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RESUMO

SANTOS, Michele Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012.
Efeitos do inseticida endossulfam sobre a morfologia e a morfometria testicular em
morcegos frugivoros Artibeus lituratus (OLFERS, 1818). Orientador: Sérgio Luis Pinto da
Matta. Coorientadores: Juliana Silva Rocha e Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

No Brasil, € introduzida no ambiente grande quantidade de produtos agroquimicos
usados para destruir ou impedir a acdo de pragas e organismos que atacam as
lavouras, de forma direta ou indireta. Ha relatos sobre o declinio de diversas
populacdes de animais silvestres em consequéncia da contaminacao de seus habitats
por estes pesticidas. Os morcegos frugivoros Artibeus lituratus sdo eficientes
dispersores de sementes em regides tropicais e subtropicais, desempenhando
relevante papel no equilibrio dos ecossistemas nestas regides eles proporcionam
valiosa perspectiva para comparacdo dos padrbes de contaminacdo em mamiferos,
por serem altamente moveis e por ocuparem uma posi¢do privilegiada na cadeia
alimentar. O endossulfam é um inseticida e acaricida muito utilizado com acéo por
contato e ingestdo. A despeito de seu grande espectro de acao, é bem tolerado por
uma série de insetos benéficos e tem se mostrado efetivo para uma grande variedade
de pragas. Contudo, estudos demonstrando sua ac¢ao sobre a fisiologia de morcegos
sd0 necessarios, principalmente sobre a biologia reprodutiva desses animais,
particularmente com relacdo ao seu ciclo reprodutivo. Objetivou-se neste estudo,
avaliar os efeitos toxicoldgicos do inseticida endossulfam sobre a morfologia e a
morfometria testicular em morcegos frugivoros A. lituratus. Foram capturados 26
morcegos A. lituratus machos adultos em remanescentes de Mata Atlantica na
Regido de Vicosa, MG, através de redes (mist nets). Eles foram e distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais: controle 1 (GC): alimentados com
mamdes sem endossulfam; espalhante 2 (GES): alimentados com mamdes expostos
ao espalhante adesivo Wil Fix, numa calda com concentracdo 0,015¢/L; endossulfam
3 (GE I): alimentados com mamdes expostos ao endossulfam numa calda com
concentracdo de 1,05 g/L; endossulfam 4 (GE IlI): alimentados com mamoes
expostos endossulfam numa calda com concentracdo de 2,1 g/L. Apos a captura, 0s
animais foram mantidos em gaiolas por um periodo de cinco semanas, no
Morcegario do museu de Museu de Zoologia do Departamento de Biologia Animal
da UFV. Ap6s decapitagdo, os testiculos foram coletados, pesados e entdo

processados para histologia de rotina em historesina. Imagens das prepara¢des foram
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obtidas e, a partir delas, foi conduzido um estudo da morfometria e estereologia
tubular e intertubular. Foram avaliados: o diametro dos tubulos seminiferos e altura
do epitélio seminifero, a propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima
testicular e do compartimento intertubular, o comprimento total dos tdbulos
seminiferos e o0s indices gonadossomético (IGS), leydigossomatico (ILS) e
tubulossomatico (ITS), aléem da volumetria de células de Leydig. Todas as anélises
foram feitas utilizando-se o software Image-Pro Plus 4.5°. Os dados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Student -Newman-
Keuls a 5%. N&o houve diferenga significativa entre os valores das biometrias
corporais, testiculares e IGS dos morcegos tratados durante todo o periodo
experimental. Houve aumento do peso da albuginea nos animais do grupo tratado
com a maior dose (GEII) com relacdo ao controle e GES. Foi observado menor
percentual de célula de Leydig nos animais do GEIl em relacdo aos animais dos
outros grupos. O espaco linfatico por intertdbulo foi maior nos animais dos grupos
tratados. Todos o0s grupos tratados apresentaram aumento no percentual de ndcleo e
reducdo do citoplasma de células de Leydig. Houve também reducdo do volume de
citoplasma da célula de Leydig em GEII. N&o houve alteragdes no nimero de celulas
de Leydig por testiculo, por grama de testiculo e no indice Leydigossomatico A
auséncia de alteracdes tubulares e intertubulares em A. lituratus permite-nos concluir
que o endossulfam, na forma de oferecimento e no periodo avaliado, ndo interfere

nos padrdes espermatogénicos dessa espécie de morcego.

Xiii



ABSTRACT

SANTOS, Michele Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2012,
Effects of the endosulfan on the testicular morphology and morphometry in
fruit bats Artibeus lituratus (OLFERS, 1818). Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Co-advisers: Juliana Silva Rocha and Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

Large amounts of agricultural chemicals are discharged into the environment in
Brazil. These pesticides are often used to destroy or impair the activity of organisms
that attack crops. There are some reports in the literature concerning the decline of
many wildlife populations as a result of contamination of their habitats by
pesticides. One of the putative affected species is the fruit bat Artibeus lituratus,
which are efficient seed dispersers along tropical and subtropical regions, where they
occur, helping in the balance of ecosystems in these regions. Furthermore, they can
provide valuable insights on the patterns of contamination in mammals in general,
because they are highly mobile and occupy a privileged position on the food
chain. Endosulfan is a widely used insecticide and acaricide, and acts by contact and
ingestion. Despite its broad spectrum of action, endosulfan is well tolerated by a
number of beneficial insects and has been proven effective against a wide variety of
pests. Nonetheless, studies showing its effect on the physiology of bats are needed,
especially on the reproductive biology of these animals. The aim of this study was to
evaluate the toxicity of the insecticide endosulfan on testicular morphology and
morphometry in fruit bats A. lituratus. Twenty-six A. lituratus adult male bats were
captured from Atlantic Forest remnants in the region of Vicosa, State of Minas
Gerais, Brazil, using mist nets and kept in cages in an Animal House at the Museum
of Zoology, Department of Animal Biology of UFV. They were randomly divided
into 4 groups: 1) control (GC): receiving papaya without endosulfan; 2) spreader
(GES): receiving papaya exposed to adhesive spreader Wil Fix, in a solution with
concentration 0.015 g / L; 3) endosulfan ( GE 1): receiving papaya exposed to an
endosulfan solution with a concentration of 1.05 g / L; and 4) endosulfan (GE II):
receiving papaya exposed to an endosulfan solution with a concentration of 2.1 g /
L. Treatment lasted 35 days, after that, animals were euthanized and the testes were
collected, weighed and then processed for routine histology in glycol
methacrylate. Testis morphometry and stereology of both tubular and intertubular

compartments were performed using images obtained from histological slides. The
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parameters evaluated were: seminiferous tubules diameter and seminiferous
epithelium height, the volumetric proportion of the testicular parenchyma
components and intertubular compartment, the total length of seminiferous tubules
and the gonadosomatic (GSI), leydigosomatic (ILS) and tubulossomatic
(ITS) indices, plus, the Leydig cell volume. All the measurements were performed
using the software Image-Pro® Plus 4.5. Data was analyzed using ANOVA and
Student-Newman-Keuls test to compare means, level of significance was 5%. The
results on the biometric parameters of body and testes were not significantly different
among groups. Weight of albuginea was increased in the group treated with the
highest dose (GE I1) compared to control and GES. We found a lower percentage of
Leydig cells in the animals of GE Il in comparison to the other groups. The
lymphatic space was greater in the groups GES, GE | and GE Il, compared to
control. These groups GES, GE | and GE |1 showed an increase in the percentage of
the nucleus and a reduction in the cytoplasm of Leydig cells. There was a reduction
in volume of Leydig cell cytoplasm in GE Il. There were no differences in the
number cell of Leydig cells per testis and per gram of testis, also in the
Leydigosomatic index. The lack of changes in tubular and intertubular spaces in
A. lituratus indicates that the endosulfan, at the concentrations used and the duration

of this experiment, did not interfere with spermatogenic patterns of this bat species.
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1. INTRODUCAO

O réapido desenvolvimento industrial ocorrido no século XX, principalmente,
apo6s a Segunda Guerra Mundial, resultou ndo apenas no marcante crescimento da
producdo de medicamentos, fibras sintéticas, pesticidas e compostos quimicos
industriais como também na liberacdo dessas substancias no ambiente (Mello, 2007). A
intensificacdo da exploracdo agricola se deu a partir de 1960, acarretando o aumento na
producdo e utilizacdo de pesticidas no combate a pragas da lavoura (Ecobichon, 1996).
Em busca de uma solucgdo réapida e economicamente viavel para diminuir a perda de
frutas pelo ataque de insetos e doencas causadas por fungos e bactérias, produtores se
utilizam de compostos quimicos que acabam sendo carreados para o solo e corpos
d'dgua. Estes residuos podem ser encontrados nos alimentos e na &gua para 0 consumo
oferecendo riscos a salude do homem e de outros organismos nao alvos, como 0s
morcegos. Vale resaltar que, os pesticidas sdo rotineiramente utilizados em culturas
agricolas, sem controle na sua aplicacdo e sobre seus efeitos na natureza (Carvalho,
2006; Camargo & Alonso, 2006).

A contaminacdo dos ecossistemas por poluentes organicos persistentes que sao
compostos estaveis e que persistem no ambiente, resistindo a degradacdo quimica,
fotolitica e bioldgica, pode ser de dificil avaliagdo sem conhecimentos comparativos ou
experimentais para interpretar dados referentes a a¢do de residuos quimicos (O’Shea et
al., 2000). Neste contexto, tem sido relatada a ocorréncia de declinio de diversas
populacdes de animais silvestres em consequéncia da contaminacdo de seus habitats por
pesticidas (Thies & McBee, 1994). Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de
estudos experimentais para avaliar e identificar as possiveis implicagdes decorrentes da
exposicao aos agrotoxicos, no que se refere a seus efeitos no desenvolvimento animal,
potencial neurotoxicidade e efeitos genotoxicos (O’Shea et al., 2000).

O endossulfam é um inseticida e acaricida, com acdo de contato e ingestdo,
desenvolvido pelo laboratério da Hoechst AG em 1952 sendo, desde entdo, utilizado em
larga escala no mundo. A despeito de seu grande espectro de acéo, € bem tolerado por
uma série de insetos benéficos e tem se mostrado efetivo para uma grande variedade de
insetos das ordens Hemiptera, Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera, Isoptera,
Thysanoptera e Orthoptera, que sdo as de maior importancia agricola, além de acaros
(Brooks, 1976; Huttenbach, 1982).

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 sao comumente vistos em pomares, devido a abundancia de
alimento e, em alguns casos, pela destruicdo do seu ambiente natural (Larini, 1999).
Existem evidéncias de que a exposicdo a determinadas substancias quimicas
contribui para o surgimento de distdrbios do sistema reprodutor masculino de animais,
incluindo alteracBes estruturais e funcionais, tais como, inibicdo na biossintese de
andrdégenos nos testiculos de ratos adultos quando administradas diferentes doses de
endossulfam (Singh & Pandey, 1990; Gray, 1998; Chitra et al., 1999). Portanto, estudos
dos efeitos dos contaminantes ambientais que interferem nas funcdes reguladas pelo
sistema endocrino e no sistema reprodutivo é de grande interesse. Em morcegos, no
entanto, trabalhos relacionando os efeitos do endossulfam sobre parametros
morfofuncionais testiculares ainda sdo escassos, sendo importante seu estudo para o

conhecimento dos efeitos desta substancia sobre a fertilidade destes animais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE

Os morcegos sdo mamiferos pertencentes a Ordem Chiroptera, a qual representa
um grupo muito versatil devido sua a diversidade de formas, adaptacGes e habitos
alimentares, bem como de distribuicdo geogréfica (Brusco et al., 2009). A ordem
Chiroptera compreende o segundo maior grupo de mamiferos em nimero de espécies,
representando 25% desta classe de animais (Altringham, 1996). Esta grande distribuicéo
é explicada pela caracteristica Unica dentre os mamiferos: o v6o. Em morcegos, 0s
bracos e o0s dedos sdo alongados e unidos por uma membrana, 0 quiropatagio. Esta
membrana resistente, associada a modificacdes nos sistemas muscular e esquelético,
fornecem suporte para o voo (Nowak, 1994).

Segundo Reis et al. (2007), sdo conhecidas no Brasil 9 familias de morcegos,
englobando 64 géneros e 167 espécies. Os morcegos possuem reconhecidamente grande
importancia na regulacdo dos ecossistemas tropicais, representando, em algumas areas,
de 40% a 50% das espécies de mamiferos naquele local (Patterson et al., 1972; Timm,
1994).

A ordem Chiroptera é dividida em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera. Na subordem Megachiroptera sdo encontrados 0s maiores morcegos

do mundo, os quais chegam a 2 metros de envergadura, distribuidos exclusivamente nas



regides tropicais do Velho Mundo (Asia e Africa) e Oceania, compreendendo apenas 1
familia (Pteropodidae), com 42 géneros e 185 espécies. A subordem Microchiroptera
estd amplamente distribuida por todo o globo, exceto nos polos, envolvendo 17 familias,
157 géneros e mais de 928 espécies, com 0s mais variados habitos alimentares, podendo
ser frugivoros, insetivoros, nectarivoros, piscivoros e hematdfagos e, com frequéncia,
dependem da ecolocalizacdo para navegacdo e para encontrar presas (Simmons, 2005;
Reis et al., 2007).

Barros,2009

Figura 1. Exemplar de Artibeus lituratus, mostrando a listras brancas faciais e a folha

nasal, caracteristicas da espécie.

No Brasil, a familia Phyllostomidae representa o maior nimero de espécies (90)
(Marinho-Filho, 1996). A principal caracteristica para o reconhecimento dos morcegos
desta familia é a presenca de um apéndice nasal, conhecido também como folha nasal,
caracterizada por uma protuberancia carnosa do nariz com forma lanceolada, podendo
ser longa, e ultrapassar a cabeca do animal em tamanho em algumas espécies, ou ainda
ser bem reduzida em outras (Nowak, 1994). Dentro da familia Phyllostomidae, a
espécie Artibeus lituratus (OLFERS, 1818), (Figura 1) pertencendo a subfamilia
Stenodermatinae, tem ampla distribuicdo nas regides neotropicais, ocorrendo do oeste
do México até o norte da Argentina, Bolivia, Trinidad e Tobago, pequenas Antilhas,
Ilhas Trés Marias e em todas as regides do Brasil (Figura 2) (Eisenberg & Redford,
1999; Reis et al., 2007; Zortéa, 2007). Pode ser encontrada em altitudes que variam
desde o nivel do mar até 2.000 m. No Brasil, esta representada em todas as regides e
biomas, sendo uma importante espécie dispersora de sementes e formadora de florestas,
por apresentar uma dieta variada, embora a frugivoria predomine como habito principal,
com consumo de uma grande variedade de frutos. E considerada uma espécie de grande
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porte, com antebrago podendo passar de 75 cm e peso acima de 75 g (Bredt et al., 1996;
Reis et al., 2007). O A. lituratus apresenta quatro listras brancas na cabecga, um apéndice
nasal na face e diversas verrugas no labio inferior, caracteristicas que facilitam sua
identificacdo taxonémica. Seu voo € caracteristico: baixo com manobras ascendentes e
descendentes em forma de “clave de sol” ou de “oito invertido” (e0) (Pacheco et al.,
2010). Os animais dessa espécie vivem em grupos pequenos (oito individuos) ou
grandes (mais de 30 individuos), habitando &rvores copadas, cavernas, frestas entre
rochas, ocos de arvores, telhados (Esbérard et al., 2006), ou formando tendas com as
folhas de palmeiras, as quais sdo cortadas com os dentes (Zortéa et al., 1994). Eles
vivem tanto em areas bem conservadas quanto em ambientes impactados, como €é caso
das cidades (Sazima et al., 1994). Esta espécie ndo é considerada ameacada de extingao
(IUCN, 2011).
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Figura 2. Mapa da distribuicdo geogréafica de Artibeus lituratus (Larsen et al., 2007).

2.2. AGROTOXICOS

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS, 2011), agrotoxico é uma
substancia ou mistura de substancias destinada a impedir a agdo, matar ou controlar uma
praga a organismos que atacam lavouras, em sentido amplo, que possa oferecer risco ou
incobmodo as populacdes e ao ambiente. Segundo Cerqueira (2005), o crescimento da
utilizacdo de agrotdxicos é alarmante: o relatério das Nag¢Ges Unidas para a Agricultura
e Alimentacdo mostra que o Brasil lidera este ranking como o maior consumidor de

agrotoxico do mundo (OMS, 2011). Existem cerca de 15.000 formulagcbes para 400



agrotoxicos diferentes, sendo que cerca de 8.000 formulagdes encontram-se licenciadas
no Brasil (Couto, 2006). Os agrotoxicos podem ser classificados de diferentes formas,
de acordo com a finalidade, modo de acdo, persisténcia, deslocamento, duragdo do
efeito do tratamento, toxicidade, origem ou grupo quimico. Uma das classificacfes mais
importantes € a toxicidade do praguicida. A classificacdo toxicologica € baseada na
identificacdo do componente de risco referente a uma substancia quimica, e diferencia a
toxicidade dos agrotoxicos com base no ingrediente ativo e sua formulacdo (Larini,
1999). Os organoclorados sdo compostos com propriedades fisico-quimicas
semelhantes, sdo lipofilicos, a base de carbono com radicais de cloro e altamente
resistentes aos mecanismos de decomposicdo dos sistemas bioldgicos. Seu uso esta
proibido ou severamente restringido em diversos paises, como Unido Européia e vérias
nacdes ao Oeste da Africa e Asia. De acordo com cronograma estabelecido pela
ANVISA (2010), o endossulfam ndo podera ser comercializado, no Brasil, a partir de 31
de julho de 2013. A partir de 2011, o produto ndo pode mais ser importado, e a
fabricacdo em territério nacional sera proibida a partir de 31 de julho de 2012. Alguns
dos principais e mais conhecidos compostos organoclorados com atividade inseticida
sdo: Hexaclorobenzeno (BHC), lindano, aldrin, dieldrin, heptacloro, endossulfam,
Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), dodecacloro e toxafeno (Santos, 2007).

Uma das maiores preocupacbes na atualidade é a degradacdo ambiental
progressiva, cujos sinais ja sao evidentes colocam a populacdo mundial em estado de
alerta (Branco, 1990). Os agrotdxicos ddao uma contribuicdo significativa a degradacéo
ambiental, pois além das pragas, outros organismos também sdo atingidos, levando a
desequilibrios bioldgicos e ecoldgicos (Macédo, 2002). Embora produzam resultados
positivos no controle de pragas (fungos, insetos, acaros etc.), seus efeitos danosos em
animais que ndo interferem no processo de producdo (espécies ndo alvo) ndo devem ser
excluidos (Jonsson, 1991). Os agentes quimicos podem afetar o ciclo reprodutivo destas
espécies em qualquer das suas diferentes fases. Um agente quimico pode, por exemplo,
impedir ou inibir temporariamente a reproducdo, pode ainda causar defeitos de
desenvolvimento na prole exposta. Desta forma os estudos de toxicidade reprodutiva
tém que ser igualmente abrangentes para que se possam detectar diferentes tipos de
comprometimento do ciclo reprodutivo (Mello, 2007).



2.2.1. ENDOSSULFAM

O endossulfam é um inseticida e acaricida organoclorado com acéo por contato
ou ingestdo (Maier-Bode, 1968; Azevedo, 1998), sendo amplamente utilizado na
agricultura como um pesticida para proteger culturas de algod&o, cereais, arvores
frutiferas e culturas como chéa e café (Toxicological Profile, 2000). Desenvolvido pela
Hoechst Aktiengesellschaft na Alemanha (Goebel et al., 1982), o ingrediente ativo do
endossulfam consiste na mistura de dois isdmeros, sendo 70% a-endossulfam e 30% de
-endossulfam (Figura 3) (Lehr, 1992).
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Figura 3. Estruturas moleculares do a -endossulfam (a), p-endossulfam (b) (Correia,
2005).

O produto organoclorado Endosulfan AG (1,4,5,6,7,7 — hexachloro 8,9,10 —
trinorborn-5-2,3-ylenebismethylene), tido como desregulador endécrino, demonstrou
inibicdo na biossintese de andrégenos nos testiculos de ratos adultos quando
administradas doses de 7,5 e 10 mg / kg de peso corporal, consecutivamente por 15 e 30
dias (Singh & Pandey, 1990; Chitra et al., 1999). Chintra e colaboradores (1999)
também relataram uma diminuicdo nas concentracdes plasmaticas de gonadotrofinas e
testosterona em morcegos expostos a diferentes concentragbes de endossulfam,
especialmente apds exposicdo mais prolongada, assim como alteracdo na atividade de
enzimas esteroidogénicas, como a 3-o 17- B-hidroxiesterdide desidrogenase. Sing &
Pandey (1990) observaram diminuigdo significativa nos contetdos e atividades
microssomais do citocromo P 450 e oxidases de funcdo mista nos testiculos de ratos
tratados com endossulfam, juntamente com uma acentuada inibicdo da atividade da
enzima citosolica conjugacdo-glutationa S- transferase, em duas as doses estudadas.
Estas alteracdes foram revertidas quando o tratamento com endossulfam foi retirado. A
exposicdo de ratos SD-CD, machos e fémeas, por duas geracdes, ao endossulfam
técnico (97% de pureza), em concentracbes de 0, 3, 15 e 75 ppm da dieta,
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aproximadamente iguais a 0,2 , 1,0 e 6,0 mg/kg peso/dia, ndo causou efeitos nocivos
sobre a reproducéo, pois ndo foram relatados efeitos sobre o desempenho reprodutivo
ou sobre a descendéncia que fossem relacionados ao composto ou as doses utilizadas
(Edwards et al., 1984).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010), o agrotoxico
endossulfam, considerado altamente toxico e associado a problemas reprodutivos e do
sistema enddcrino, sera banido do Pais a partir de 31 de julho de 2013. O endossulfam é
usado no Brasil no cultivo de algoddo, cacau, café, cana-de-acucar e soja. Porém, o
Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos (Para) da ANVISA, identificou
presenca do produto em 14 de 20 culturas analisadas, sendo que em nenhuma delas o

uso do endossulfam era permitido.

2.3. TESTICULO

O testiculo, um 6rgéo de funcdes enddcrina e exdcrina, tem na sua estrutura uma
capsula de tecido conjuntivo denso ndo modelado, denominada tdnica albuginea.
Internamente ele é constituido por um compartimento tubular e um intertubular. O
primeiro é constituido pelos tdbulos seminiferos, com suas células germinativas e de
Sertoli, onde sdo produzidos os espermatozoides. O segundo compartimento é
constituido por vasos sanguineos e linfaticos, nervos, tecido conjuntivo e células de
Leydig, produtoras de androgeno. O testiculo apresenta estrutura similar para vérias
espécies de mamiferos, estrutura esta altamente conservada em vertebrados, variando,
em geral somente, a proporcdo volumétrica de seus componentes (Fawcett et al 1973;
Banks, 1992; Junqueira & Carneiro, 2008). Os tubulos seminiferos tém sua parede
formada por um epitélio germinativo ou epitélio seminifero, envolvido por uma lamina
basal, por uma bainha de tecido conjuntivo e por células midides. A camada aderida a
lamina basal consiste em células midides achatadas com capacidade contratil (Junqueira
& Carneiro, 2008). Os elementos componentes do compartimento intertubular séo as
células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos, fibras do tecido conjuntivo e
uma populacéo celular variavel, constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos
e mastocitos (Russell et al., 1990; Setchell, 1991).

Segundo Franca & Russell (1998), existe uma relacdo direta entre o0 peso
testicular e a produgdo espermatica: quanto maior o testiculo, maior a producéo de
espermatozodides. Porém a quantidade de espermatozoéides produzidos é sempre maior

gque 0 numero necessério para a fecundacdo e ndo necessariamente, 0 tamanho do



testiculo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que os animais de

grande porte produziriam um enorme excedente.

2.4. 0 PROCESSO ESPERMATOGENICO

A espermatogénese € um processo sincronico e regular de diferenciagéo celular,
pelo qual uma espermatogbnia sofre varias divisbes e diferenciagdo e termina por
originar uma célula haploide altamente especializada, o espermatozoide. Este processo,
que ocorre nos tubulos seminiferos, dura em torno de 40 a 60 dias na maioria dos
mamiferos estudados. Esta diferenciacdo envolve trés classes de células germinativas:
as espermatogobnias, 0s espermatocitos e as espermatides. Nos machos adultos, a
espermatogénese € um processo continuo que pode ser dividido em trés fases distintas: a
mitotica, a meidtica e a espermiogénese, cada uma delas caracterizada por mudancas
morfolodgicas e bioquimicas dos componentes do citoplasma e nucleo celular. Baseando-
se em aspectos morfoldgicos e funcionais, 0 processo espermatogénico pode ser
dividido em trés fases: fase I- fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogonias sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitoticas, mantendo seu ndmero
basal; fase 1I- fase meidtica ou espermatocitaria, onde o material genético é duplicado, e
passa por recombinacdo e segregacdo génica, levando a formacdo de células haploides,
as espermatides; e fase Ill- fase de diferenciacdo ou espermiogénica, na qual as
espermatides passam por complexa série de transformacGes citoldgicas, tais como
formagéo do acrossoma e do flagelo e condensacéo nuclear, resultando na producéo de
células muito especializadas. Finalmente, as espermatides maduras serdo liberadas para
0 lume tubular, passando entdo a se chamar espermatozoides, marcando, assim, o final
da espermatogénese (Russell et al., 1990; Sharpe, 1994; Franca & Russell, 1998).

O epitélio seminifero compGe-se de trés camadas de geracdes distintas de células
germinativas, sustentadas morfofisiologicamente por um tipo de célula somaética
denominada célula de Sertoli. No ambiente basal do epitélio seminifero, observam-se as
espermatogonias e células em pré-leptéteno; na regido intermediaria encontram-se as
geracOes de espermatdcitos em leptoteno e no ambiente adluminal localizam-se os
espermatocitos primarios em meiose |, 0s espermatdcitos secundarios e as espermatides
(Russell et al., 1990). As espermatogdnias podem ser classificadas em duas categorias
basicas: indiferenciadas e diferenciadas. As espermatogénias isoladas (Ajs), pareadas
(Apr) e alinhadas (Aa) pertencem a primeira categoria. As espermatogonias do tipo A,
espermatogonia intermediaria (In) e espermatogdnia do tipo B pertencem a segunda
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categoria e estdo comprometidas com a formacao de espermatozoides (De Rooij, 1998).
As espermatogonias podem ser identificadas com base na morfologia, dindmica e
volume do nacleo, nimero de nucléolos por nucleo, posicdo topografica em relagdo a
outras células e a lamina basal, e a disposicdo dos cromossomos durante a divisdo
(Clermont & Antar, 1973). A espermatogénese inicia-se com a célula germinativa
primitiva, a espermatogénia A, que é a célula fonte, localizada junto @ membrana basal.
As espermatogonias se dividem por mitose e as células neoformadas podem continuar a
dividir e originar novas espermatogonias ou cessar a divisdo e crescer, originando 0s
espermatocitos, células que entram em meiose (Kierszenbaum, 2008; Junqueira &
Carneiro, 2008). A meiose compreende duas divisdes: as células da primeira divisdo sdo
chamadas de espermatdcitos primarios (1) e as da segunda, espermatécitos secundarios
(I). Os espermatocitos | sdo as maiores células da linhagem espermatogénica e
caracterizam-se pela presenca de cromossomos em diferentes fases de condensacdo. Os
espermatdcitos Il ficam mais proximos da luz dos tabulos seminiferos sendo dificil
observa-los em cortes histologicos, pois entram logo na segunda divisdo meidtica. Desta
divisdo resultam as espermatides, células que sdo caracterizadas pelo pequeno tamanho,
nucleos com zona de cromatina condensada e por sua localizacdo proxima a luz dos
tibulos seminiferos (Junqueira & Carneiro, 2008; Kierszenbaum, 2008). Estas células
possuem a forma inicialmente arredondada (Clermont, 1972; Russell et al., 1990) e
depois que sdo formadas, uma série de mudancas morfologicas, histoquimicas e
bioquimicas vdo ocorrer em seu nucleo e componentes do citoplasma (Guraya, 1987).
Esta fase de mudancas é denominada espermiogénese, e vai culminar com a formacao
de células haploides altamente diferenciadas e especializadas que sdo 0s
espermatozoides. Em seguida, ocorre a espermiacdo, quando 0s espermatozoides
formados séo liberados para o lume dos tibulos seminiferos (Menezes, 2006).

Durante 0 processo espermatogénico as células de Sertoli e as células
germinativas, interagem de maneira bastante complexa, tanto fisica quanto
bioquimicamente. Existem diversas formas de juncGes intercelulares entre estes dois
tipos de células, incluindo-se desmossomos, jungdes comunicantes, juncfes adesivas,
conhecidas como especializa¢fes ectoplasmaticas e os complexos tubulo bulbares. A
interacdo das células germinativas com 0s componentes somaticos do testiculo,
principalmente células de Sertoli, células de Leydig e células midides, para que o
processo espermatogénico transcorra de maneira normal e eficiente (Skinner, 1994;
Dadoune & Demoulin, 1993; Jégou, 1993; Spiteri-Grech & Nieschlag, 1993; Pescovitz
et al., 1994; Russell et al., 1994; Schlatt et al., 1997; Franca & Russell, 1998).



2.5. CELULAS DE LEYDIG

Distribuidas no tecido conjuntivo frouxo, no espaco intertubular do parénquima
testicular, estdo as células produtoras de esteroides denominadas celulas de Leydig. Sdo
células relativamente grandes, poliédricas e limitadas pela membrana plasmatica que
usualmente contém microvilos. Seu nulcleo estd localizado excentricamente no
citoplasma com um a trés nucléolos, usualmente de formato arredondado ou oval.
Gréanulos de heterocromatina formam uma camada intimamente associada ao envoltorio
nuclear, sendo uma caracteristica universal destas células.

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢ao
volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento intertubular, de maneira
geral a célula de Leydig € o tipo celular mais abundante neste compartimento (Russell,
1996; Godinho, 1999).

Nos testiculos dos mamiferos, as células de Leydig sintetizam andrégenos que
incluem a testosterona e a diidrotestosterona. A testosterona é requerida em altas
concentracdes nos testiculos a fim de sustentar a espermatogénese nos tubulos
seminiferos, promover a diferenciacdo do trato genital masculino, além de promover e
manter 0s caracteres sexuais secundarios. Particularmente, a diidrotestosterona é
responsavel pela manutencao funcional das glandulas sexuais acessoérias e do epididimo
(Luke & Coffey, 1994; Fan & Robaire, 1998; Goyal et al., 1999). A sintese de
testosterona é controlada por horménio luteinizante (LH) produzido pela hipofise
(Colleta & Carvalho, 2005).
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3. HIPOTESE

A exposicdo a doses ambientais do pesticida endossulfam por 35 dias causa
alteracdes morfologicas nos testiculos e no processo espermatogénico de Artibeus

lituratus.
4. OBJETIVO

Avaliar os efeitos da exposicdo ao pesticida organoclorado endossulfam nas
doses de 1,05 g/L = 0, 105% e 2,1 g/L = 0,21% por 35 dias de exposicdo sobre a
morfologia e morfometria testicular em morcegos frugivoros Artibeus Lituratus
(OLFERS, 1818).

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos da exposi¢éo ao endossulfam sobre:

o O indice gonadossomatico (IGS);

o A proporcao volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular;

o O didmento tubular e altura do epitélio seminifero;

o O comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo, por grama de testiculo e
comprimento total dos tabulos seminiferos;

o O indice tubulossomatico (ITS);

o A proporcao nucleoplasmatica de células de Leydig;

o O volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;

o O volume de células de Leydig por testiculo;

o O namero total de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo;

o O indice Leydigossomatico (ILS).
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Artigo |

Efeitos do inseticida endossulfam sobre o compartimento tubular e intertubular
em testiculos de Artibeus lituratus (OLFERS, 1818)

Resumo. A quiropterofauna tem sofrido acdo a dos agrotdxicos devido ao uso
indiscriminado destes quimicos em culturas frutiferas, com especial atengdo as espécies
frugivoras, que tém contato constante com estes fungicidas e inseticidas. O objetivo do
presente estudo foi analisar os efeitos do endossulfam, um inseticida organoclorado,
sobre a morfometria tubular e intertubular em testiculos de Artibeus lituratus. Foram
capturados 26 morcegos Artibeus lituratus machos, adultos, em fragmento de Mata
Atlantica, nas cidades de Vigosa/MG (20°45'14"S e 42°52'53"W) e Espera Feliz- MG
(20°39'00"S e 41°54'26™"W), Brasil. Os animais foram divididos em 4 grupos: 1 Controle
(GC): alimentados com mamdes sem o inseticida endossulfam (n= 6); 2espalhante
(GES): alimentados com mamdes expostos ao espalhante adesivo Wil Fix 0,015g/L
(n=8); 3 endossulfam (GEIl): alimentados com mamdes expostos ao inseticida
Endossulfam na concentracdo de 1,05 g/L = 0, 105% m/v e espalhante adesivo 0,015
g/L (n=6); 4 endossulfam (GEII): alimentados com mamdes expostos ao inseticida
Endossulfam na concentracdo 2,1 g/L = 0,21% m/v e espalhante adesivo 0,015 g/L
(n=6). Apds processamento histoldgico de rotina para inclusdo em metacrilato, seccOes
de 3um foram coradas com azul de toluidina/borato de sdédio e analisadas sob
microscopia de luz. Obteve-se 0 percentual dos elementos do parénguima testicular, e
foram realizadas as analises morfométricas e estereologicas das células de Leydig, vasos
sanguineos e linféticos e tecido conjuntivo. Ndo houve diferenca significativa entre os
valores das biometrias corporais, testiculares e IGS dos morcegos tratados durante todo
o periodo experimental. Houve aumento do peso da albuginea nos animais do grupo
GEIl com relacdo ao controle e GES. Néo foram encontradas diferencas nas proporcdes
volumétricas e o volume dos componentes do parénquima testicular bem como no
indice tubulossomatico. A proporcdo dos tubulos seminiferos, altura do epitéelio
seminifero, comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo e por grama de testiculo
e 0 comprimento total dos tdbulos seminiferos ndo apresentaram diferencas estatisticas.
Foi observado menor percentual de célula de Leydig nos animais do grupo GEIl em
relacdo aos animais dos outros grupos. O espaco linfatico por intertibulo foi maior nos
animais dos grupos tratados. Todos 0s grupos tratados apresentaram aumento no
percentual de nucleo e reducdo do citoplasma de células de Leydig. Houve também

reducdo do volume de citoplasma da célula de Leydig em GEIIl. N&o houve alteracfes
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no numero de células de Leydig por testiculo, por grama de testiculo e no indice
Leydigossomatico. A morfologia geral do intertibulo ndo mostrou maiores alteracfes
entre os tratamentos. Assim, ndo ha evidéncias da acdo deletéria do endossulfam no
espaco tubular e intertubular nos testiculos de A. lituratus, nas doses ofertadas e no
tempo de exposicdo utilizado neste trabalho. Concluindo assim que o endossulfam nas
condicBes deste estudo ndo interfere nos padres espermatogénicos dessa espécie de

morcego.

Palavras-chave: endossulfam, morcegos, tibulos seminiferos, espaco linfatico
espermatogénese, células de Leydig.
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1. INTRODUCAO

A familia Phylostomidae, endémica do continente americano, destaca-se como o
grupo mais versatil na exploragdo de alimentos entre os Chiroptera, podendo explorar
frutos, néctar polen, folhas, insetos, vertebrados e sangue (Nowac & Paradiso, 1983).
Devido a sua ampla variedade de habitos alimentares, esses animais participam
ativamente da reciclagem de nutrientes e energia em um ecossistema (Simmons, 2005).
Morcegos que consomem frutos sd@o denominados frugivoros, sendo a subfamilia
Stenodermatinae composta principalmente por morcegos com este habito. Uma das
espécies mais abundantes nesta subfamilia € o Artibeus lituratus. Trata-se de um
morcego de grande porte, havendo relatos de sua ocorréncia desde a regido central do
México até o sul do Brasil (Brusco & Tozato, 2009). Os morcegos sdo 0s Unicos
mamiferos que apresentam voo ativo, devido a transformacdo dos seus membros
superiores em asas e, em decorréncia dessa capacidade e da grande variedade de habitos
alimentares, sdo importantes no controle populacional de insetos e na polinizacéo e
dispersdo de sementes, sendo um dos principais agentes na regeneragdo de habitats
fragmentados (Beguelini, 2008).

Ao contrario de outros mamiferos, existe pouca informacdo relacionada ao
processo espermatogénico em morcegos, uma grande e diversificada classe de
organismos que apresenta diferentes estratégias reprodutivas (Beguelini, 2008).

O endossulfam é um composto organoclorado usado mundialmente como
inseticida e acaricida no controle de varias pragas na agricultura. O efeito do
endossulfam em animais, até o presente momento, é restrito a estudos imunoldgicos,
neurolégicos e genotdxicos (Toxicological Profile, 2000). Estudos com o produto
Endosulfan AG (1,4,5,6,7,7 — hexachloro 8,9,10 —trinorborn-5-2,3-ylenebismethylene),
tido como disrruptor enddcrino, demonstraram inibicdo na biossintese de andrégenos
nos testiculos de ratos adultos (Singh & Pandey, 1990; Chitra et al., 1999). Houve uma
diminuicdo nas concentracfes plasméticas de gonadotrofinas e testosterona quando os
morcegos foram expostos a diferentes concentracfes de endossulfam, especialmente
apos exposicdo mais prolongada, assim como alteracdo na atividade de enzimas
esteroidogénicas, como a 3 e 17 beta-hidroxiesteroide desidrogenases (Chitra et al.,
1999). Uma diminuigdo significativa nos contetdos e atividades microssomais do
citocromo P 450 e oxidases de funcdo mista no testiculo de ratos tratados também foi
observado, juntamente com uma acentuada inibi¢ao da atividade da enzima citosolica de

conjugacdo glutationa S-transferase em ambas as doses estudadas. Estas alteracOes
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bioquimicas foram revertidas quando o tratamento endossulfam foi retirado (Sing &
Pandey, 1990).

Relatos sobre o efeito do endossulfam sobre as funcdes reprodutivas sao
escassos, principalmente em animais silvestres (Singh & Pandey,1990). Devido a
insuficiéncia de informacdes sobre o efeito toxico do endossulfam na reproducéo dos
morcegos Artibeus lituratus, tendo como base os dados apresentados acima, 0 objetivo
do presente estudo foi analisar os efeitos desse organoclorado sobre a morfometria

tubular e intertubular de morcegos Artibeus lituratus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

As coletas foram realizadas em um fragmento de Mata Atlantica em Vigosa/MG
(20°45'14"S e 42°52'53"W) e Espera Feliz- MG (20°39'00"S e 41°54'26"W). A licenga
de coleta foi obtida junto ao Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio/ SISBIO - 25048-1). Este estudo foi submetido e aprovado pelo comité de
Etica em pesquisa da Universidade Federal de Vigosa com o parecer n° 93/2011.

2.2. Captura coleta, manutencdo dos animais

Vinte e seis machos da espécie Artibeus lituratus foram capturados utilizando-se
redes de neblina (mist nets) armadas proximas aos abrigos onde ocorre esta espécie,
entre 0s meses de agosto de 2010 e janeiro de 2011. Apds a captura, 0s animais foram
colocados individualmente em sacos de contencdo e transferidos para gaiolas de arame
galvanizado 45 x 22 cm. Posteriormente, os animais foram transportados para o
morcegario inserido em meio a mata do Museu de Zoologia do Departamento de
Biologia Animal da UFV (Figura 1), com temperatura ambiente e iluminagédo natural, e
la foram mantidos durante dois dias para a adaptacdo em cativeiro. No terceiro dia, 0S
morcegos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Grupo 1
Controle (GC): alimentados com mamdes sem o inseticida endossulfam (n=6); 2
espalhante (GES): alimentados com mamdes expostos ao espalhante adesivo Wil Fix
0,015¢/L (n=8); 3 endossulfam (GE I): alimentados com mamdes expostos ao inseticida
endossulfam na concentragéo de 1,05 g/L = 0, 105% m/v e espalhante adesivo 0,015 g/L
(n=6); 4 endossulfam (GE II): alimentados com mamdes expostos ao inseticida

endossulfam na concentragdo 2,1 g/L = 0,21% m/v e espalhante adesivo 0,015 g/L
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(n=6). Apos imersdo na calda, os mamdes foram mantidos suspensos em uma caixa
plastica adaptada, de modo que ndo ocorresse contato com outras superficies, para evitar
assim a retirada do agente quimico por contato e também para a secagem dos mesmos,
sendo posteriormente partidos ao meio, pesados e oferecidos aos animais com a casca.
Diariamente, durante 35 dias de experimento, foram ofertados aos animais 150g
de mamdo, as 18hs, por ser de facil aceite em cativeiro e estar acima da capacidade
média de ingestdo desta espécie para cada grupo. A agua foi oferecida ad libitum a
todos os grupos. As concentraces de endossulfam utilizadas seguiram a indicacao do
fabricante para aplicacdo em diversas culturas como soja, tomate, café, algodéo, cana-

de-agUcar e frutas.

o - D EESSAEES ERSWSIITT L
=

Wam -~
% S N - “w‘ A {’“‘

4 9 S I —— e <

Figura 1. Imagens do local do experimento: A. Morcegario inserido em meio a mata do
Museu de Zoologia (MzZJM - UFV); B. Morcegos distribuidos nos grupos
experimentais e mantidos em gaiolas de arame galvanizado; C. Mamdes mantidos

suspensos apds imersdo na calda; D. A.lituratus se alimentando.
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2.3. Coleta dos testiculos e processamento histologico

Os animais foram eutanasiados por decaptacdo em guilhotina, pesados
individualmente, e tiveram os testiculos retirados a partir de uma incisdo longitudinal
mediana na regido ventral dos animais. Os testiculos foram fixados em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas e depois transferidos para alcool 70% onde
foram mantidos até o processamento.

Foi realizada a pesagem dos testiculos utilizando uma balanca analitica digital
com precisdo de 0,0001g (Scientech, AS 210). Para estudos em microscopio de luz, os
fragmentos testiculares foram desidratados em série etandlica crescente, procedendo-se
a inclusdo em resina plastica a base de glicol metacrilato (Historesin®, Leica).

Foram obtidas sec¢Oes de 3um de espessura utilizando-se micrétomo automatico
(Reichert-Jung 2045, Alemanha), de maneira semisseriada, mantendo-se o descarte de
13 cortes entre o0s cortes aproveitados, para evitar a analise do mesmo tdbulo
seminifero. Os cortes foram corados com solucéo de azul de toluidina borato de sddio
1%. As preparacdes histologicas foram montadas em Entellan® (Merck) sendo
analisados em microscépio de luz Olympus BX-50.

ApoOs passagem pelo alcool 70%, a albuginea de um dos testiculos foi
cuidadosamente removida e pesada, sendo assim seu peso descontado da massa
testicular para calculo do volume ocupado pelo parénquima testicular, ou volume
liquido testicular, o qual corresponde a parte funcional gametogénica e androgénica do

orgéo.

2.3.1. Indice gonadossomatico (1GS)

O indice gonadossomatico foi calculado utilizando-se os dados dos pesos
corporal e testicular para cada animal, aplicando-se estes valores a seguinte férmula:

IGS = PG/PC x 100, onde PG=peso gonadal e PC=peso corporal.

2.3.2. Proporgdes volumetricas (%) e volume dos componentes do parénquima

testicular

As proporgdes volumétricas e o volume dos componentes testiculares foram
obtidos contando-se 2.660 pontos, em 10 campos aleatoriamente distribuidos, nos
diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal, utilizando-se e o Software

para analises de imagem Image-Pro Plus 4.5° (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
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EUA). Foi utilizado um reticulo com 266 intersec¢cdes (pontos), projetados sobre
imagens histoldgicas obtidas em fotomicroscopio Olympus BX- 40, em aumento de
100x. Foram anotados pontos sobre os componentes tubulares (lume, epitélio e tdnica
prépria) e sobre o intertubulo.

O volume de cada componente testicular, expresso em mL, foi estimado a partir
do conhecimento do percentual ocupado por eles no testiculo e do conhecimento do
volume liquido do testiculo. O valor deste ultimo foi obtido subtraindo-se do peso bruto
do testiculo o peso da tunica albuginea e do mediastino testicular. Como a densidade do
testiculo € em torno de 1 (Johnson & Neaves, 1981; Tae et al., 2005), o peso do
testiculo foi considerado igual ao seu volume. Para o calculo do volume de tdbulos e do

intersticio em mL, foi utilizada a proporcao desses e o volume liquido do testiculo.

2.3.3. Indice Tubulossomatico (ITS)

Baseado nos volumes de tabulos seminiferos e nos pesos corporais sera calculado
0 indice tubulossomatico (ITS) a partir da formula ITS= VT / PC x 100, onde: VT=

volume de tdbulo seminifero e PC= peso corporal.

2.3.4. Diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total

dos tibulos seminiferos

O didmetro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracdo, ao
acaso, de 20 seccOes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o
mais circular possivel. Estas medidas ndo levaram em consideracdo o estadio do ciclo e
foram realizadas utilizando-se o Software para analises de imagem Image-Pro Plus® 4.5
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) obtidas com objetiva de 20x. Nas
mesmas secgdes utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurada a altura do
epitélio seminifero, a qual foi tomada da membrana basal até o lume tubular. O valor
encontrado para a altura do epitélio em cada tGbulo representa a média de quatro
medidas tomadas de forma diametralmente opostas.

O comprimento total dos tubulos seminiferos (CT) por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos no testiculo e do diametro tubular médio obtido para cada animal. A

seguinte férmula foi empregada (Attal & Courot, 1963; Dorst & Sajonski 1974):

VTS
nR?

CT= 24



onde TS=volume total de tdbulos seminiferos; ©R* = area da seccdo transversal dos

tibulos seminiferos (R = diametro tubular/2).

2.3.2. Morfometria das células de Leydig

O diametro nuclear médio das células de Leydig foi mensurado em imagens capturadas
com objetiva de 40x. Trinta ndcleos de células de Leydig foram mensurados por animal,
utilizando-se o Software para anélises de imagem Image-Pro Plus® 4.5 (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA), escolhendo-se os nlcleos que apresentaram contorno circular,
cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. A proporcéo ndcleoplasmatica foi obtida através da

proporcao volumétrica dos elementos do intertabulo.

Foram calculados os volumes nuclear, citoplasmatico e consequentemente, 0 volume de
cada célula de Leydig por animal. O volume nuclear (VN) foi obtido a partir da formula:
VN=4/37R?, em que R= raio nuclear. Para céalculo do volume citoplasmatico (VC) utilizou-se a
férmula: VC= % citoplasma x VN / %nucleo. Finalmente, o volume celular foi obtido somando-

se 0 VN ¢ 0 VC. Estes valores foram expressos em micrometros clibicos (um®).

Para célculo do nimero total de células de Leydig e do nimero de células de Leydig por
grama de testiculo, os volumes nucleares e o volume de células de Leydig foram convertidos
para cm®. Dividiu-se, entdo, o volume total de células de Leydig por parénquima testicular pelo
volume de células de Leydig (cm®), obtendo-se, desta forma, o nimero total de células de
Leydig. Para se estimar o nimero destas células por grama de testiculo, dividiu-se o valor obtido

anteriormente pelo peso gonadal total.

Com o objetivo de se quantificar o investimento em células de Leydig em relacdo a
massa corporal, foi calculado o indice leydigossomatico (ILS), utilizando-se a formula: ILS=
volume total de células de Leydig por parénquima testicular/PC x 100, em que PC=peso

corporal.
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2.3.3. Indice Leydigossomatico (1LS)

A fim de se quantificar o investimento em células de Leydig, em relacdo a massa

corporal, foi calculado o indice Leydigossomatico (ILS), utilizando-se a formula:

ILS= volume total de célula de Leydig por parénquima testicular/PC*100

PC= peso corporal.

3. Anadlise estatistica

Os dados estdo apresentados na forma de média + desvio padrdo da média. Para
analise dos resultados foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do Teste
de Student-Newman-Keuls (SNK), quando foi comprovada a distribuicdo normal e
homogeneidade dos dados, utilizando-se o programa Statistica (ANOVA/ MANOVA).
Significancia estatistica estabelecida para p > 0,05.

4. RESULTADOS

N&o houve diferenga significativa entre os valores das biometrias corporais,
testiculares e IGS (Tabela 1) dos morcegos tratados durante todo o periodo experimental
(p>0,05).

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos pesos (g) corporais (PC), testiculares (PTT) e
indice gonadossomatico (IGS) (%) de Artibeus lituratus em animais do grupo controle
(GC), tratados com espalhante adesivo 0,015 g/L (GES), endossulfam 1,05 g/L (GE I) e
endossulfam 2,1 g/L (GE I1).

GC GES GEI GE Il

PC  7530+4,26° 70,11+10,79* 68,62 +7,83%° 76,07 +8,98°
PTT  0,21+0,05° 0,23+0,12° 0,20+0,04* 0,22 +0,07°

IGS 0,27 +0,07° 0,33+0,17° 0,29+0,04° 0,24+0,14°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

Na Tabela 2 encontram-se os valores referentes aos pesos da albuginea e do

parénquima testicular, assim como o percentual ocupado pela albuginea. Houve
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aumento do peso da albuginea nos animais do grupo tratados com a maior concentragdo
(GEI) com relacdo ao controle e GES. N&o houve variacdo no peso do parénquima
testicular e do percentual ocupado pela albuginea nos testiculos.

Tabela 2. Pesos (g) da albuginea (PA), do parénquima testicular total (PPT) e
percentual de albuginea (A) dos testiculos de Artibeus lituratus em animais do grupo
controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015 g/L (GES), endossulfam 1,05 g/L
(GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE I1).

GC GES GE I GE 11

PA  0,0046+0,0012° 0,0050+0,0013° 0,0058+0,0015® 0,0073+0,0013%
PPT 0,21+0,05% 0,23+0,12° 0,20+0,04% 0,22+0,07°

A 4,86+1,63% 5,14+1,89° 5,91+1,62° 7,21+2,08°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

N&o houve alteracdes morfologicas nos componentes tubulares do testiculo de A.
lituratus (Figura 2).

Também ndo foram encontradas diferencas nas proporc¢Ges volumétricas (%) e
no volume (mL) dos componentes do parénquima testicular bem como no indice

tubulossomatico conforme pode ser observado na Tabela 3.
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Figura 2: SeccgOes transversais testiculares de Artibeus lituratus, controle e tratados
com espalhante e endossulfam. A: Grupo controle (GC); B: Grupo espalhante (GES); C:
Grupo endossulfam | (GEI); D: Grupo endossulfam Il (GEII). CT: Compartimento
tubular; L: Iamen; I: Intertubulo; ¥: Células de Sertoli; | : Tunica propria. Azul de
toluidina - borato de sddio. Barra: 50um.

Tabela 3. Proporcdo volumétrica e volumetria entre os componentes do parénquima
testicular, em animais do grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015
g/L (GES), endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE II).

GC GES GE GE Il
TS (%) 87,61+2,33° 86,86+21,46° 90,16+21,97° 88,09+22,05°
INT (%) 12,39+2,33° 13,14+4,12° 9,84+4,41° 11,91+4,33%
VTS (mL) 0,17+0,05° 0,19+0,09° 0,17+0,07° 0,38+0,22°
VINT (mL) 0,024+0,010° 0,028+0,013° 0,018+0,012° 0,039+0,017°
ITS (%) 0,23+0,06 0,28+0,15% 0,25+0,05% 0,49+0,54°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes. TS: porcentagem de tdbulos
seminiferos; INT: porcentagem de Intertibulo; VTTS: Volume total dos tubulos seminiferos; VINT:
Volume total do intertibulo; ITS: indice tubulossomatico.
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Os percentuais ocupados pelos elementos do compartimento tubular encontram-
se na Tabela 4. Ndo foram encontrados resultados significativos quanto ao percentual

representado pelo limen tubular, epitélio seminifero e tanica prépria.

Tabela 4. Percentuais do compartimento tubular representados por limen (L), epitélio
seminifero (ES) e tanica prépria (TP) dos testiculos de Artibeus lituratus em animais do
grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015 g/L (GES), endossulfam
1,05 ¢g/L (GE I) e endossulfam 2,1 g/L (GE I1).

GC GES GE I GE Il
L 9,56+ 1,67° 9,58+2,74° 9,64+2,74° 9,36+2,70°
ES 73,71£3,12%  74,35£17,98"  76,86+18,56°  74,77+18,66
TP 4,34+0,68° 3,36+1,32° 3,65+1,20° 3,96+1,14°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

Os resultados obtidos para proporcao dos tubulos seminiferos, altura do epitélio
seminifero, comprimento dos tubulos seminiferos por testiculo e por grama de testiculo
e o comprimento total dos tubulos seminiferos ndo apresentaram diferencas estatisticas

como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Diametro tubular (DT), altura do epitélio seminifero (AES), comprimento dos
tubulos seminiferos por testiculo (CTST), por grama de testiculo (CTSGT) e
comprimento total dos tabulos seminiferos (CTTS) de testiculos de Artibeus lituratus
em animais do grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015 g/L (GES),
endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE I1).

GC GES GEI GE 11

DT (um) 162,72+421,44%  153,77+37,47" 148,85+38,27*  160,92+40,44°
AES (um) 60,7516,09° 56,25+14,02°  53,69+14,23*  57,83+14,82°
CTST (m) 16,21+1,07° 20,17+8,24° 19,61+7,24° 41,24+2554°

CTSGT (m)  41,78+10,44*  89,52+78,54°  51,10+64,14*  44,27+56,01°
CTTS (%) 8,11+0,54° 10,08+4,12 9,80+3,62° 20,62+12,77°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

As médias das propor¢des volumétricas (%) e o volume (ml) dos componentes do

parénquima testicular estdo registrados na Tabela 6. O percentual ocupado pelo
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compartimento intertubular no parénquima testicular e os volumes do intertibulo e dos

tibulos seminiferos ndo apresentaram alteragdes significativas.

Tabela 6. Propor¢des volumétricas (%) entre tabulos seminiferos (TS) e intertdbulo
(INT) e volume (mL) dos tabulos seminiferos (VTTS) e do intertdbulo (VTI) nos
testiculos de Artibeus lituratus, em animais do grupo controle (GC), tratados com
espalhante adesivo 0,015 g/L (GES), endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1
g/L (GE 1I).

GC GES GE I GE I
TS (%) 87,61+2,33"  86,86+21,46° 90,16+21,97° 88,09+22,05°
INT (%) 12,39+2,33° 13,14+4,12° 9,84+4,41° 11,91+4,33°
VTTS (mL) 0,17+0,05° 0,19+0,09° 0,17+0,07° 0,38+0,22°
VTI (mL) 0,02+0,01° 0,03+0,01° 0,02+0,01° 0,04+0,02°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

N&o houve alteracbes morfoldgicas nos componentes intertubulares do testiculo de
A. lituratus (Figura 2).

Na Tabela 7 encontram-se 0s percentuais ocupados pelos elementos constituintes
do compartimento intertubular. Ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos para 0s
percentuais de vaso sanguineo e tecido conjuntivo. Porém, os animais do GES e GEI
apresentaram menor percentual de célula de Leydig em relacdo aos animais dos grupos
GC e GEIIl. Foram observadas também diferencas no espaco linfatico, que se apresentou

maior em todos os tratamentos se comparado ao GC.
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Figura 3: SeccgOes transversais testiculares de Artibeus lituratus, controle e tratados
com espalhante e endossulfam. A: Grupo Controle (GC); B: Grupo espalhante (GES);
C: Grupo endossulfam | (GEI); D: Grupo endossulfam 11 (GEII).T: tabulo seminifero; I:
intertibulo; VS: vaso sanguineo; CL.: células de Leydig; C: citoplasma de célula de
Leydig; * espaco linfatico; |: tecido conjuntivo. Azul de toluidina - borato de sédio.
Barra: 20pum.

Tabela 7. Percentual de célula de Leydig (CL), vasos sanguineos (VS), espaco linfatico
(EL) e tecido conjuntivo (TC) no compartimento intertubular dos testiculos de Artibeus
lituratus em animais do grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015
g/L (GES), endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE II).

GC GES GE I GE II
CL (%) 88,21+14,15° 70,04+21,4* 77,43+20,54° 85,22+20,84°
VS (%)  1,22+027°  1,32+0,48°  1,63+0,85° 2,02+0,90°
EL (%)  4,76+2,01°  20,88+9,42® 1148+6,06°  8,31+4,54°
TC (%)  581#1,65°  7,76£2,29°  9,46+2,79° 4,45+2,70°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

Na Tabela 8 sdo apresentados os percentuais dos elementos do intertibulo com

relacdo ao testiculo. Os percentuais ocupados por células de Leydig, vasos sanguineos e
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tecido conjuntivo ndo apresentaram resultados significativos. Porém, o espaco linfatico

aumentou no grupo GES.

Tabela 8. Percentual de célula de Leydig (CL), vasos sanguineos (VS), espaco linfatico
(EL), tecido conjuntivo (TC) e de intertibulo (INT) no testiculo de Artibeus lituratus
em animais do grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015 g/L (GES),
endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE I1).

GC GES GE I GE II
CL (%) 10,93+2,27*  9,14+3,12*  7,62+3,36° 10,15+3,42°
VS (%) 0,15+0,07*  0,17+0,08°  0,16+0,05*  0,24%0,09°
EL (%) 0,59+0,07°  2,72+#0,42*°  1,13+0,06°  0,99+0,04°
TC (%) 0,72+0,25*  1,01+0,39*  0,92+0,29°  0,53%0,31

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

Os resultados referentes ao volume médio dos elementos do intertbulo por
parénquima testicular estdo demonstrados na (Tabela 9). O volume das células de
Leydig, vasos sanguineos e tecido conjuntivo ndo sofreram variagOes significativas
quando foram comparados com o GC. Porém, o volume médio do espaco linfatico
apresentou diferenca estatistica entre os grupos, sendo maior no GES quando

comparado com GC, GE | e GE 1.

Tabela 9. Valor médio do volume total (mL) das células de Leydig (CL), vaso
sanguineo (VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo (TC) e de intertabulo (INT)
dos elementos do compartimento intertubular por parénquima testicular de Artibeus
lituratus em animais do grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015
o/L (GES), endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE II).

GC GES GEI GE Il
CL (mL) 0,0219+0,0094* 0,0205+0,0108° 0,0142+0,0097% 0,0341+0,0150°
VS (mL) 0,0004+0,0001* 0,0003+0,0001% 0,0003+0,0001* 0,0010+0,0004%
EL (mL) 0,0012+0,0007° 0,0056+0,0021* 0,0022+0,0016° 0,0029+0,0014°
TC (mL) 0,0014+0,0006° 0,0022+0,0010* 0,0016+0,0010° 0,0019+0,0012*

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

Na Tabela 10 encontram-se as meédias da morfometria das células de Leydig.
N&o houve alteracdo significativa no didmetro do nucleo das células de Leydig, no
volume nuclear e no volume de uma célula de Leydig. No entanto, o percentual nuclear
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apresentou aumento nos grupos tratados, quando foi comparado com o GC. Por outro
lado, o percentual representado pelo citoplasma foi menor nos grupos que receberam
tratamentos. O volume do citoplasma da célula de Leydig reduziu no grupo GEII

comparado aos outros grupos.

Tabela 10. Morfometria das células de Leydig: diametro nuclear (DNCL), percentuais
(%) de nucleo (NCL) e citoplasma de CL (CCL), volumes (mL) de nacleo (VNCL) e
citoplasma (VCCL) de CL e volume (mL) de CL (VCL) nos testiculo de Artibeus
lituratus em animais do grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015
o/L (GES), endossulfam 1,05 g/L (GE 1) e endossulfam 2,1 g/L (GE II).

GC GES GE I GE II
DNCL (um) 6,11£0,35° 6,1420,63° 5,07+0,46° 5,82%0,31°
NCL (%) 22,43+ 3,89 31,07+ 4,34 28,92+2,08 34,76+6,07%
CCL (%) 77,57+ 3,89 68,93+5,28 71,08+ 4,18 65,24+3,17%

VNCL (um®)  120,59+20,74° 124,78+38,67° 112,84+26,11*°  104,07+16,53"
VCCL (pm®)  433,63+155,60°  304,18+169,90°°  286,64+100,46®  209,55+85,32"
VCL (um®)  560,22+173,41°  428,96+208,63*  399,47+124,15°  313,62+96,79°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.

O namero total de células de Leydig por testiculo, por grama de testiculo e o ILS
(Tabela 11), ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos com

endossulfam.

Tabela 11. Numero total de células de Leydig (NTL), nimero de CL por grama de
testiculo (NGT) e indice leydigossomatico (ILS) em Artibeus lituratus em animais do
grupo controle (GC), tratados com espalhante adesivo 0,015 g/L (GES), endossulfam
1,05 ¢g/L (GE I) e endossulfam 2,1 g/L (GE I1).

GC GES GEI GE Il

NTL (%) 4,3x10'+2,5x10™ 4,8x10'+2,3x10™ 3,9x10'+2,2x10"® 1,2x10°+9,9x10"
NGT (%) 2,1x10°%7,2x10"*  2,4x10°+7,6x10"* 2,1x10°+1,5x10%*  3,6x10°+2,0x10%

ILS (%) 0,03+0,01° 0,02+0,01° 0,01+0,01° 0,03+0,01°

Letras diferentes na mesma linha estatisticamente diferentes.
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5. DISCUSSAO

Estudos relacionando a acdo do inseticida organoclorado endossulfam sobre a
biologia reprodutiva em machos sdo conhecidos somente em animais de laboratério
(Edwards et al., 1984), e estdo relacionados principalmente & producdo de andrdgenos
(Singh & Pandey, 1990; Chitra et al., 1999). Portanto, torna-se necessario a realizacdo
de estudos experimentais para avaliar e identificar as possiveis consequéncias
decorrentes da exposi¢do aos agroquimicos, no que se refere a seus efeitos no sistema
reprodutor masculino de animais silvestres, expostos a compostos organoclorados como
o0 endossulfam. Nao foram encontrados na literatura trabalhos que tenham avaliado os
parametros morfométricos tubulares apos exposicdo ao endossulfam em testiculo de
morcegos no tocante a este parametro.

O peso corporal médio dos morcegos neste trabalho (76 ¢) corrobora o
encontrado por Miranda (2012) (77 g) quando tratou A. Lituratus com mancozeb (2 g/L)
e tebuconazol (1 mL/L), durante sete e/ou 30 dias consecutivamente, e também néo
registrou diferenca entre os tratamentos.

O endossulfam ndo interferiu no peso testicular, que é diretamente relacionado
com a producdo espermatica segundo Franca & Russell (1998). Morcegos da mesma
espécie que receberam com mancozeb (2g/L) e tebuconazol (ImL/L) (Miranda, 2102),
também ndo mostraram diferenca nesse parametro. As mesmas consideracdes podem
ser aplicadas com relacdo ao IGS, ao peso do parénquima testicular e a propor¢édo de
albuginea, que ndo sofreram alteragdes com a aplicacdo de endossulfam (neste
trabalho), e de mancozeb e tebuconazol (Miranda, 2012). Porém, ratos submetidos a
acao do tebuconazol na concentracdo de 175 mg/kg/dia apresentaram reducdo no peso
testicular (Joshi & Gulati, 2005).

O aumento da albuginea testicular observado neste trabalho ndo foi visto por em
A. lituratus que receberam mancozeb e tebuconazol (Miranda, 2012). Johnson et al.,
(1981) descreveram que a albuginea compde a morfofisiologia do testiculo, embora nao
participe diretamente da funcdo espermatogénica ou androgénica. Assim, entende-se
que, apesar de aumentada, a albuginea ndo interferiu no funcionamento normal do
testiculo, mesmo porque o peso do parénquima testicular ndo mostrou alteragdes.

A propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular de
mamiferos varia bastante entre as espécies, principalmente os percentuais referentes aos
tubulos seminiferos e as células de Leydig (Franca & Russell, 1998). Os valores médios
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referentes a tanica propria, ao epitelio seminifero e ao lumem e intertubulo ndo variaram
no presente trabalho. Porém, Miranda (2012), trabalhando com A. lituratus submetidos
a dois tipos de fungicidas, observou reducdo da proporcdo volumétrica de tdbulos
seminiferos e aumento na proporcdo de intertbulo, nos animais que receberam
tebuconazol.

Os morcegos deste trabalho ndo apresentaram alteracbes na volumetria do
parénquima testicular. Este achado corrobora aquele encontrado por Miranda (2012),
utilizando a mesma espécie de morcegos que receberam tratamento com fungicidas. O
indice tubulossomatico, que depende do percentual de tabulos seminiferos, ndo sofreu
variacdo neste trabalho. Porém, morcegos que receberam tebuconazol apresentaram
reducdo do ITS (Miranda, 2012).

A auséncia de alteracdes na morfometria tubular observada neste trabalho
também foi registrada por Miranda (2012), trabalhando com a mesma espécie de
morcego ofertando dois tipos de fungicida. Porém, esta autora observou reducdo no
diametro tubular em animais que receberam tebuconazol. Pelo exposto, entendemos néo
ter havido prejuizo para 0 processo espermatogénico.

Animais tratados com endossulfam no presente trabalho ndo apresentaram
variacBes nas proporcdes volumétricas e no volume de tabulos seminiferos e de
intertibulo. Porém, morcegos que receberam tebuconazol por 30 dias apresentaram
reducdo no percentual de tdbulos seminiferos e aumento no intertibulo (Miranda,
2012). A acdo do endossulfam ndo comprometeu os compartimentos testiculares de
forma global, neste estudo.

As células de Leydig usualmente constituem os componentes mais abundantes
do interttbulo, e sua populacdo varia de acordo com a espécie e idade. Tais células sdo
responsaveis pela sintese de testosterona, manutencdo da libido, do processo
espermatogénico, funcionamento das glandulas acessérias e caracteristicas sexuais
secundarias (Payne et al., 1996). Neste trabalho houve reducdo do percentual de célula
de Leydig, com relagdo ao intertibulo, no grupo GEIl. O aumento do espaco linfatico
em todos os tratamentos pode indicar maior fluxo de liquidos nesse local, podendo
interferir na funcdo paracrina do intertubulo. Em A. lituratus que receberam
tebuconazol, houve redugdo do espaco linfatico, acompanhada de aumento nos vasos
sanguineos que, neste trabalho ndo demonstraram alteragdes (Miranda, 2012).

O aumento do espaco linfatico com relagdo ao intertubulo foi acompanhado do
aumento deste local quando avaliamos sua distribuicdo por testiculo. Miranda (2012)
observou aumento nas células de Leydig e vasos sanguineos em animais que receberam
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tebuconazol. O presente trabalho esses parametros ndo demonstraram alteragdo. O
aumento do volume do espaco linfatico em GES refletiu 0 mesmo aumento observado
nesse parametro com relagdo ao testiculo e ao intertibulo, nesse mesmo grupo. O
mesmo nao ocorreu para 0s grupos GEI e GEII. Animais que receberam mancozeb e
tebuconazol ndo mostraram alteracfes na volumetria dos elementos intertubulares
(Miranda, 2012), & semelhanca do presente estudo para todos os parametros, exceto para
espaco linfatico.

O aumento do percentual de nacleo das células de Leydig foi acompanhado da
reducdo de citoplasma em todos os grupos tratados. O menor percentual de citoplasma
em GEII refletiu na diminuicdo do volume citoplasmético das células de Leydig nesse
grupo. Apesar dessas alteracfes, ndo houve reducao no volume das células de Leydig, o
que implica na ndo interferéncia do endossulfam no principal componente do
intertibulo. Miranda (2012), trabalhando com morcegos, observou reducdo do diametro
nuclear, volume nuclear, volume citoplasmatico e volume de células de Leydig em
animais tratados com tebuconazol.

O numero total de células de Leydig, nimero de células de Leydig por grama de
testiculo e indice Leydigossomatico em A. lituratus, que representa o percentual de
massa corporal alocado em células de Leydig, ndo apresentaram diferenca significativa
entre os tratamentos. Miranda (2012), utilizando a mesma espécie de morcegos,
observou aumento no nimero de célula de Leydig por grama de testiculo em animais
que receberam tebuconazol (1 ml/L).

O endossulfam tem sido classificado como um desregulador endécrino, estando
associado a diversas alteracGes sUbitas ou permanentes, nas vias de sinalizacdo
enddcrina, atividade reprodutiva, sintese e secrecdo de diversos horménios (Singh &
Pandey, 1989; Singh & Pandey, 1990; Vos et al., 2000; De Falco et al., 2007; Eustache
et al., 2009). Brinati (2011) avaliou as concentracfes totais de testosterona em
morcegos tratados com o organoclorado endossulfam, nas mesmas doses deste trabalho,
ndo encontrando alteracBes nos niveis de testosterona plasmatica. Assim, entendemos
que as pequenas alteracdes ocorridas nos elementos constituintes do intertibulo nédo
tenham sido suficientes para interferir efetivamente na funcdo desse compartimento

testicular.
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6. CONCLUSOES

Contrariando nossa hipotese, a auséncia de alteracbes na morfometria tubular e
intertubular nos permitiu inferir que o endossulfam, nas concentracdo da calda 1,05 e
2,1 gramas por litro, durante 35 dias e na forma de oferecimento, ndo interfere nos

padrdes espermatogénicos de Artibeus lituratus.
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