na sua concentracdo podem prejudicar as
funcdes das células nervosas e musculares estriadas (Maughan, 2005). Diversos
orgaos participam na regulacdo da taxa glicémica, como o cérebro e pancreas, além
do tecido hepatico, muscular e adiposo (Tirone e Brunicardi, 2001).

Lipidios, proteinas e carboidratos liberam energia quando oxidados, porém a
quantidade de energia por grama liberada pode variar de acordo com a fonte. A
oxidacdo de lipidios libera 37 KlJ/g enquanto proteinas liberam 18 Kl/g e
carboidratos 16 KJ/g (Gleeson, 2005).

Reservas enddgenas de carboidratos sdo encontradas na forma de glicogénio
encontradas no musculo e no figado. O total de carboidratos armazenados no corpo
de um homem de 70 kg ¢ de 300 a 500g, sendo que uma por¢ao de 80 a 100g esta
armazenada no figado, de onde pode ser liberado na corrente sanguinea e
transportado para outros tecidos. A maior parte das reservas de carboidratos esta
localizada no musculo esquelético. No entanto, o glicogénio muscular ndo esta
disponivel para os outros tecidos (Maughan, 2005).

Em caso de ingestdo de carboidratos excedente a capacidade de
armazenamento, a maior parte sera oxidada para fornecer energia. No entanto, se a

ingestdo de carboidrato ¢ muito alta ou superior a demanda total de energia, uma



grande parte do excesso ¢ convertida em acidos graxos para o armazenamento em
células adiposas (Maughan, 2005).

As proteinas sdo polimeros de aminoacidos e a seqiiéncia destes determina
diretamente a conformacdo da estrutura e fung¢do da proteina. Proteinas sdo
fundamentais para a manutengdo da estrutura e fun¢do corporal (Becker e Smith,
2006).

As proteinas ndo sdo armazenadas primariamente como fonte de energia.
Durante o jejum, o aumento da degradagdo da proteina muscular surge como uma
adaptacdo critica para promover rapida mobilizacdo de aminoacidos como substancia
para a via da neoglicogénese (Kettelhut et al., 1988). Durante a alimentagdo, a
sintese protéica no musculo ¢ aumentada em resposta ao aumento da disponibilidade
de aminoacidos, mas esse aumento ¢ limitado a cerca de 2 horas, mesmo na presenca
de um aumento sustentado de aminoacidos (Becker e Smith, 2006). Assim, o
musculo esquelético contribui com a maior propor¢do das reservas no corpo.
Gorduras (lipidios) possuem os mesmos elementos estruturais dos carboidratos
(carbono, hidrogénio, oxigénio), mas a relacdo entre hidrogénio e oxigénio ¢
consideravelmente maior. As células adiposas contém pouca agua, tornando os
lipidios uma forma muito mais eficiente de armazenamento de energia em
comparagdo com o glicogénio que necessita de 2-3 g de 4gua por grama de
carboidrato armazenado. A gordura armazenada no tecido adiposo ¢, portanto, o
unico combustivel que pode ser depositado em grandes reservas energéticas que
podem sustentar o corpo através de longos periodos de jejum (Gleeson, 2005).

O figado ¢ o principal 6rgdo envolvido no metabolismo energético controlando
a homeostase glicémica, onde sdo ativadas as vias metabolicas da glicogenoélise e
neoglicogénese (Corssmit et al., 2001). O pancreas participa diretamente nessas vias
através da liberacao dos hormonios que regulam estes processos, como a insulina e o
glucagon. A insulina ativa as vias da glicolise e glicogeniogénese quando a ingestdo
de carboidratos ¢ superior as demandas energéticas. No caso de privagdo alimentar, o
glucagon assume o papel na manutencdo da taxa glicémica ativando a quebra do
glicogénio hepatico através da glicogendlise e também, pela ativacdo da
neoglicogénese fornecendo glicose a partir de fontes ndo glicidicas (Cryer, 1991).

O conhecimento do metabolismo energético de mamiferos (ratos e

camundongos) fornece, muitas vezes, suporte para o conhecimento do proprio



metabolismo humano. No entanto, o metabolismo energético de outros grupos de
mamiferos ¢ pouco estudado, principalmente de mamiferos silvestres, como o caso
dos morcegos.

Os morcegos sdo animais pertencentes a ordem Chiroptera que apresenta a
maior diversidade de habitats e distribuicdo geografica entre os mamiferos. O nome
Chiroptera vem do grego cheir (mao) e pteron (asa) (Nowak, 1994; Altringham,
1996). A ordem Chiroptera compreende o segundo maior grupo de mamiferos em
nimero de espécie, representando 25% das espécies de mamiferos existentes
(Altringham, 1996). Essa grande distribui¢do ¢ explicada pela caracteristica inica
entre os mamiferos: o voo. Em morcegos, os bracos ¢ os dedos sdo alongados e
unidos por uma membrana, o quiropatagio. Esta membrana resistente € modificagdes
nos sistemas musculares e esquelético fornecem suporte para o voo (Nowak, 1994).

A ordem Chiroptera ¢ dividida em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera. A subordem Megachiroptera ¢ exclusiva do Velho Mundo e
Oceania e apresenta apenas uma familia com 42 géneros e 166 espécies. Sdo os
maiores morcegos encontrados, com envergadura de até 2 metros (Nowak, 1994;
Wilson, 1997). Os Microchiropteros se dividem em 17 familias, 157 géneros e 928
espécies distribuidas no mundo todo, exceto nos polos (Simmons, 2005).

Além da grande distribui¢do geografica, este grupo € o que apresenta a maior
diversidade de dieta, incluindo insetos, peixes, pequenos vertebrados, frutas, flores,
folhas, néctar, polen e sangue, sendo o ultimo exclusivo da ordem quirdptera
(Nowak, 1994).

Os morcegos predominantemente frugivoros sdo cruciais para a dindmica de
florestas tropicais, por serem dispersores de sementes de diversas plantas pioneiras e
outras arvores tropicais (Tavoloni, 2005).

No Brasil ocorrem 9 familias, 64 géneros e 167 espécies de morcegos (Reis,
2007), que representam 25% dos mamiferos do pais e estdo distribuidos por todo
territério nacional (Peracchi, 2006). Morcegos frugivoros do Brasil pertencem
unicamente a familia Phyllostomidae distribuidos em 12 géneros e 33 espécies (Reis,
2007). A subfamilia Stenodermatinae ¢ a mais numerosa dentre os Phyllostomidae
com 67 espécies (Simmons, 2005).

Morcegos da subfamilia Stenodermatinae possuem tamanhos variados, de 25 a

75 mm de antebrago (Reis, 2007). Animais do género Artibeus (Figura 1) estdo entre



os maiores dessa subfamilia, podendo atingir de 54 a 75 g de peso corporal (Reis,
2007).

Em geral, Artibeus lituratus, uma das espécies mais abundantes do género,
apresenta listras faciais distintas e coloracdo da pelagem corporal

predominantemente amarronzada, podendo variar entre regides. Formam grupos

poligamicos e abrigam-se nas copas das arvores, sendo predominantemente

frugivoros (Bredt, 1996).

Amaral, 2008 Tahara, 2008

Fig. 1 Morcegos frugivoros Artibeus lituratus (A) e Artibeus fimbriatus (B).

Ambas as espécies sdo abundantes em todo territorio nacional, sendo que sua
distribui¢@o abrange toda a regido neotropical: A. lituratus ocorre desde o México até
a Argentina ¢ A. fimbriatus ocorre apenas no Brasil, Paraguai e Argentina (Reis,
2007). O status destas espécies estd definido atualmente como “pouco preocupante”
pela Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conserva¢do da Natureza e dos
Recursos Naturais (IUCN, 2008), apesar de outras espécies de quirdpteros frugivoros
que ocorrem no territorio brasileiro ja serem classificadas como ameagadas, como
Platyrrhinus recifinus.

Estudos relacionados a fisiologia e metabolismo energético de morcegos
frugivoros sdo escassos. Pinheiro et al. (2006) avaliaram animais alimentados e
submetidos ao jejum por diferentes periodos. Os autores observaram que, em animais
alimentados, a taxa glicémica ¢ similar a de outros mamiferos, e que as reservas de
glicogénio no figado e no musculo estdo envolvidas na manutencdo da glicemia
durante periodos curtos de jejum, apresentando mecanismos capazes de manter a
glicemia constante durante periodos de até seis dias de privacdo alimentar. Em

periodos mais prolongados, a neoglicogénese no figado possui um papel fundamental



na homeostase glicémica. Em estudos realizados por Freitas et al. (2003; 2005),
foram avaliados o metabolismo de morcegos hematofagos submetidos ao jejum,
demonstrando sua similaridade em relacdo ao metabolismo de mamiferos
alimentados e sua fragilidade frente ao jejum.

Apesar da grande importancia para o ambiente como dispersores de sementes e
controladores de insetos, algumas espécies de morcegos acabam sendo consideradas
nocivas por fruticultores e responsaveis por perdas na producdo de frutas, uma vez
que morcegos frugivoros sdo comumente vistos em pomares, devido a abundancia de
alimento e, em alguns casos, pela destrui¢do do seu ambiente natural. Em busca de
uma solucao rapida e economicamente viavel para diminuir a perda de frutas, ataque
de insetos e doencas causadas por fungos e bactérias, produtores se utilizam de
produtos voltados para a prote¢do de sua producdo que acabam sendo ingeridos por
organismos ndo-alvos, como os morcegos. Atualmente, um nimero crescente de
produtores rurais tem feito uso indiscriminado de diversos tipos de agrotdxicos para
proteger seus cultivos e garantir a rentabilidade de seus negocios (Larini, 1999;
Carvalho, 2006). A estimativa atual ¢ que existam cerca de 1500 substancias
diferentes com a¢ao praguicida (ingredientes ativos) em todo o mundo, a partir das
quais sao produzidas inimeras formulagdes (Larini, 1999).

Os agrotoxicos podem ser classificados de diferentes formas, de acordo com a
finalidade, modo de acgdo, persisténcia, deslocamento, dura¢do do efeito do
tratamento, toxicidade, origem ou grupo quimico. Uma das classificacdes mais
importantes ¢ a toxicidade do praguicida. A classificacdao toxicoldgica ¢ baseada na
identificacdo do componente de risco referente a uma substidncia quimica, e
diferencia a toxicidade dos agrotdxicos com base no ingrediente ativo e sua
formulagdo. Os agrotdxicos sdo classificados como: extremamente toxicos; altamente
toxicos; moderadamente toxicos ¢ levemente toxicos, de acordo com a dose letal
(DL50) em mg/kg em ratos submetidos a toxicidade aguda oral e dérmica (Larini,
1999).

Nos tultimos anos, 127 pesticidas foram descritos como sendo perturbadores
enddcrinos, dentre eles os grupos dos organoclorados, organofosforados, carbamatos,
triazanos e piretroides (Mckinlay, 2008). Dentre os agrotoxicos, os inseticidas sdo
compostos quimicos ou bioldgicos utilizados para o controle de insetos. Cada

inseticida apresenta toxicidade diferente conforme a natureza quimica, dose



empregada e seu estado fisico (Gallo, 2002). Os organofosforados sdo compostos
formados por ésteres do acido fosforico e outros acidos a base de fosforo. Sao mais
toxicos que clorados e carbamatos em toxicidade aguda, porém se degradam mais
rapidamente e ndo acumulam no tecido adiposo dos organismos. Representam 35,5%
do mercado mundial de inseticidas. Pouco soluveis em agua, possuem toxicidade
variavel para os animais. Sao facilmente degradados no ambiente e sdo neurotdxicos.
O primeiro organofosforado criado foi o parathion em 1936 pelo alemao Dr. Gerard
Schrader (Guedes et al., 2008).

Os inseticidas naturais dividem-se de acordo com sua origem: vegetal, animal e
microbiana. As espinosinas, inseticidas microbianos, sao produtos de fermentacao do
Saccharopolyspora spinosae. As espinosinas A ¢ D s3o mais ativas ¢ de uso mais
amplo na agricultura. Estes inseticidas possuem acdo neurotdxica nos insetos
(Guedes et al., 2008).

A utilizacdo de qualquer pesticida deve seguir uma série de critérios para se
evitar efeitos colaterais em organismos ndo-alvo e contamina¢do do ambiente. Deve-
se verificar o registro do produto a ser utilizado e respeitar também o periodo de
caréncia, ou intervalo de seguranca. Este prazo ¢ importante para garantir que o
alimento colhido ndo apresente residuos dos compostos utilizados no controle de
pragas, evitando assim a contamina¢do do consumidor. E necessario ainda, respeitar
a dose indicada para cada cultura para que ndo haja resisténcia dos organismos-alvo a
estes compostos (Picango et al., 2008).

E necessario conhecer bem o produto que esta sendo aplicado, pois residuos de
pesticidas ainda contaminam o solo e a 4gua, permanecendo nas plantagdes, entrando
na cadeia alimentar e finalmente sendo ingeridos por humanos e outros animais
através dos alimentos e da agua (Taylor et al., 2003).

Os efeitos de inseticidas sobre organismos nao-alvo podem agir no crescimento
e desenvolvimento ou ainda sobre a sobrevivéncia dos mesmos, podendo afetar tanto
predadores naturais de determinadas pragas como também peixes, aves ¢ mamiferos.
Mamiferos, em geral, podem ser contaminados de forma direta pela inalacdo ou
ainda através do consumo de alimentos contaminados. A intoxicagdo aguda pode
ocorrer quando o composto reage de forma rdpida no organismo, e a intoxicagdo

cronica ¢ resultado de seu actimulo gradual, como conhecidamente ocorre com



pesticidas organoclorados, que se acumulam no tecido adiposo de mamiferos
(Fernandes et al., 2008).

Diversos estudos relacionam ainda o efeito da intoxicag@o por agrotdxicos com
alteragOes histopatologicas em ratos (Yavasoglu et al., 2006; Al-Jahdali et al., 2007,
Fetoui et al., 2009). As principais alteragdes encontradas por estes autores referem-se
a presenca de goticulas de lipidios no citoplasma dos hepatocitos. Sdo observados
ainda vasodilatacdo, aumento dos sinusdides e infiltracao de leucocitos no tecido
hepatico. De acordo com Varela-Rey et al., (2009), a presenca de vacuolos lipidicos
no citoplasma dos hepatdcitos pode acarretar complicagdes como cirrose € carcinoma
hepatico, e ainda pode causar diabetes, hiperlipidemia e hipertensao.

A exposicdo a organofosforados presentes no ambiente também parece estar
relacionada com alteragdes reprodutivas de homens e mulheres, que trabalham ou
moram proximos de campos de cultivo e que se utilizam destes compostos,
comprovada através da reducdo da qualidade do sémen e diminui¢do dos niveis de
testosterona verificados em homens expostos. Em mulheres, foi relatado
comprometimento do crescimento e desenvolvimento fetal acarretado pela exposi¢do
pré-natal a compostos organofosforados (Peiris-John, 2008).

Diversos estudos também tém comprovado que a exposicdo a substancias
quimicas pertencentes a classe dos organofosforados pode alterar diversos
parametros metabodlicos, como a comprovada inducdo de hiperglicemia em ratos
(Abdollahi et al., 2004; Pournourmohammadi et al., 2007; Rahimi, 2007; Rezg et al.,
2007). Estes autores demonstraram que os organofosforados podem afetar a
homeostase da glicose, atuando sobre enzimas-chave de diversas vias metabolicas. A
exposi¢do ao malationa (inseticida organofosforado) interfere nas principais vias
hepaticas relacionadas ao controle dos niveis de glicose na circulagdo como a
glicolise, a neoglicogénese ¢ a glicogenolise (Pournourmohammadi et al., 2007).
Além de afetar o controle glicémico, o envenenamento por OFs também promove
danos as células beta pancredticas, prejudicando a secrecdo de insulina, horménio
regulador da via de oxidagdo da glicose. Além da diminui¢do da secrecdo de insulina
pelo pancreas, outro fator relacionado a hiperglicemia provocada por OFs ¢ a
estimulagdio comprovada da enzima neoglicogenética  fosfoenolpiruvato

carboxiquinase (PEPCK) em animais expostos a este tipo de pesticida. A estimulacdo



da PEPCK e a diminuicdo da secrecdo de insulina promovem a reportada
hiperglicemia observada nestes casos (Abdollahi et al., 2004; Rahimi, 2007).

A intoxicagdo por organofosforados também parece diminuir os niveis de
proteina e lipidios hepaticos pelo aumento da atividade das enzimas-chave da
neoglicogénese. No entanto, alguns autores relatam que a hiperglicemia observada ¢é
temporaria, devido provavelmente a estimulacdo da deposicdo de glicogénio no
figado, que retorna a glicemia aos niveis normais (Rodrigues et al., 1986; Rezg et al.,
2007). A sucessao entre liberacdo de glicose via glicogenodlise e neoglicogénese, e
seu armazenamento via glicogeniogénese durante uma hiperglicemia anormal pode
ser uma das explicagdes para a normalidade do indice glicémico dos animais, quando
expostos subcronicamente a organofosforados (Rezg et al., 2007).

Apesar dos resultados obtidos até o presente momento, muitas outras classes de
agrotoxicos testados ainda ndo apresentam estudos com resultados conclusivos, ¢
muitos deles ainda ndo foram sequer preliminarmente investigados. Além disso, a
maioria dos trabalhos realizados utiliza ratos e camundongos como espécie-alvo,
deixando uma lacuna no entendimento da reacdo que outras espécies animais
apresentam quando em contato com estes compostos, como por exemplo, morcegos
frugivoros. Em relacdo a estes animais, diversos autores relataram que morcegos
silvestres estdo sendo contaminados com agrotdxicos organoclorados e
organofosforados (Mispagel et al., 2004; Allinson et al. 2006; Bennett e Thies,
2007). Esta exposi¢do ¢ comprovada por estes autores pela presenga de residuos de
pesticidas nas fezes destes animais, assim como sua deposi¢cdo em diversos tecidos,
principalmente no tecido adiposo, musculos e cérebro.

Assim, esta contribui¢do para a fisiologia comparativa e para o estudo destes
efeitos em animais silvestres, possibilitara uma nova avaliagdo do uso destes
agrotoxicos em organismos nao-alvo e que também estd exposto a frutos
contaminados, o que poderia estar causando um importante impacto na conservagao
de animais silvestres e, portanto, promovendo um desequilibrio na conservacao dos

ecossistemas.
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Capitulo 1
Alteracoes metabolicas e histopatoldgicas induzidas por inseticida fentiona em

morcegos frugivoros Artibeus spp.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do aguda e sub-cronica ao
inseticida organofosforado fentiona no metabolismo energético e na morfologia do
tecido hepatico de morcegos frugivoros do género Artibeus. Os animais dos grupos
tratados com fentiona receberam diariamente fruta contaminada através de imersado
em solucdo contendo o inseticida (1 mL/L) e espalhante adesivo (3mL/L). Foram
analisadas as concentragdes de glicose plasmatica e de glicogénio, proteina e lipidio
hepaticos e musculares, concentracao de lipidios do tecido adiposo e acidos graxos
totais da carcaga, além do didmetro dos hepatdcitos. A glicose sanguinea ndo sofreu
alteragdo. O glicogénio peitoral apresentou aumento e os acidos graxos da carcaca
diminuiram em contaminag¢do aguda. Foi observado aumento no didmetro celular
promovido por vacuolizagdo. Os resultados mostram que o inseticida fentiona,
quando aplicado na dosagem recomendada, afeta o metabolismo e promove danos
hepaticos em morcegos Artibeus spp.

Palavras-chave: metabolismo, morcegos, glicemia, hepatdcito, fentiona,

organofosforado, inseticida.
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1. Introducao

Atualmente, a alternativa imediata encontrada para se alcangar o aumento
necessario da producdo alimenticia mundial estd centrada no aumento do uso de
agrotoxicos [1].

Alteragdes histopatoldgicas hepaticas sdo descritas em animais submetidos a
exposicao a organofosforados (OFs), principalmente esteatose hepatica, hipertrofia
do hepatdcitos, desorganizagdo estrutural e vasodilatacdo [2-4]. Estas alteragdes, em
conjunto, promovem maiores complicagdes, como cirrose € carcinoma hepatico,
diabetes, hiperlipidemia e hipertensdo arterial [5].

Diversos estudos tém comprovado que a exposicdo a organofosforados
também pode alterar parametros metabolicos, como a indu¢do de hiperglicemia em
mamiferos [6]. O aumento da glicose na circulagdo estd relacionado ao aumento da
atividade da enzima-chave da via da neoglicogénese, a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase, em conjunto com o aumento da atividade da enzima glicogénio
fosforilase [7, 8]. Além disso, a intoxicacdo por OFs se mostrou nociva as células
beta pancredticas de ratos que promoveu diminui¢do da secrecdo de insulina e a
homeostase glicémica [9].

Apesar de diversos estudos relacionados com metabolismo e intoxica¢ao por
organofosforados, algumas formulac¢des sdo poucos estudadas, como a fentiona, que
¢ um dos compostos mais utilizados em culturas frutiferas na nossa regido. Fentiona
¢ um inseticida organofosforado e seus efeitos toxicos sdo resultantes da sua
capacidade de produzir uma inativacao irreversivel da colinesterase [10]. Em adicdo
aos efeitos neurotoxicos, os metabolitos do fentiona podem ser responsaveis por
peroxidagdo lipidica no figado e cérebro e ainda danos ao DNA [11] e ainda,
citoxicidade aos neuroblastos [10]. Apesar dos estudos realizados com este
composto, ndo foram descritas as alteracdes no metabolismo energético e danos
histopatologicos no tecido hepatico em varias ordens de mamiferos. Dentre estes
animais, estdo incluidas diversas espécies de morcegos frugivoros que ocorrem em
todo o territorio brasileiro, inclusive na regido de mata atlantica cercada por
plantagoes [12].

Diversos autores relataram que morcegos silvestres estdo sendo contaminados
com agrotoxicos organoclorados e organofosforados [13-15]. Esta exposicdo foi

comprovada pela presenca de residuos de pesticidas nas fezes destes animais, no
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tecido adiposo, musculos e cérebro. Estes fatores podem estar relacionados com o
declinio das populagdes de diversas espécies de morcegos que vivem proximas a
campos de cultivos. Morcegos frugivoros sdo cruciais para a dindmica de florestas
tropicais, por serem dispersores de sementes de diversas plantas pioneiras [16, 17].
Assim, alteracdes nas taxas reprodutivas ¢ na homeostase glicémica, induzidas pela
intoxicagao por inseticidas organofosforados, podem representar riscos as populagdes
destes animais, interferindo diretamente na dindmica do ambiente.

Com o presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito da exposi¢do aguda e
subcronica de inseticida organofosforado fentiona no metabolismo energético e no

tecido hepatico de morcegos frugivoros Artibeus spp.

2. Material e métodos
2.1 Agroquimicos

Foi utilizado o inseticida organofosforado fentiona (O,O-dimethyl O-4-
methylthio-m-tolyl phosphorothioate, 500 g/L), e o espalhante adesivo
(polioxietileno alquil fenol éter 200 g/L).

2.2 Animais e tratamento

Morcegos machos (N=22) do género Artibeus foram coletados no campus da
Universidade Federal de Vigosa/MG, na Mata do Paraiso (Vigosa/MG) e na fazenda
do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro (Araponga/MG), entre os meses de
fevereiro e outubro de 2008. Os animais, pesando entre 58-94 g, foram mantidos em
gaiolas individuais, em sala com baixa iluminagdo, em temperatura ambiente. Apos
um periodo de dois dias em cativeiro, os animais foram divididos em trés grupos,
sendo um grupo controle alimentado com fruto tratado com espalhante adesivo
(N=6), um grupo tratado com fruta contaminada com inseticida durante 7 dias
(N=11) e um grupo tratado com fruta contaminada com inseticida durante 30 dias
(N=5). Foi oferecido diariamente mamao para os animais, por ser de facil aceite em
cativeiro. As frutas ainda inteiras (= 400 g) foram imersas em calda contendo
espalhante adesivo na concentragdo de 10% e inseticida na concentragdo de 3 mL/L e
de 1 mL/L, respectivamente, ¢ mantidas suspensas em recipiente adaptado para que

ndo tocassem em qualquer superficie, evitando assim, a perda da camada do
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inseticida por contato.as concentragdes utilizadas seguiram a indicacdo do fabricante
para aplicacdo em culturas frutiferas. As frutas partidas ao meio (aproximadamente
200 g) foram oferecidas aos animais, com a casca voltada para cima, de modo que
durante a ingestdo do mamao, o morcego entraria em contato com o inseticida. O
alimento foi oferecido diariamente, proximo das 18 h, sendo a agua oferecida ad

libitum.
2.3 Amostragem

Ao final de cada tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitagdo, e
o sangue foi rapidamente coletado em tubos heparinizados. Os tecidos (hepatico,
musculo das patas anteriores e posteriores ¢ do peito e tecido adiposo) foram
retirados, pesados e divididos em sub-amostras com peso >200 mg para cada

dosagem, e congelados a temperatura de -20° C.

2.4 Determinagdo da glicemia

Para a determinacdo da glicemia, o sangue coletado foi centrifugado (2000
rpm/ 15 minutos) para separagdo do plasma e posteriormente armazenado em
congelador a -20° C. A glicemia foi determinada pelo método enzimatico da glicose-

oxidase - GLUCOX 500 (DOLES).

2.5 Glicogénio hepatico e muscular

Para as determinacdes de glicogénio hepatico e do musculo peitoral, uma
por¢do conhecida (> 200 mg) desses tecidos foi colocada em tubo de fundo conico
contendo KOH 30 % e hidrolisada em banho-maria fervente por 1 hora,
acrescentando 5 gotas de Na,SOy4 saturado ao retirar do banho. Os tubos contendo
essa solucdo foram centrifugados (2000 rpm/ 10 minutos), sendo descartado o
sobrenadante. A dosagem do glicogénio das amostras foi realizada pelo método

colorimétrico [18].
2.6 Determinacao da proteina tecidual

Para a determinacdo da proteina total hepatica e muscular (musculo peitoral e

das patas anteriores e posteriores), uma porcao conhecida do figado e dos musculos
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foi homogeneizada em solugdo fisiologica 0,9 %. Posteriormente foi utilizado o

método colorimétrico através do Kit BCA Protein Assay Reagent (BCA-PIERCE).
2.7 Determinag¢do dos lipidios totais

Para a determinagdo dos lipidios totais do figado, tecido adiposo e muscular
(musculo das patas e peitoral), uma por¢ao conhecida desses tecidos foi retirada e
homogeneizada com um volume conhecido de solucdo cloroférmio-metanol (2:1)
[19]. Apos filtragdo e separagdo das fases por adi¢do de solucdo fisiologica 0,9%,
uma aliquota da fase cloroférmica (10 mL) foi utilizada para determinagdo dos

lipidios totais.
2.8 Acidos graxos totais da carcaga

Apoés a retirada dos tecidos utilizados nas demais dosagens, foi retirado
também, o tubo digestorio a partir da porcao terminal do esdfago até o anus, rins e
aparelho reprodutivo. A carcaga foi entdo pesada e digerida em 200 mL de KOH 6 N
durante 4 a 6 dias, sendo posteriormente filtrada. Foi entdo adicionado igual volume
de alcool absoluto, resultando assim uma solugdo de KOH-etanol 50 % (v/v). Uma
amostra desta solucdo foi lavada por 3 vezes com 40 mL de éter de petroleo,
acidificada com 5 mL de H,SO4 P.A e submetida a extracdo, com 3 vezes o volume
final, por cloroférmio. Foram utilizados 50 mL desta fase para determinacdo dos

acidos graxos totais por método gravimétrico.
2.9 Analise histologica

Por¢des do figado foram coletadas e imediatamente fixadas em Formalina de
Carson. Os fragmentos passaram por procedimento padrao de desidratagdo e foram
incluidos em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica). Foram feitas sec¢des de 2um
de espessura e as preparagdes foram coradas com Azul de Toluidina-borato de sodio
1%. As secgdes foram examinadas em microscopio de luz com objetiva de 40x e

determinado o diametro celular e area nuclear com o software Image-Pro6 Plus 4.5.
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2.10 Analise estatistica

Os dados estdo apresentados na forma de Média + Erro Padrio da Média
(EPM). Para comparagdo dos resultados foi utilizada a analise de varidncia
(ANOVA) seguida do teste de Tukey para dados ndo repetidos, quando foi
comprovada a distribuicdo normal e homogeneidade dos dados. Para dados ndo
paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskall Wallis. Para a anélise histoldgica foi

utilizado o teste-t. O critério de significancia foi acertado em 5 % (p < 0,05).
3. Resultados

3.1 Glicemia

Analisando a concentragdo plasmatica de glicose, ndo foram observadas
alteracdes entre os animais tratados com inseticida fentiona por 7 ou 30 dias em
relacio ao grupo controle (7,63 +0,93; 8,95 £1,20 e¢ 7,66 *1,14 mmol/L,

respectivamente) (Figura 1).
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Fig.1 Concentragdes plasmaticas de glicose (mmol/L) em
animais controle e tratados com fentiona por 7 dias (Fent 7) e
30 dias (Fent 30). Os resultados estdo expressos em média +
EPM.
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3.2 Glicogénio hepatico e muscular

A concentragao de glicogénio (umol glicosil unidades/g) do musculo peitoral
apresentou aumento significativo nos animais tratados por 7 dias com fentiona
quando comparados com o grupo controle (107,56 +19,36 e 16,59 =*1,66,
respectivamente), enquanto que nos animais tratados durante 30 dias, ndo foi
observada diferenga significativa. As concentracdoes de glicogénio hepatico nao

diferiram significativamente entre os grupos analisados (Figura 2).
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Fig.2 Concentracdes de glicogénio muscular e hepatico em
animais controle, tratados com fentiona por 7 dias (Fent 7) e
por 30 dias (Fent 30). Os resultados estdo expressos em média
+ EPM. * p < 0,05 para mesmo tecido em relacdo ao grupo
controle.

3.3 Proteina total

Nao foram observadas alteragdes nas concentragdes totais de proteinas do
figado, musculo peitoral e musculo das patas anteriores e posteriores nos animais

tratados com fentiona durante 7 ou 30 dias em relagao ao controle (Tabela 1).
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Tabela 1
Concentragdes de proteinas totais dos tecidos avaliados sob diferentes periodos de exposi¢do ao pesticida fentiona

(g/100g)

Musculos da pata Musculos da pata )
) ) Figado Musculo peitoral
anterior posterior
Controle 7,46 £0,41 8,70 +£0,96 11,43 £1,37 9,17 £0,82
Fent 7 8,87 +£0,54 7,07 £0,78 10,60 +0,81 8,85 +0,35
Fent 30 9,09 £0,72 9,25 40,71 10,43 +0,58 8,43 +0,61

O inseticida foi administrado durante periodos de 7 ¢ 30 dias (Fent 7 e Fent 30, respectivamente), através de
imersdo dos alimentos fornecidos aos animais. Os valores estdo expressos em média +EPM.

3.4 Lipidio total muscular e hepatico e acidos graxos totais da carcaca

Os lipidios totais do musculo peitoral, das patas anteriores e posteriores, do
figado e do tecido adiposo, de animais tratados por 7 ou 30 dias, ndo diferiram
significativamente em relagdo aos animais controle (Tabela 2). Os 4cidos graxos
totais da carcaca, no entanto, apresentaram valores menores em animais tratados por
7 dias quando comparados aos animais do grupo controle. J& os animais tratados por

30 dias nao apresentaram diferencas significativas em rela¢ao ao controle (Figura 3).

Tabela 2
Concentracdes de lipidios totais teciduais avaliados sob diferentes periodos de exposi¢do ao pesticida
fentiona (g/100g)
Musculo Musculo da Musculo da pata
) Figado Tecido adiposo ) )
Peitoral pata anterior posterior
Controle 6,01 £0,44 5,69 £0,47 53,63 £1,20 5,51 40,50 7,01 £0,31
Fent 7 6,91 £0,46 5,34 +£0,23 49,27 £2,62 4,67 £0,33 5,62 +0,65
Fent 30 6,02 £0,44 10,76 £2,51 57,55 £3,15 4,01 £0,50 6,86 +0,77

O inseticida foi administrado durante periodos de 7 e 30 dias (Fent 7 ¢ Fent 30 respectivamente)
através de imersdo dos alimentos fornecidos aos animais. Os valores estdo expressos em média £EPM.
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Fig. 3 Concentragdes de acidos graxos totais da carcaca (g/100g)
em animais controle e tratados com fentiona por 7 dias (Fent 7) e
30 dias (Fent 30), através de imersdo dos alimentos fornecidos
aos animais. Os resultados estdo expressos em média+tEPM. * p
< 0,05 em relagdo ao Controle.

3.5 Alteragdes morfologicas dos hepatdcitos

As analises do tecido hepatico revelaram que os animais do grupo controle
apresentaram estrutura histoldgica padrao para mamiferos, com os corddes e l6bulos
hepéaticos em arranjo regular, assim como os vasos sanguineos. Os hepatocitos nao
apresentam goticulas de lipidios no citoplasma. O didmetro celular médio foi de
16,83 £0,25 um e a area nuclear média foi 33,02 +2,62 umz. As células dos animais
pertencentes ao grupo tratado com fentiona por 7 dias apresentaram aumento no
didmetro (21,81 +0,30 pm) de aproximadamente 30% em relacdo ao controle
(p<0,05) e ainda, ndo houve diferenca significativa na area nuclear (37,70 £1,08
um?). Nesse mesmo grupo, os hepatdcitos apresentaram-se disformes e com o limite
bem definido. Foi observada ainda a presenca de muitos vactiolos no citosol e

auséncia de vasos sanguineos e macréfagos (Figura 4).
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Fig. 4. Fotomicrografia de sec¢des histologicas do figado de Artibeus spp. Corados com Azul de Toluidina 1%. Controle (a), Fentiona 7 dias (b e c¢). Nucleo (N),

vaso sanguineo (%), vacuolizagio (mm ), macrofago (= = ¥ ). — 20 um
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4. Discussao

Pelo nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que utiliza morcegos como
animais experimentais em toxicologia metabdlica e hepatica. Avaliando os efeitos da
exposicdo aguda e subcronica do inseticida organofosforado fentiona no
metabolismo energético de morcegos do género Artibeus, os resultados apresentados
demonstraram que as concentragdes plasmaticas de glicose destes morcegos nao
variaram nos animais submetidos ao inseticida fentiona apds 7 ou 30 dias de
tratamento. Cabe ressaltar que a maioria dos estudos relacionados com alteragdes
metabolicas induzidas por organofosforados em mamiferos utiliza ratos e o inseticida
malationa. Um dos principais aspectos observados em ratos contaminados por
malationa, também um inseticida da classe dos organofosforados, ¢ o quadro de
hiperglicemia ([20, 9, 21]. Este fato pdde ser observado em ratos logo nas primeiras
2 horas apo6s ingestdo de alimento contaminado, sendo que a glicemia retornou aos
niveis normais nas horas subseqiientes, at¢ o final do ciclo de 24 horas apds a
administracdo do agrotoxico [21]. A homeostasia glicémica alcancada em ratos apos
o periodo de hiperglicemia pode ser atribuida a um aumento do glicogénio hepatico,
a partir da sexta hora de tratamento, que ocorre gradativamente até o final do periodo
de experimento (24 horas) [21-24]. Um dos fatores que pode explicar a auséncia de
hiperglicemia nos morcegos deste estudo seria que a ingestdo do alimento
contaminado ocorreu ao longo de um periodo total de 12 horas, de forma que cada
animal experimental pode ter se alimentado em diferentes momentos, tornando dificil
a padronizagao e deteccao do aumento da glicemia, conforme relatado na literatura.
No entanto, a metodologia aqui empregada teve por objetivo a simulacdo da situagao
real enfrentada pelos animais no campo.

Morcegos tratados com fentiona por 7 dias apresentaram aumento no nivel de
glicogénio no musculo peitoral, apesar de ndo terem sido observadas alteracdes na
concentragcdo plasmatica de glicose em funcdo do tratamento. Este fato pode indicar
que, por um determinado periodo, pode ter havido um quadro de hiperglicemia nos
individuos desse, provocando a resposta de aumento da formacgdo de glicogénio
muscular. No entanto, em um periodo subcronico (30 dias) de exposicdo a
alimentacdo contaminada com fentiona, esta reserva encontrou-se em niveis normais,

demonstrando uma regulacdo dos mecanismos envolvidos na homeostase da reserva
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de glicogénio em longo prazo. Uma possivel formagdo de glicose, e seu
armazenamento na forma de glicogénio, a partir de uma fonte nao-glicidica, pela
ativacdo da via da neoglicogénese, poderia explicar tanto a diminuicdo observada da
concentragdo de acidos graxos da carcaca quanto o aumento na concentragdo de
glicogénio muscular nos animais submetidos a 7 dias de tratamento. Sabe-se que
pesticidas organofosforados atuam diretamente em enzimas-chave de diversas vias
metabolicas relacionadas ao metabolismo da glicose. Dentre estas agdes, diversos
estudos comprovam efeitos como inibigdo da glicolise e aumento da atividade da
neoglicogénese e glicogenolise hepaticas [9, 6, 8]. Apos o periodo de 30 dias de
tratamento, os 4acidos graxos totais da carcaga, assim como a concentragao de
glicogénio muscular, retornam aos niveis basais observados nos animais controle,
demonstrando a constante flutuacdo das reservas energéticas corporais mesmo frente
a presenga do inseticida fentiona no organismo e o retorno a homeostasia glicémica
ap6s um periodo maior de exposicao ao inseticida. Esta resposta fisioldgica também
foi encontrada em ratos submetidos a ingestdo de pesticidas organofosforados, os
quais apresentam hiperglicemia nos primeiros dias de tratamento seguido de
homeostase glicémica em periodos mais prolongados (32 dias) [25, 8]. De maneira
similar, a mobilizagdo lipidica na carcaga observada em Artibeus também foi relatada
em estudos com morcegos hematofagos (Desmodus rotundus) submetidos ao jejum
[26]. Os autores demonstraram que esta espécie de quirdpteros utiliza a reserva
lipidica como fonte importante para o fornecimento de glicose para a circulagdo
sanguinea durante o periodo de privacao alimentar, enfatizando a importancia da
reserva lipidica alocada na carcaca. A reducdo da reserva lipidica prejudica a
capacidade reprodutiva dos mamiferos. Como o processo reprodutivo necessita de
muita energia, iniciar uma gestagao sem reservas pode levar mae e feto a morte [27].

Tem sido demonstrado em varios trabalhos que inseticidas organofosforados
afetam a homeostase lipidica e promovem peroxidacdo de lipidios [28-30]. Os
animais apresentaram ainda diminui¢do significativa do contetido de proteina e
lipidio no figado, demonstrando uma mobilizacdo destas fontes energéticas,
provavelmente para a producao de glicose pela via da neoglicogénese, em fun¢do da
atuacdo do inseticida [8]. Morcegos tratados com o organofosforado fentiona nao
mostraram alteracdes no metabolismo de lipidios e proteinas apds 7 e 30 dias de

tratamento nos tecidos analisados (figado, musculo do peito e das patas anteriores e
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posteriores), com excecao dos acidos graxos da carcaca. Isto indica auséncia de
alteragdes no padrao de armazenamento e mobilizagcdo destas reservas em fungdo da
ingestdo de fentiona. Estudos com morcegos A. lituratus e A. jamaicensis
demonstraram que estas espécies nao utilizam como fonte primaria de energia as
reservas lipidicas do figado frente a periodos de jejum de 24 horas a 6 dias, além de
nao ocorrer mobilizacdo de proteina por parte de nenhum dos tecidos analisados [31].
Esta resposta também foi observada em morcegos hematofagos Desmodus rotundus
que ndo utilizaram lipidios teciduais (figado e musculos) e nem as reservas protéicas
para regulagdo dos padrdes metabolicos em resposta ao jejum [32].

Em relagdo as analises morfologicas hepaticas em Artibeus spp, ¢ interessante
destacar que o aumento do didmetro celular dos hepatocitos deveu-se,
provavelmente, ao aciimulo de agua ou gordura em seu interior, promovendo
vacuolizacdo e consequentemente hipertrofia dos hepatocitos. O acimulo intracelular
de substincias em quantidades anormais ¢ considerado uma manifestacdo de
transtorno metabolico, podendo levar a lesdes celulares cronicas e ainda morte
celular. A deposi¢do lipidica pode ser considerada como um mecanismo de defesa da
célula, uma vez que o hepatdcito captura os compostos toxicos evitando sua
distribuicdo no organismo, ou ainda, por alteracdes na homeostasia lipidica,
promovendo produgdo enddgena ou inibindo sua oxidagdo no organismo [33]. A
degeneragdo hidropica, caracterizada pelo acimulo de eletrdlitos e 4gua no interior
dos hepatocitos na forma de vacuolos, ¢ uma lesdo nao letal bastante comum,
ocorrendo em resposta a diversos tipos de agressdo. Este tipo de degeneracdo ¢
frequentemente decorrente de transtornos nos mecanismos de controle do equilibrio
hidroeletrolitico das células, j& que, para o funcionamento adequado do transporte
realizado pelos canais i0nicos é necessaria a presencga de energia na forma de ATP e,
portanto, uma altera¢ao na produgdo ou consumo de ATP pode levar ao acumulo de
eletrolitos e consequentemente de dgua no interior das células [34]. A presenga do
inseticida organofosforado no organismo inibe a oxidacdo da glicose [8], sendo
comprovado, inclusive, uma queda na producdo de ATP pela via glicolitica, o que
poderia levar a um quadro de degeneracao hidropica. No entanto, serdo necessarios
outros estudos para avaliar com precisdo o conteudo intracelular dos hepatdcitos que

poderiam ter causado a degeneracao hidropica ou vacuolar observada.
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Nossos resultados demonstraram que, a aplicagdo de fentiona na dose
recomendada, provocou alteragdes metabolicas somente na reserva lipidica da
carcaga e na reserva de glicogénio do musculo peitoral em animais tratados por 7
dias, que retornaram aos niveis basais apds um periodo de 30 dias de exposi¢do ao
agente toxico. Esta alteracdo nas concentragdes de lipidios da carcaga pode promover
complicagdes para os animais, uma vez que a reserva lipidica estd intimamente
relacionada com eventos reprodutivos, além de representar uma importante fonte de
reserva em periodos de jejum que estes animais enfrentam devido a alteragdes
ambientais. Desta forma, a menor deposi¢do de gordura na carcaga dos animais
tratados durante 7 dias, poderia prejudicar a adaptagdo dos animais frentes a
alteracOes ambientais na oferta de alimento ou durante o ciclo reprodutivo, além de
estar afetando, em longo prazo, as populagdes dessas espécies de morcegos. Além
disso, o aumento do didmetro dos hepatdcitos observado ¢ considerado como
indicativo de estado patologico [34]. Sendo o figado o 6rgao central do metabolismo
energético [35], indicios patoldégicos nos hepatocitos, associados a eventos
prejudiciais a diversos tecidos, como um estado de hiperglicemia, além da
diminui¢do de acidos graxos da carcaca, podem, em conjunto, comprometer a
sobrevivéncia das populagdes destes animais potencialmente expostos a inseticidas

organofosforados.
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Capitulo 2
Efeitos da ingestdo de alimento contaminado com inseticida espinosade sobre o
metabolismo energético e tecido hepatico de morcegos frugivoros do género

Artibeus.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢cdo aguda ao inseticida
espinosade no metabolismo energético ¢ na morfologia do tecido hepatico de
morcegos frugivoros do género Artibeus. Os animais dos grupos tratados com
espinosade receberam diariamente fruta contaminada através de imersdo em solugdo
contendo o inseticida (0,1 mL/L) e espalhante adesivo (3mL/L). Foram analisadas as
concentragdes de glicose plasmatica e de glicogénio, proteina e lipidio hepaticos e
musculares, concentracdo de lipidios do tecido adiposo e acidos graxos totais da
carcaga, além do diametro dos hepatdcitos. A unica alteracdo metabolica observada
foi diminuicdo na concentragdo lipidica das patas posteriores Foi observado aumento
do diametro dos hepatdcitos dos animais do grupo tratado. Os resultados deste estudo
demonstram que o inseticida espinosade, em sua dose recomendada, nao altera o
padrdo do metabolismo energético de morcegos frugivoros, mas pode estar afetando
diretamente a estrutura e fungdes especificas dos hepatdcitos.

Palavras-chave: Metabolismo, Artibeus, morcegos, glicemia, hepatdcito,

espinosade.
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1. Introducao

O espinosade ¢ um inseticida natural novo, derivado da fermentagao do
actinomiceto do solo Sacharopolyspora spinosa. Este inseticida ¢ formado por dois
componentes ativos principais, a espinosina A e espinosina D [1, 2], e representa
uma nova classe de pesticidas com um modo de acdo diferente dos comumente
utilizados até o momento [3-6]. Apesar de também atuar causando excitacdo do
sistema nervoso e no musculo esquelético o mecanismo de acdo deste novo pesticida
¢ caracterizado pela ativagao de receptores nicotinicos para acetilcolina, assim como
efeitos nos receptores do 4acido y-amino butirico (GABA), diferentemente do
mecanismo de acdo sobre a enzima acetilcolinesterase conhecida dos
organofosforados [7].

Inseticidas da classe das espinosinas sdo utilizados principalmente em culturas
de algodao, batata, plantas frutiferas, tabaco e vegetais folhosos, possuindo grande
eficicia no combate a organismos-alvo, mesmo quando utilizado em baixas
concentragdes. Tem sido veiculado ainda que as espinosinas apresentem baixa
toxicidade a maioria dos insetos benéficos e podem ser rapidamente degradadas no
ambiente [3, 4]. Devido a essas caracteristicas, esses compostos t€m sido encarados
como novos agentes que podem substituir alguns inseticidas mais toxicos no controle
de determinadas pragas.

Por ser utilizado em culturas de plantas frutiferas, este composto pode estar em
contato com organismos nao-alvo, como animais silvestres que forrageiam nessas
plantagdes, dentre eles, os morcegos frugivoros do género Artibeus, que sdo
considerados cruciais para a dindmica de florestas tropicais, por atuarem como
dispersores de sementes [8]. Pela importancia ecoldgica atribuida a estas espécies,
um eventual prejuizo a sobrevivéncia destes animais poderia causar grande impacto
no equilibrio natural de ecossistemas como a Mata Atlantica, onde esses morcegos
ocorrem [9-10].

Apesar de alguns trabalhos relatarem residuos de pesticidas em tecidos de
morcegos silvestres, nenhum estudo publicado at¢é o momento se propds a avaliar
aspectos fisioldgicos relacionados a toxicidade de pesticidas em espécies de
morcegos [11], além disso, muitas outras classes de agroquimicos, como as
espinosinas, ainda sdo pouco investigadas quanto aos efeitos sobre os processos

metabodlicos e celulares em animais silvestres. Desta forma, o presente trabalho
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buscou avaliar os efeitos da ingestdo de frutas contaminadas com espinosade em
dosagem comercial, no metabolismo energético e na morfologia dos hepatocitos de
morcegos frugivoros do género Artibeus, visando trazer uma alternativa de escolha

dos produtores no uso de inseticidas menos toxicos em determinadas culturas.
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2. Material e métodos
2.1 Agroquimicos

Foi utilizado para o presente estudo o inseticida espinosade e o espalhante

adesivo polioxietileno alquil fenol éter (200g/L).
2.2 Animais e tratamento

Morcegos machos das espécies Artibeus lituratus ¢ Artibeus fimbriatus foram
capturados no campus da Universidade Federal de Vigosa/MG, Mata do Paraiso,
Vigosa/MG e na fazenda do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, Araponga/MG.
Animais, pesando entre 64-73 g, foram mantidos em gaiolas individuais, em uma
sala com pouca iluminacdo, em temperatura ambiente e com ciclo de dia e noite
natural realizado por uma pequena abertura na janela. Os animais foram divididos em
dois grupos, sendo um grupo controle alimentado com fruto tratado com espalhante
adesivo (N=6) e um grupo tratado durante 7 dias que recebeu Espinosade (N=7). As
frutas ainda inteiras (= 400 g) foram imersas em calda contendo espalhante adesivo
10% e inseticida na concentracdo de 3 mL/L e de 0,1 mL/L, respectivamente, e
mantidas suspensas em recipiente adaptado para que ndo tocassem em nenhuma
superficie, evitando assim, a perda da camada do inseticida por contato. As frutas
partidas ao meio (aproximadamente 200 g) foram oferecidas aos animais, com a
casca voltada para cima, de modo a reproduzir, da maneira mais fiel possivel, a
situagdo enfrentada pelos morcegos na natureza. Os animais foram alimentados

sempre as 18 h sendo oferecida agua ad libitum.
2.3 Amostragem

Ao final de cada tratamento, os animais foram eutanasiados por decapitagdo, e
o sangue foi rapidamente coletado em tubos heparinizados. Os tecidos foram
retirados, separados com peso >200 mg para cada dosagem, ¢ congelados em

temperatura de -20° C.
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2.4 Determinacao da glicemia

Para a determinagdo da glicemia, o sangue coletado foi centrifugado (2000
rpm/ 15 minutos) para separagdo do plasma e posteriormente armazenado em
congelador a -20°C. A glicemia foi determinada pelo método enzimatico da glicose-

oxidase - GLUCOX 500 (DOLES).
2.5 Glicogénio hepatico e do musculo peitoral

Para as determinacdes de glicogénio hepatico e do musculo peitoral, uma
porcao conhecida desses tecidos foi colocada em tubo de fundo conico contendo
KOH 30 % e hidrolisada em banho-maria fervente por 1 hora, acrescentando 5 gotas
de Na,SO, saturado ao retirar do banho. Os tubos contendo essa solugdao foram
centrifugados (2000 rpm/ 10 minutos), sendo descartado o sobrenadante. A dosagem

do glicogénio das amostras foi realizada pelo método colorimétrico [12].
2.6 Determinagao da proteina tecidual

Para a determinagdo da proteina total hepatica e muscular (musculo peitoral e
das patas anteriores e posteriores), uma porcao conhecida do figado e dos musculos
foi homogeneizada com solucdo fisiologica 0,9 %. Posteriormente foi utilizado o

método colorimétrico através do Kit BCA Protein Assay Reagent (BCA-PIERCE).
2.7 Determinacao dos lipidios totais

Para a determinacdo dos lipidios totais do figado, tecido adiposo e muscular
(musculo das patas anteriores e posteriores e musculo peitoral), uma porcao
conhecida desses tecidos foi retirada e homogeneizada com um volume conhecido de
solucao cloroférmio-metanol (2:1) [13]. Apds filtracdo e separacdo das fases por
adigdo de solucdo fisioldgica a 0, 9%, uma aliquota da fase cloroférmica (10 mL) foi

utilizada para a determinagdo dos lipidios totais.
2.8 Analise histologica

Porgdes do figado foram coletadas e imediatamente fixadas em Formalina de
Carson. Os fragmentos passaram por procedimento padrdo de desidratacdo e foram

incluidos em glicol-metacrilato (Historesin®, Leica). Foram feitas sec¢des de 2um
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de espessura e as preparacdes foram coradas com Azul de Toluidina-borato de sédio
1%. As seccoes foram examinadas em microscopio de luz com objetiva de 40x e

determinado o didmetro celular e area nuclear com o software Image-Pr6 Plus 4.5.
2.9 Analise estatistica

Os dados foram apresentados na forma de Média + Erro Padrio da Média
(EPM). Para andlise dos resultados foi utilizado o teste-t. Para dados ndo
paramétricos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O critério de significancia foi

de 5 % (p <0,05).

3. Resultados

3.1 Glicemia

Nao foi observada alteracdo na concentracdo plasmatica de glicose (mmol/L)
nos animais tratados com espinosade (6,87 £0,79) em relagao ao grupo controle (7,66

+1,14) (Figura 1).
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Fig. 1 Concentra¢des plasmatica de glicose (mmol/L) de animais
do grupo controle e do grupo tratado com inseticida espinosade
por 7 dias (0,1 mL/L) na alimentagdo. Os resultados estdo
expressos em média +EPM.
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3.2 Glicogénio peitoral e hepatico
Nao foi observada diferenga significativa nas concentracdes de glicogénio

hepatico e muscular (Figura 2).

450 I Controle
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Concentracdo de Glicogénio
(umol glicosil-unidades/qg)

Muscular Hepatico

Fig. 2 Concentra¢des de glicogénio muscular e hepatico em
animais controle ¢ tratados com espinosade por 7 dias. Os
resultados estdo expressos em média +EPM.

3.3 Proteina total
A concentracdo total de proteina no figado, musculo peitoral e musculo das
patas anteriores e posteriores nao diferiu significativamente entre os grupos tratados

como se observa na Tabela 1.

Tabela 1
Concentragdes de proteinas totais dos tecidos avaliados do grupo controle e sob

exposi¢cdo ao pesticida espinosade (g/100g)

Musculo da pata Musculo da pata Musculo
Figado
Anterior Posterior Peitoral
Controle 7,46 £0,41 8,70 £0,96 11,43 £1,37 9,17 £0,82
Espinosade 9,54 + 0,85 6,69 + 0,55 12,80 + 0,86 10,50 £ 0,77

Os valores estdo expressos em média zEPM.

3.4 Lipidios totais

Analisando os lipidios totais (g/100g) dos grupos controle e tratado,

respectivamente, no musculo peitoral (6,61 £ 0,44 ¢ 6,73 = 0,51) e no figado (5,69 +
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0,47 e 7,46 = 1,35) ndo foram observadas diferengas significativas. Do mesmo modo,
os lipidios totais do musculo das patas anteriores (PA) (5,51 = 0,50 e 4,43 = 0,56) e
do tecido adiposo (53,63 + 1,20 e 39,91 £ 6,34), ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos. Os lipidios totais do musculo das patas posteriores (PP)
(7,01 = 0,31 e 4,26 £ 0,83) apresentaram redugdo nos animais tratados com

espinosina em relagdo ao grupo controle (p<0,05) (Figura 3).

557 EE Controle
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Fig. 3 Concentrag¢des de lipidios nos musculos da pata posterior
(PP), pata anterior (PA) e peitoral (Peit), figado (Fig) e tecido
adiposo (TA) (g/100g) de animais do grupo controle e do grupo
tratado com inseticida espinosade através de imersdo dos alimentos
fornecidos. Os resultados estdo expressos em média + EPM.
*significativamente diferente do controle (p <0,05).

3.5 Alteragdes morfologicas dos hepatocitos

O tecido hepatico do grupo controle apresentou estrutura histologica padrio
para mamiferos, com os corddes e lobulos hepaticos em arranjo normal assim como
os vasos sanguineos. Os hepatocitos ndo apresentaram goticulas de lipidios no
citoplasma. O diametro celular médio foi de 16,83 = 0,25 um e a area nuclear média
foi 33,02 £2,62 pm®. O didmetro dos hepatdcitos nos animais tratados com inseticida
espinosade apresentou aumento de 16% (p<0,05) (19,47 +0,26 um) e ainda, ndo
houve diferenca significativa na area nuclear (33,29 +1,58 pm?) em relagio ao
controle. Os hepatocitos deste grupo apresentavam vacuolizagdo no citoplasma

(Figura 4).
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Corados com Azul de Toluidina 1%. Controle (a), Espinosina (b). Nucleo (N),

vaso sanguineo (), vacuolizagdo (mmp). == 20 pm
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4. Discussao

A avaliagdo dos padrdes metabolicos de morcegos do género Artibeus
submetidos a alimentacdo contaminada com espinosade demonstra que inseticida
espinosade parece ndo estar associado aos mecanismos regulatorios da homeostase
glicémica de mamiferos. O nivel plasmatico de glicose ¢ o primeiro sinal de
alteracdo no metabolismo energético, pois varios 0os compostos energéticos podem
ser convertidos em glicose para fornecer energia as células [14]. Aparentemente,
parece nao haver influéncia das espinosinas sobre os niveis glicémicos,
diferentemente de outras classes de inseticidas, como a dos organofosforados [15,
16]. No presente estudo, morcegos tratados com espinosade durante 7 dias nao
apresentaram alteragdes nas concentra¢des do glicogénio, hepatico ou muscular. Este
resultado demonstra que o inseticida espinosade nao interferiu nos mecanismos
regulatorios da homeostase glicémica em Artibeus spp. diferentemente do encontrado
para inseticidas organofosforados em ratos [15-18].

Assim como ocorreu com 0s niveis glicEémicos, as concentracdes teciduais de
proteina ndo apresentaram alteragdes pela ingestdo de alimento contaminado com
espinosade, uma vez que nao foi observada mobiliza¢do desta fonte energética nos
tecidos analisados (hepatico e muscular). Em relagdo as reservas lipidicas, as
concentragdes de gordura na maior parte dos tecidos testados (musculo das patas
anteriores, peitoral, do figado e do tecido adiposo) parecem nao sofrer influéncia do
espinosade, uma vez que ndo foram observadas variagdes nestas concentracdes, com
a Unica excegdo para os musculos das patas posteriores, que apresentaram
diminui¢do significativa em seu conteudo lipidico. Esta diminui¢cdo poderia ser
resultado de mobilizagdo de triacilglicerdis para fornecimento de acidos graxos para
ser convertido em energia.

Em relagdo as analises morfologicas, ¢ interessante destacar que o aumento do
diametro dos hepatdcitos deve-se, provavelmente, ao acimulo de 4gua promovendo
vacuolizacdo e consequentemente hipertrofia dessas células. O aciimulo intracelular
de substancias em quantidades anormais ¢ considerado uma manifestagdo de
transtorno metabolico, podendo levar a lesdes celulares cronicas e ainda a morte

celular. A degeneracdo hidropica, caracterizada pelo acimulo de eletrolitos e 4gua no
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interior dos hepatocitos, ¢ uma lesdo nao letal bastante comum, ocorrendo em
resposta a diversos tipos de agressao [19].

Alguns poucos estudos relacionados com intoxicagdo de mamiferos por
espinosade relatam pequenas alteragdes no peso de determinados Orgdos como
figado, coragdo, rins e baco. No entanto, estes resultados aparecem somente em
animais tratados com altas dosagens do pesticida (100 mg/kg/dia) [7]. Outros estudos
avaliando o potencial carcinogénico do espinosade em ratos também evidenciam os
riscos desta classe de inseticida, demonstrando que alteracdes celulares tornam-se
mais abundantes (inflamagdes e degeneragdo celular, seguida ou ndo de regeneragao)
a medida que as dosagens aumentam [2]. Estudos realizados com fémeas gravidas de
ratos e coelhos submetidos ao espinosade demonstraram que os animais ndo sofreram
alteragdes no peso corporal total, tanto das maes quanto dos fetos, além de ndo
apresentarem alteracdes no desenvolvimento e no peso de determinados Orgaos
(figado e cérebro, por exemplo), sendo relatados distirbios pontuais somente nos
casos de intoxicagdo por doses elevadas (200 mg/kg/dia e 50 mg/kg/dia para ratos e
coelhos, respectivamente) [20]. No entanto, as doses que causam estes distirbios
nem sempre sdo as aplicadas na agricultura, o que parece indicar que o espinosade,
em baixa dosagem, ndo tem se mostrado prejudicial a organismos nao-alvo, como
mamiferos.

Em conclusdo, podemos dizer que o inseticida espinosade, que surgiu como
composto natural alternativo, ndo apresenta efeitos no armazenamento ou
mobilizagdo das reservas energéticas de morcegos frugivoros do género Artibeus em
sua dose de aplicacio recomendada, ndo representado risco elevado, em uma
primeira analise, a regulacdo do metabolismo energético destes animais. Além disso,
as alteracdes histologicas encontradas no hepatocito corroboram a auséncia de efeitos
metabolicos, sendo necessarios maiores estudos nesse sentido. Os resultados do
presente estudo demonstram que inseticidas do grupo das espinosinas podem vir a
substituir outras classes de inseticidas de toxicidade mais elevada utilizadas em larga
escala, representado um risco menor para organismos ndo-alvo, como animais

silvestres, que atuam diretamente no equilibrio dos ecossistemas.
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Conclusoes gerais

Os resultados obtidos sdo unicos, ja que se utilizaram animais silvestres
potencialmente em contato com agroquimicos na natureza, sendo que a maior parte
dos trabalhos utiliza roedores como alvos de estudo. Varios estudos divergem ainda
quanto a metodologia de exposicao ao pesticida, como inje¢do intraperitonial ou via
oral, que induzem respostas mais diretas, mas ndo necessariamente apresentam uma
reproducao fiel do consumo de agrotdxicos por animais ou humanos.

A aplicagdo de fentiona, na dose recomendada, provocou alteragdes
metabolicas somente na reserva lipidica da carcaga e na reserva de glicogénio do
musculo peitoral, indicios patologicos nos hepatocitos, associados a eventos
prejudiciais a diversos tecidos, como um estado de hiperglicemia, além da
diminui¢do de acidos graxos da carcaga, podem, em conjunto, comprometer a
sobrevivéncia das populagdes destes animais potencialmente expostos a inseticidas
organofosforados.

Outro resultado importante obtido neste estudo foi de que o inseticida natural
espinosade, provoca danos menores ao tecido hepatico e ainda ndo parece afetar o
metabolismo energético quando comparados com inseticida quimico fentiona. Pode-
se inferir ainda, que a aplicacdo de inseticidas fentiona pode promover um declinio
nas populacdes de morcegos frugivoros devido ao diversos danos que este inseticida
pode causar no organismo destes animais, ¢ ainda, que o inseticida espinosade pode
vir a substituir a aplicagdo de outras classes de inseticidas mais toxicas contra
determinadas pragas, podendo proporcionar a conservacdo de espécies ndo-alvo

importantissimas para a manutencdo dos ecossistemas.
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