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RESUMO

MIRANDA, Diane da Cruz, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2012. Efeito dos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol sobre paréametros
testiculares do morcego frugivoro Artibeus lituratus (Olfers, 1818). Orientadora:
Mariana Machado Neves. Coorientadores: Sérgio Luis Pinto da Matta e Oswaldo
Pinto Ribeiro Filho.

Com a destruicdo do seu habitat natural, morcegos frugivoros vém se alimentando de
frutos obtidos de pomares pulverizados com fungicidas. Uma vez que esses animais
atuam na manutencdo do ecossistema e na regeneragdo de ambientes degradados, o
efeito dos agrotoxicos sobre eles pode colocar em risco ndo somente sua
sobrevivéncia e adaptagdo, mas também a manutencdo de ambientes florestais. Dessa
forma, como ndo foram encontrados estudos avaliando os impactos da ingestéo
dessas substancias sobre a morfofisiologia testicular destes animais, o objetivo deste
trabalho foi analisar alguns pardmetros testiculares em Artibeus lituratus (n=28) ap6s
exposicédo, aguda e/ou crdnica, aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol. Os animais
foram divididos em cinco grupos: controle 1 (G1; n=5), em que os animais foram
alimentados com frutas sem fungicidas e sem espalhante adesivo (EA) por sete dias,
controle 2 (G2; n=5), com animais alimentados com frutos + EA por sete dias, e trés
outros grupos contendo animais alimentados com frutos banhados com mancozeb +
EA (G3; n=6; 2g/L) e tebuconazol + EA (G4; n=6; 1mL/L) por sete dias e
tebuconazol + EA (G6; n=6) por 30 dias. Apds eutanasia, os animais foram pesados,
sendo os testiculos dissecados e fixados (solucdo de Karnovsky) para serem
processados e incluidos em resina. Os cortes histoldgicos (3um) foram corados e
avaliados, em microscopio Optico e no software Image Pro Plus, nos seguintes
pardmetros: didmetro e comprimento dos tUbulos seminiferos, altura do epitélio
seminifero, proporcdo volumétrica e volume de elementos dos compartimentos
tubular e intertubular, morfometria das células de Leydig e indices gonadossomatico,
tubulossomético e leydigossomatico. Ap6s submeter os resultados & analise
estatistica (ANOVA), comparando-se as medias pelo teste de Student Newman-
Keuls (p=0,05), observou-se que a exposi¢do por sete dias aos dois fungicidas ndo
causou alteracbes morfométricas testiculares, quando comparados aos controles,
mostrando que as substancias possuem baixa toxicidade aguda. Ja animais expostos
cronicamente ao tebuconazol (30 dias) apresentaram diminuigdo no percentual de

tibulos seminiferos por parénquima testicular, o que coincidiu com o aumento do
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percentual de intertibulo (por parénquima testicular), diminui¢do do percentual de
epitélio seminifero e menores valores para didmetro tubular e indice
tubulossomético, quando comparados aos animais controle. No intertubulo também
foi observada maior proporgdo de vasos sanguineos e menor percentual de espago
linfatico. Além disso, as células de Leydig apresentaram alteracbes morfométricas,
como reducdo na proporcao do seu citoplasma no intertibulo, no didmetro e volume
nuclear, no volume citoplasmatico e celular, além do aumento no nimero dessas
células por grama de testiculo. Pode-se concluir que, nas concentragdes estabelecidas
para uso no campo e testadas no presente trabalho, mancozeb e tebuconazol néo
causam alteragdes testiculares quando a exposicdo € aguda. No entanto, a exposic¢éo
cronica ao tebuconazol causa alteracbes histomorfométricas testiculares a nivel de

tbulos seminiferos, intertabulo e de células de Leydig.
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ABSTRACT

MIRANDA, Diane da Cruz, M.Sc., Federal University of Vicosa, January, 2012.
Effect of Mancozeb and Tebuconazole on testicular parameters of the
frugivorous bat Artibeus lituratus (Olfers, 1818). Adviser: Mariana Machado
Neves. Co-advisers: Sérgio Luis Pinto da Matta and Oswaldo Pinto Ribeiro Filho.

Due to destruction of their natural habitat, fruit bats are feeding on fruits obtained
from orchards sprayed with fungicides. Once these animals act in maintaining the
ecosystem and the regeneration of degraded environments, the effect of pesticides on
them can endanger not only their survival and adaptation, but also the maintenance
of forests. Thus, as no studies were found assessing the impact of ingestion of these
substances on testicular morphophysiology in these animals, the objective of this
study was to analyze some testicular parameters in Artibeus lituratus (n = 28) after
acute and/or chronic exposure to fungicides Mancozeb e Tebuconazole. The animals
were divided into five groups: control group 1 (G1, n =5), in which animals were fed
with fruits without fungicides and without adjuvant (AD) for seven days, control 2
(G2, n = 5), animals fed with fruit + AD for seven days, and other three groups
containing animals fed fruits with Mancozeb + AD (G3, n = 6; 2g/L) and
Tebuconazole + AD (G4, n = 6; 1 mL/L) for seven days and Tebuconazole +
AD(G6, n = 6) for 30 days. After euthanasia, the animals were weighed, and their
testes were dissected and fixed (Karnovsky solution) to be processed and enclosed in
resin. Histological sections (3um) were stained and evaluated concerning the
following parameters in a light microscope and Image Pro Plus software: diameter
and length of seminiferous tubules, seminiferous epithelium height, proportion and
volume of tubule and intertubule components, Leydig cell morphometry, and
gonadosomatic, tubulossomatic and leydigossomatic indexes. After submitting the
results to statistical analysis (ANOVA), comparing the means by Newman-Keuls test
(p = 0.05), we observed that exposure for seven days to two fungicides caused no
testicular morphological changes when compared to controls, showing that the
substances have low acute toxicity. Conversely, animals chronically exposed to
Tebuconazole (30 days) showed decrease in the percentage of seminiferous tubules
per testicular parenchyma, which coincided with increase in the percentage of
intertubule (for testicular parenchyma), decreased in the percentage of seminiferous

epithelium and lower values for tubule diameter and tubulossomatic index when
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compared to control groups. In the intertubule there was a greater proportion of
blood vessels and a lower percentage of lymphatic space. In addition, the Leydig
cells showed morphometric changes such as reduction in their proportion of
cytoplasm (in the intertubule), in nuclear diameter, in nuclear volume and
cytoplasmatic and cell volume, and increased number of these cells per gram of
testis. It can be concluded that in the concentrations established for use in the field
and tested in this study, Mancozeb and Tebuconazole did not cause testicular
changes when the exposure is acute. However, chronic exposure to Tebuconazole
causes histomorphometric changes at the level of testicular seminiferous tubules,

intertubule and Leydig cells.



1. INTRODUCAO

Atualmente, uma das alternativas encontradas para aumentar a producéo
alimenticia mundial estd centrada no uso de agrotoxicos (Carvalho, 2006). Estes
compostos quimicos, também chamados de agrotoxicos, sdo substancias ou misturas
de substéncias, naturais ou sintéticas, destinadas a repelir ou combater pragas e
organismos que atacam as lavouras (Larini, 1999; Carvalho, 2006). O uso de
agrotoxicos teve aumento significativo nos dltimos 50 anos, principalmente em paises
subdesenvolvidos e agro-exportadores (Berny, 2007). Atualmente, o Brasil ocupa a
primeira posi¢do no mercado mundial como consumidor de agrotoxicos (Caldas et al.,
2004) e, devido a sua politica reguladora incipiente ou inexistente, 0 uso
indiscriminado dessas substancias tem sido uma grave ameaca a salde publica e ao
ambiente (Galt, 2008).

A utilizagdo crescente e o desenvolvimento de novos agrotoxicos tém
despertado o interesse da comunidade cientifica para o estudo dos danos causados aos
organismos, humano e animal, além do seu efeito sobre o ambiente. Sabe-se que o
uso de agroquimicos nas lavouras pode afetar diretamente os ambientes aquiferos,
causando danos agudos e cronicos aos humanos, como o desenvolvimento de
neoplasias e problemas relacionados aos aparelhos nervoso, enddcrino e reprodutor
(Carvalho, 2006).

Apesar dos estudos j& realizados nesta &rea, na sua maioria utilizando
camundongos e ratos como modelos experimentais, diversas classes de agrotdxicos
ainda ndo tém definidos seus efeitos sobre o aparelho reprodutor masculino. Além
disso, s@o escassos 0s estudos que mostram o impacto do uso de agrotdxicos e seu
potencial risco sobre populacBes de espécies silvestres, como é o caso do morcego-
da-fruta-do-sudeste (Artibeus lituratus).

Morcegos frugivoros sdo cruciais para a dindmica de florestas tropicais, por
serem dispersores de sementes de diversas plantas pioneiras, atuando, assim, na
manutenc¢do do ecossistema e na regeneragdo de ambientes degradados. No entanto,
esses animais sdo comumente vistos em pomares pulverizados com agrotoxicos,
destinados a produgdo, principalmente devido a destruicdo do seu ambiente natural.
Eles formam abrigos temporarios em copas de arvores proximas a estes locais e se
alimentam dos frutos contaminados (Tavoloni, 2005). O efeito dos agrotoxicos sobre
esses animais pode colocar em risco ndo somente a sobrevivéncia e adaptacéo deles,
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mas também a manutencdo de ambientes florestais. Além disso, efeitos observados

em mamiferos muitas vezes representarem um alerta para possiveis danos aos
humanos (Mcklinlay et al., 2007)

Com base no presente exposto, 0 objetivo geral deste trabalho foi estudar as

possiveis alteracfes histomorfométricas testiculares em animais da espécie Artibeus

lituratus quando expostos de forma aguda aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol

(sete dias) e cronicamente ao Tebuconazol (30 dias) nas concentragdes utilizadas em

campos de cultivo. Para isto, foram estabelecidos como objetivos especificos:

avaliar o efeito dos dois fungicidas sobre o peso corporal, 0 peso testicular,
mensuracBes da albuginea, além do indice gonadossomético de morcegos
Artibeus lituratus;

determinar e comparar a relagdo tubulo/intertibulo testicular de morcegos
expostos aos dois fungicidas nos periodos de exposi¢éo propostos;

analisar dados morfométricos do compartimento tubular, como didmetro tubular,
altura do epitélio germinativo, comprimento do tdbulo seminifero e volumetria
tubular, e comparar os resultados obtidos entre os grupos;

realizar a morfometria do intertibulo, determinando a proporcéo volumétrica e
volumetria dos seus componentes, e comparar o0s resultados obtidos entre os
grupos;

avaliar a acdo dos fungicidas sobre a morfometria das células de Leydig.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas gerais da ordem Chiroptera

Os morcegos pertencem & classe Mammalia e & ordem Chiroptera e
constituem um dos grupos de mamiferos mais diversificados do mundo, com 18
familias, 202 géneros e 1024 espécies (Simmons, 2005; IUCN, 2008), o que
representa aproximadamente 22% das espécies de mamiferos conhecidas atualmente
(Wilson e Reeder, 2005). Os quirdpteros representam a segunda ordem em riqueza
de espécies dentre os mamiferos, sendo superada somente pela ordem Rodentia, com
2277 espécies (Wilson e Reeder, 2005; Reis et al., 2007).

A ordem Chiroptera est4 subdividida em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera. Os megaquirdpteros sdo conhecidos popularmente como raposas
voadoras, devido a semelhanga facial com raposas, e ocorrem nas regides tropicais da
Africa, India, sudeste da Asia e Australia (Fenton, 1992). Ja os microquirépteros
encontram-se amplamente distribuidos por todo o globo, ndo sendo encontrados
somente nas regides polares. Envolvem 17 familias, 157 géneros e 930 espécies, com
variagdo de peso entre dois e 200 gramas (Simmons, 2005). No Brasil sdo conhecidas
nove familias, 64 géneros e cerca de 170 espécies (Simmons, 2005). Em geral
apresentam alta longevidade se comparados a mamiferos de mesmo porte; enquanto
um rato de 40g vive até dois anos, um morcego vampiro de aproximadamente 30g
pode viver até 20 anos na natureza (Bernand, 2005).

Os microquirdpteros sdo animais noturnos que possuem poucos cones na
retina, mas ndo sdo cegos. Embora todas as familias brasileiras utilizem a
ecolocalizagdo para se orientar, alguns frugivoros maiores também se orientam pela
visdo. Como utilizam primariamente o sistema de ecolocalizagdo, os olhos sdo
pequenos, as orelhas grandes, o tragus bem desenvolvido e as ornamentagdes nasais e
faciais muitas vezes estdo presentes. Durante o processo de ecolocalizacdo, 0s
morcegos emitem sons de alta frequéncia pela boca ou pelo nariz, que sdo refletidos
por superficies do ambiente, indicando a distancia relativa dos objetos. Este
importante sentido adicional Ihes permite localizar suas presas, desviar de obstaculos
durante o vbo e se comunicar uns com os outros (Fenton, 1992; Reis et al., 2007).

A flexibilidade alimentar dos microquirdpteros pode ser apontada como um
dos principais motivos de seu grande sucesso de colonizagdo (Reis et al., 2007). Estes
hébitos Ihes permitem serem considerados como importantes dispersores de sementes
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(Bredt et al., 1996), controladores das populagdes de cupins e de insetos daninhos a
lavouras ou transmissores de doencas, além de servirem como polinizadores de pelo
menos 500 espécies de plantas neotropicais (Vogel, 1969).

Os morcegos sdo encontrados em ambientes naturais e em areas urbanas,
podendo abrigar-se em cavernas, ocos e copas de arvores, entre galhos e folhas de
palmeiras e bananeiras, e em areas urbanas, como constru¢des, abandonadas ou ndo, e
forros de telhados (Bernand, 2005).

2.2. Morcegos da espécie Artibeus lituratus

A familia Phyllostomidae (subordem Microchiroptera) constitui a mais diversa
do Brasil, com 90 espécies de morcegos. Essa familia engloba todos os morcegos
frugivoros do Brasil e apresenta, como caracteristica marcante, a presenca de uma
folha nasal membranosa em forma de langa ou folha na extremidade do focinho. Em
Phyllostomidae, Artibeus lituratus (Olfers, 1818) (Fig. 1) pertence & subfamilia
Stenodermatinae, caracterizada por apresentar listras claras na face e coloragéo da
pelagem corporal geralmente amarronzada, o que pode variar entre as diferentes
regides em que habita (Reis, 2007).

Os morcegos Artibeus lituratus sdo considerados de grande porte, com
antebraco podendo passar de 75 cm e peso acima de 75g. Formam grupos
poligdmicos e abrigam-se nas copas de arvores, sob folhas de palmeiras e outras
plantas (Vizotto e Taddei, 1973). O periodo reprodutivo pode variar de acordo com a
distribuicdo geografica, sendo que no Brasil podem apresentar um padrdo de
poliestria bimodal, o qual se caracteriza pela ocorréncia de dois picos reprodutivos
durante o ano. No caso da espécie Artibeus lituratus, um pico ocorre de fevereiro a
margo e o outro de outubro a novembro (Bredt et al., 1996).

A sua distribuicdo é vasta, incluindo o México até a Bolivia, Trindade e
Tobago, pequenas Antilhas, e norte da Argentina, até o sul do Brasil, onde se
encontra amplamente distribuido, com presenca destacada em ambientes urbanos. Em
alguns ambientes, entretanto, a espécie pode estar ameagada pela destruicdo crescente
do seu habitat (Reis et al., 2007). O status da espécie esta definido atualmente como
“pouco preocupante” pela Lista Vermelha da Uni&o Internacional para a Conservagao
da Natureza e dos Recursos Naturais, apesar de outras espécies de quirdpteros
frugivoros que ocorrem no territério brasileiro jA serem classificadas como

ameacadas, como Platyrrhinus recifinus (IUCN, 2008).



Amaral, 2008

Figura 1: Fotos mostrando o morcego frugivoro Artibeus lituratus. A: Macho capturado
para experimentagdo em laboratdrio. B: Animal em seu habitat natural alimentando-se de
fruto. C: Detalhe da face de Artibeus lituratus, mostrando a folha nasal (seta vermelha) e
uma listra facial (asterisco vermelho). D: Artibeus lituratus em voo (Fontes: A - Amaral,
2009; B e C - http://ngm.nationalgeographic.com/ngm/0706/feature6/gallery3.html; D -
http://www.flickr.com/photos/idalecio/3732718053/in/photostream/).

A dieta do Artibeus lituratus é variada, podendo alimentar-se de insetos,
folhas e néctar, embora a frugivoria predomine como habito principal, consumindo
frutos de varias espécies (Gardner, 1977). Morcegos frugivoros podem consumir uma
grande variedade de frutos, infrutescéncias, folhas, sementes e demais partes vegetais.
A dispersdo de sementes por morcegos frugivoros é consequéncia de sua grande
mobilidade, assim como pelo fato de ndo haver destruicdo das sementes ingeridas
(Fleming e Sosa, 1994). Dessa forma, o Artibeus lituratus, bem com outras espécies

de quirdpteros frugivoros, tem uma grande importancia na dindmica e regeneracao de



florestas, contribuindo para o estabelecimento de muitas espécies de plantas e
possibilitando a regeneracdo e sucessdo secundéria de florestas tropicais (Galetti e
Morellato, 1994; Passos et al., 2003).

Apesar da grande importancia ecoldgica, 0s morcegos frugivoros muitas vezes
sdo considerados responséveis por perdas na producdo de frutas por fruticultores, por
serem comumente vistos em pomares. Este fato ocorre devido & abundéncia de
alimento no local e pela destruicdo do seu habitat natural (Larini, 1999). Como o0s
produtores utilizam agrotoxicos com intuito de conseguir uma solugdo répida e
economicamente viavel para diminuir perdas na producdo de frutas, 0os morcegos

acabam ingerindo essas substancias (Carvalho, 2006).

2.3. Agrotoxicos

Os agrotdxicos sdo compostos quimicos destinados a repelir ou combater pragas
e organismos que atacam as lavouras, sendo também designados como defensivos
agricolas. Eles podem ser classificados de diferentes formas, como finalidade, modo
de acdo, persisténcia, deslocamento, duracdo do efeito do tratamento, origem ou
grupo quimico, mas a sua toxicidade é considerada uma das mais importantes. A
classificacdo toxicologica é baseada na identificagdo do componente de risco,
referente a uma substancia quimica, e diferencia a toxicidade dos agrotéxicos com
base no ingrediente ativo e sua formulagéo (Larini, 1999).

A estimativa atual é que existem cerca de 1500 substancias diferentes, dentre
inseticidas, herbicidas e fungicidas em todo o mundo, a partir das quais s&o
produzidas inimeras formulagdes (Larini, 1999). Estima-se também que h& cerca de
95 mecanismos de atuacdo dos agrotoxicos em alvos bioquimicos distintos (Caldas et
al., 2004).

Utilizados em concentragGes determinadas com o objetivo de eliminar uma
praga especifica, os agrotoxicos podem interferir com a ecofisiologia de organismos
ndo-alvos. Os residuos derivados de agrotoxicos persistem no ambiente,
contaminando o solo e a &gua, sendo posteriormente incorporados as cadeias
alimentares (Carvalho, 2006).

Atualmente, um nimero crescente de produtores rurais tem feito uso de diversos
agrotoxicos para proteger seus cultivos de doengas e pragas, que acabam afetando a
rentabilidade de seus negdcios, sem muitas vezes respeitar o prazo de caréncia dos

produtos. Este prazo corresponde ao tempo em que o principio ativo permanece
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agindo na planta (Picanco et al., 2008). Com isso, acaba-se ingerindo um alimento
que ainda estd sob o efeito do produto. Isto representa um grande risco, visto que
parte dos principios ativos utilizados nas formulagGes dos agrotoxicos possuem
propriedades genotdxicas, podendo causar alteracGes nas unidades que controlam a
hereditariedade entre as geracdes, por exemplo. Além disso, como o efeito é
cumulativo, com o passar do tempo podem surgir consequéncias relacionadas,
principalmente, a problemas no sistema nervoso, endécrino, cardiovascular e doengas
cancerigenas, ja& comprovadas por estudos na &rea médica, além da possivel agdo em
6rgdos reprodutivos, particularmente nos testiculos (Pereira, 1993; Picanco et al.,
2008).

Os agrotdxicos atuam na parte da bioquimica celular, em cadeias de eventos que
culminam no comprometimento fisiol6gico no organismo da praga (Casida, 2009). A
acdo dos agrotoxicos é efetivada pela ligacdo da molécula a um alvo primério
especifico, seja este uma determinada enzima, proteina, canal idnico ou receptor de
membrana. Porém, deve-se ressaltar que uma parcela do total de moléculas é
degradada ou enviada a receptores secundérios (Casida, 2009).

Os animais silvestres sdo ameacados pelo uso de agrotoxicos, tanto direta
quanto indiretamente. A exposic¢do aguda por contato direto com o agroquimico pode
ocorrer por ingestdo, inalagdo ou contato dérmico, sendo mais recorrente a ingestao
de alimentos provenientes de lavouras recém tratadas com esses quimicos. A
exposicdo aguda também pode ser ocasionada por contato indireto ou secundario, no
qual h4 ingestdo de uma presa contaminada (Berny, 2007).

A exposigédo prolongada ou crnica em animais silvestres resulta em alteragdo
de varios processos bioldgicos. As consequéncias mais relatadas sdo
imunotoxicidade, desregulacdo enddcrina, alteracdes reprodutivas e comportamentais.
Considerando um efeito em longo prazo, a exposi¢do cronica representa uma seria
ameaca a populagdes silvestres (Berny, 2007).

A contaminacdo por agrotdxicos em organismos ndo-alvos ocorre
principalmente por meio da ingestdo, embora outras vias também sejam passiveis de
ocorrer. Apds a ingestdo, o pesticida € degradado em seus compostos, 0S quais
atingem a corrente sanguinea. Tais compostos podem ser degradados em subprodutos,
que atuariam como desreguladores enddcrinos em alvos celulares especificos. Outros
agrotoxicos, por sua vez, sdo formados por compostos que atuam diretamente no alvo
(Brown et al., 1996).



Estudos que investigam os efeitos da exposicdo crdnica de agrotoxicos sobre
populagdes de animais silvestres ainda s&o relativamente incipientes. Dados
constantes na literatura sdo, em sua maioria, referentes a compostos organoclorados,
uma vez que esses sd0 mais estaveis e persistentes no ambiente (Clark, 2001). A
divulgacdo e compilagdo de dados de envenenamento por agrotdxicos em animais
silvestres sdo recorrentes em paises da Unido Européia e nos Estados Unidos.
Entretanto, em paises em desenvolvimento ainda ha escassos relatos de casos, embora
nesses paises a biodiversidade esteja sendo afetada diretamente pela presenca de
residuos de agrotoxicos no ambiente (Berny, 2007).

Os quirdpteros podem ser diretamente afetados pela exposicdo a agrotdxicos,
dentre os quais os fungicidas, que destroem ou inibem a acdo de fungos. O
mecanismo de agéo dos fungicidas ocorre principalmente por bloqueio do ergosterol
(principal esterol flngico), da biossintese da tubulina ou da citocromo ¢ redutase
(Casida, 2009).

Cada fungicida apresenta toxicidade diferente conforme a natureza quimica,
dose empregada e seu estado fisico (Gallo et al., 2002). Os fungicidas sdo
intensamente dispersos no ambiente para o controle de fungos, mas podem atuar
também sobre outras espécies, causando efeitos paralelos em organismos nédo-alvo.
Residuos desses agrotoxicos contaminam o solo e a é&gua, 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). Dentre os
fungicidas existentes, dois sdo amplamente utilizados: 0 Mancozeb, que é um tipo de
ditiocarbamato, e o Tebuconazol, do grupo dos triazois (Belpoggi et al., 2002;
Menegola et al., 2008).

2.3.1. Espalhante adesivo

Em um liquido de moléculas polarizadas como a agua, a atracdo entre suas
moléculas é significativa e se exerce igualmente em todos os sentidos. Na superficie,
pela descontinuidade da fase liquida, a atracdo entre elas é maior, 0 que gera uma
tensdo superficial. A tensdo superficial é variavel de liquido a liquido e depende
também dos solutos. No caso da agua pura e livre, em estado liquido, quando em
pequena quantidade, a tenséo é responsavel pela tendéncia da agua em formar gotas
esfericas. Pressdes externas, como a gravidade, causam deformacdes e forcas diversas

causam rupturas, com reagrupamento em goticulas menores (Matuo, 1998).



Quando uma gota de agua estd sobre uma superficie, o angulo de contato
depende das caracteristicas dessa superficie. Se for hidrofobica, o contato sera menor
e a gota ficard mais esférica. Se a superficie for mais hidrofilica, a agua da gota se
espalha, podendo até formar um filme uniforme (Matuo, 1998).

Numa planta, a molhabilidade de suas folhas, propriedade importante para a
impregnagéo da calda contendo o agrotdxico na planta, depende dos constituintes de
sua epiderme. A atracdo pela gua precisa ser maior que a tensdo superficial desse
liquido para uma boa molhabilidade. Uma série de compostos, quando dissolvidos em
liquidos, reduz a tensdo superficial. Esses compostos sdo conhecidos como
surfactantes, tenso-ativos, hipotensores ou espalhantes adesivos (Matuo, 1998).

Reduzindo a tensdo superficial, os espalhantes adesivos apresentam os seguintes
efeitos: molhante: por apresentarem sitios polares e sitios apolares em suas moléculas,
funcionam como pontes de interfase entre liquidos como é&gua (polar) e superficies
apolares (superficie da folha, devido a presenca da cuticula), permitindo a
molhabilidade de superficies hidrofdbicas; espalhante: por abaixarem a tensdo
superficial de liquidos, fazem com que o &ngulo de contato das gotas isoladas sobre a
superficie seja diminuido e que elas deixem de ser esféricas. O acréscimo de
espalhante adesivo nas caldas permite a formagdo de um filme liquido sobre as
superficies, por coalescéncia das gotas. Os efeitos molhante e espalhante se
confundem na prética, ocorrendo primeiro o efeito molhante, seguindo-se o
espalhante. A intensidade relativa desses dois efeitos, contudo, pode ser diferente de
um espalhante adesivo para outro; penetrante: com baixa tensdo superficial, os
liquidos tém maior poder de penetragdo. Oleos, por exemplo, penetram mais
facilmente que a agua na maioria dos substratos. Com a diminuicdo da tensdo
superficial, a 4gua presente nas caldas aquosas de agrotoxicos penetra de forma mais
eficiente, podendo arrastar consigo alguns produtos fitossanitarios (Matuo, 1998).

Os espalhantes adesivos, dessa forma, permitem que superficies hidrofobicas,
como folhas ou frutos com cerosidade, corpos ou coberturas cerosas de pragas, etc,
sejam molhadas pela calda do agrotdxico. O liquido aplicado se distribui melhor,
cobrindo a superficie de modo uniforme, o que é particularmente importante para
agrotoxicos com acdo de contato. O espalhante também facilita a penetragdo da calda
em superficies pilosas (que contém pelos), entre ranhuras diversas, hifas de fungos e

teias de &caros (Matuo, 1998).



O Polioxietileno Alquil Fenol Eter [CisH24O(CH,CHO),] é um espalhante
adesivo ndo idnico que geralmente € aplicado em pulverizacdo, misturado as caldas

de fungicidas, inseticidas, acaricidas ou herbicidas (Matuo, 1998).

2.3.2. Mancozeb

O Mancozeb (C4HeMnN.S;) € um fungicida do grupo dos
etilenobisditiocarbamatos (EBDC), um subgrupo dos ditiocarbamatos, e é formado
por um agrupamento de ions zinco com polimeros de etilenobisditiocarbamatos de
manganés (Fig. 2A; Belpoggi et al., 2002). Langado em 1944, o Mancozeb foi
rapidamente adotado como fungicida devido sua eficiéncia no ataque contra grande
variedade de fungos e fitopatologias causadas por fungos. E utilizado amplamente em
lavouras para proteger frutas, vegetais e arvores ornamentais (Domico et al., 2006).
Na América Latina, mais de 50% de todos os fungicidas utilizados sédo do grupo dos
EBDC e, no Brasil, o volume de fungicidas EBDC supera 0s 40% do total utilizado
no pais, representando o principal produto contra fungos (WHO, 1988; Larini, 1999).

Os EBDC, de forma geral, séo fungicidas de contato, que agem como inibidores
multi-sitio no patégeno e formam uma barreira na superficie da planta, prevenindo a
penetragcdo do fungo no tecido vegetal (Gisi e Sierotzki, 2008). Sdo geralmente
instaveis em meio alcalino ou &cido, bem como em sistemas bioldgicos, e se
decompdem rapidamente em 4gua e na presenca de oxigénio. A degradacdo pode
ocorrer durante a manufatura ou armazenamento do produto formulado, na cultura
apds o tratamento e, principalmente, durante o processamento do alimento (WHO,
1988).

A decomposi¢do dos EBDC é complexa e resulta na formacéo de dissulfeto de
carbono (CS;), sulfeto de hidrogénio (H.S), etileno diamina (EDA), etileno
bistiouram dissulfeto (DIDT), etileno diisocianato (EDI), etilenotiouréia (ETU),
etilenouréia (EU) e 2-imidazolina (WHO, 1988). Os efeitos bioldgicos do Mancozeb
no organismo de mamiferos devem-se principalmente aos metabdlitos dissulfeto de
carbono (CS) e etilenotiouréia (ETU), tendo o ETU maior importancia na toxicidade
do Mancozeb (O’Neil e Marshal, 1984).

Etilenotiouréia ou 2-imidazoledinona (ETU) tem como férmula molecular
C3HgN,S e é soltvel e medianamente estavel em agua. Residuos de ETU podem ser
encontrados em plantas e no ambiente, seguidos do uso na agricultura de EBDC, ou

em animais e no ser humano, quando expostos a esses produtos (WHO, 1988). A
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principal fonte de ETU € o ion etilenobisditiocarbamato (ion EBDC), um ingrediente
ativo do Mancozeb, o qual representa 58,13% dos ingredientes. Os outros
ingredientes séo manganés (Mn*?) (15%), zinco (Zn*?) (1,87%) e outros ingredientes
inertes (25%) (Ksheerasagar e Kaliwal, 2003).

Durante a estocagem, processamento e cozimento dos alimentos ocorre
degradacdo espontanea do EBDC presente no Mancozeb, gerando ETU. Residuos de
ETU também podem ser encontrados na fumaga de cigarros, em plantas pulverizadas
com EBDC e nas caldas de aplicacdo dos agrotoxicos (Lentza, 1990). A ETU tem
baixa toxicidade aguda, mas possui atividade carcinogénica, goitrogénica,
teratogénica e mutagénica em animais de experimentacdo (Lentza, 1990). Estudos
mostram que este metabdlito tem capacidade de induzir tumor na tiredide e no figado
em roedores (Triverdi et al., 1993; Yoshida et al., 1993; Elia et al., 1995; EPA, 2001).

Em morcegos da espécie Artibeus lituratus, a exposicdo aguda a baixas
concentragdes de Mancozeb (2g/L) levou a alteragdes metabdlicas e hepaticas, o que
resultou em aumento da reserva proteica hepatica e no acimulo de lipidios no tecido
adiposo, aumento da vacuolizagdo dos hepatdcitos e maior vascularizagdo do tecido
hepatico (Carvalho, 2010; Machado, 2010).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 0 Mancozeb é classificado
toxicologicamente como medianamente toxico. Quanto a classificagdo ambiental, é

enquadrado como perigoso ao meio ambiente.
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Figura 2: A) Formula estrutural do Mancozeb (Fonte: Kackar et al., 1997). B) Formula

estrutural do Tebuconazol (Fonte: Shen et al., 2012).
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2.3.3. Tebuconazol

O  Tebuconazol, [(RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ilmethil) pentan-3-ol] (Fig. 2B), esta inserido no grupo dos fungicidas azois, os quais
possuem ampla atividade anti-fungica. De acordo com sua estrutura quimica, 0s
componentes azois séo classificados em triazdis, que incluem 16 fungicidas inclusive
0 Tebuconazol, e imidazois, com trés fungicidas no mercado. A atividade anti-fingica
dessas duas classes baseia-se no mesmo mecanismo molecular (Roberts e Hutson,
1999), que causa perturbacdo na sintese de ergosterol, um componente esterol
essencial da membrana plasmatica de fungos. Os fungicidas azois inibem a atividade
da enzima esterol 14a-desmetilase, a qual € um membro da superfamilia das heme-
proteinas citocromo P450 e participa da conversdo de lanosterol em ergosterol
(Espinel-Ingroff, 1997; Joseph-Horne e Hollomon, 1997; Georgopapadakou, 1998).
Tal inibicdo leva & formacéo de esterdis que ainda apresentam o grupo metil C14,
alterando a conformac&o e as propriedades fisicas da membrana do fungo (Menegola
et al., 2008). Ocorre, entdo, um aumento na permeabilidade celular com consequente
inibicdo do crescimento do fungo (Goetz et al., 2009).

Uma caracteristica conhecida dos fungicidas azo6is é sua atividade como
disruptor enddcrino (Zarn et al., 2003; Goetz et al., 2007; Taxvig et al., 2007). Em
experimentos realizados com Tebuconazol em ratas, observou-se alta incidéncia de
malformacdo fetal e diminui¢do da massa corporal dos fetos (Menegola et al., 2008).
Outros efeitos conhecidos da bioacumulacdo dos triazois, sobre pardmetros
reprodutivos, sdo aumento do periodo gestacional, virilizacdo dos filhotes fémeas e
alteracOes nas concentracfes plasméticas de hormdnios esterdides (Hass et al., 2007).
A exposicdo crbnica a fungicidas triazois, em experimentos com roedores, também
estd diretamente relacionada & hepatotoxicidade, neurotoxicidade e tumorogénese
(Ward et al., 2006).

Em morcegos da espécie Artibeus lituratus, a exposicdo aguda a baixas
concentragdes de Tebuconazol (ImL/L) levou a alteragBes metabdlicas e hepaticas,
resultando em aumento do acumulo lipidico nos hepatdcitos e no tecido adiposo,
aumento da reserva protéica muscular e hepética e diminuicdo do contelido de
glicogénio no musculo peitoral (Carvalho, 2010; Machado, 2010).

S&o poucos os trabalhos encontrados que estudam o efeito desses fungicidas no

aparelho reprodutor masculino, especialmente sobre a histomorfometria testicular.
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De acordo com o Ministério da Agricultura, o Tebuconazol é classificado
toxicologicamente como extremamente toxico e, quanto & classificacdo ambiental, é

considerado muito perigoso ao meio ambiente (AGROFIT).

2.4. Testiculo

Ainda sdo poucos os estudos sobre as caracteristicas morfoldgicas dos
testiculos de morcegos, principalmente para Artibeus lituratus. Sabe-se que testiculos
de espécies de morcegos tropicais passam por migracdes sazonais entre o abddmen e
0 escroto, a fim de adequar os testiculos as flutuacbes sazonais de temperaturas as
quais estéo expostos (Morais, 2008).

O testiculo é um o6rgdo com funcdo exdcrina e enddcrina, geralmente
envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a albuginea testicular. Esta
tlnica, de maneira variada nas diferentes espécies de mamiferos, emite septos para o
interior do 6rgdo até a regido do mediastino testicular, dividindo o testiculo em
I6bulos nem sempre aparentes. O testiculo é constituido por dois compartimentos, o
tubular e o intertubular (Russell et al., 1990).

O compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo, ocupando, na
maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (Franca e Russell,
1998; Godinho, 1999). Nesse compartimento sdo encontrados os tabulos seminiferos,
0s quais séo responsaveis pela producéo dos espermatozoides. Os tubulos seminiferos
sdo constituidos, de sua porcdo externa para a interna, de tanica propria, epitélio
seminifero e ldmen, e se conectam através das duas extremidades a rete testis,
localizada na regido do mediastino testicular. Na tanica propria sdo observadas as
células midides ou peritubulares, a membrana basal e as fibras colégenas. Dois tipos
celulares de origem embrioldgica distinta estdo presentes no epitélio seminifero: as
células de Sertoli, provenientes do epitélio celomético, e as células germinativas ou
espermatogénicas, originarias do epiblasto (Karl e Capel, 1998). No limen tubular
encontram-se o0 fluido testicular, secretado pelas células de Sertoli, e os
espermatozoides (Russell et al., 1990).

Os elementos componentes do compartimento intertubular séo as celulas de
Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos, fibras do tecido conjuntivo e uma
populacdo celular varidvel, constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e
mastdcitos (Russell et al., 1990; Setchell, 1991).
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Apesar da estrutura geral do testiculo seguir um padréo relativamente rigido
para as diversas espécies de mamiferos, existem muitas variaces no que se refere a
proporcdo volumétrica dos diferentes componentes que o constituem, principalmente
em relacdo aos tubulos seminiferos, células de Leydig e disposicdo/proporcao dos
vasos sanguineos e espagos linfaticos (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Bardin,
1996).

A espermatogénese ocorre nos tubulos seminiferos, sendo um processo
complexo e bem organizado, que dura entre 40 e 60 dias, na maioria dos mamiferos
até hoje investigados (Franga e Russell, 1998). Este processo pode ser dividido em
trés fases, baseado em considera¢des morfoldgicas e funcionais: (1) fase proliferativa
(espermatogonial), na qual as células sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitoticas;
(2) fase meidtica (espermatocitogénica), na qual o material genético duplicado passa
por recombinacdo genética durante a meiose; e (3) fase de diferenciacéo
(espermiogénica), na qual as esperméatides sofrem enormes modificacdes,
transformando-se em espermatozoides, células muito especializadas e estruturalmente
equipadas para alcancar e fertilizar os ovdcitos. Cada uma destas fases dura
aproximadamente 1/3 do processo espermatogénico (Russell et al., 1990).

As células espermatogénicas ndo estdo arranjadas ao acaso no epitélio
seminifero, mas sim organizadas numa série bem definida de associacdes celulares ou
estadios, caracterizando o que chamamos de ciclo do epitélio seminifero (Leblond e
Clermont, 1952; Ortavant et al., 1977; Russell et al., 1990).

A duragdo deste ciclo é uma constante bioldgica espécie especifica, a qual esta
sob controle do genotipo da célula germinativa (Franga et al., 1995), ndo sendo
influenciada por qualquer fator conhecido (Clermont, 1972; Amann e Schanbacher,
1983). Aproximadamente 4,5 ciclos sdo requeridos para que O pProcesso
espermatogénico se complete em mamiferos, ou seja, ocorra a liberacdo dos
espermatozoides no limen do tubulo seminifero a partir de uma espermatogbnia A;
(Amann e Schanbacher, 1983; Franga e Russell, 1998).

As células de Sertoli, também presentes no epitélio seminifero, desempenham
papel fundamental na regulacdo da espermatogénese, por servir como suporte das
células germinativas em desenvolvimento, formar a barreira hematotesticular ao
compartimentalizar o epitélio seminifero, através de jungBes de oclusdo, além de
participar da liberacdo de espermatozoides no limen tubular, secretar fluidos e

proteinas, fagocitar células germinativas em degeneracéo e excessos de citoplasma
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das espermatides em espermiagdo (Russell e Griswold, 1993; Franca e Russell, 1998).
A célula de Sertoli também desempenha papel chave na mediagdo da acdo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e da testosterona na espermatogénese,
provavelmente de maneira ciclica (Russell et al., 1990).

Estudos mostram que o numero de células de Sertoli por testiculo € o principal
fator na determinacédo da produgdo espermatica e no tamanho do testiculo (Orth et al.,
1988; Hess et al., 1993; Franca et al., 1995). Tal assertiva baseia-se no fato de que as
células de Sertoli tém uma capacidade de suporte de células germinativas
relativamente fixa para cada espécie e que a populacdo deste tipo celular ndo aumenta
apds a puberdade (Steinberger e Steinberger, 1971; Orth,1982; Orth et al., 1988;
Franca e Russell, 1998).

Levando-se em consideragdo que a populacdo de células de Sertoli é estavel
ao longo dos estadios do ciclo, estas células ainda tém sido utilizadas numericamente
como ponto de referéncia para a quantificacdo e correcdo de contagem de células
germinativas (Clermont e Morgentaler, 1955; Bustos-Obregon, 1970; Shakkebak e
Heller, 1973; Franca, 1991). Constituem também a base para o estudo de alteragdes
no processo espermatogénico, em decorréncia de fatores patoldgicos e terapéuticos
(Rowley e Heller, 1971; Russell e Clermont, 1977; Sinha-Hikim et al., 1985; Russell
et al., 1990).

2.5. Células de Leydig

A célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais frequente no
compartimento intertubular, caracterizando-se como células relativamente grandes,
poliédricas e limitadas pela membrana plasmética que contém microvilos. Seu nucleo
esta localizado excentricamente no citoplasma, com um a trés nucléolos, e
usualmente apresenta forma arredondada ou oval. Granulos de cromatina condensada
formam uma camada intimamente associada ao envoltério nuclear, sendo esta uma
caracteristica universal destas células (Setchell, 1991). Durante o desenvolvimento
testicular, mais precisamente na puberdade e durante a recrudescéncia testicular em
animais sazonais, a célula de Sertoli deixa de ser modulada unicamente pelo
horménio foliculo estimulante (FSH) e, gradativamente, passa a ser modulada
também pela testosterona. Assim, como preparagdo para esta substituicdo, as células

de Leydig devem ser adequadas numérica e fisiologicamente para dar suporte ao novo
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requerimento de testosterona, sendo que o FSH parece influenciar diretamente no
desenvolvimento desta populagéo (Sharpe, 1994).

As ceélulas de Leydig encontram-se em contato intimo com o sistema de
capilares sanguineos e s3o responsaveis pela sintese e armazenamento de
testosterona, um importante horménio que promove o comportamento sexual normal
e a ocorréncia do processo espermatogénico, juntamente com os hormoénios FSH e
horménio luteinizante (LH). A testosterona também tem como papel manter a fungéo
das glandulas acessdrias, promover tanto a diferenciagdo do trato genital masculino e
da genitalia externa na fase fetal (Pelliniemi et al., 1996) quanto o aparecimento dos
caracteres sexuais secundarios e atuar na manutencdo quantitativa da
espermatogénese a partir da puberdade (Sharpe, 1994; Zirkin et al., 1994; Russell,
1996).

A producdo de testosterona pelas células de Leydig é controlada pelo LH que
se une a receptores especificos presentes na face externa das membranas das células
de Leydig e ativa a adenosina-monofosfato ciclica (CAMP). Este processo dé inicio a
ativacdo das proteinas cinases que catalisam a fosforilacgdo das proteinas
intracelulares e a mobilizacdo de precursores dos esterdides, principalmente através
da conversdo do colesterol a pregnenolona. O LH também tem efeito trofico sobre as
células de Leydig, estimulando-as a se hipertrofiar. A remocdo do LH cessa a
producdo de testosterona e leva a grande reducdo no tamanho das células de Leydig
(Bardin, 1996; Stanbenfeldt e Edqvist, 2006). A testosterona produzida pelas células
de Leydig tem uma acéo paracrina ao se difundir para os tubulos seminiferos,
atravessando facilmente a barreira hematotesticular (Goodman, 2000; Stanbenfeldt e
Edqvist, 2006). Altas concentragcfes sdo necessarias para a espermatogénese e
especialmente para o processo de meiose. A acdo dos andr6genos na espermatogénese
acontece via células de Sertoli, ja que as células germinativas ndo possuem receptores
para andrdgenos (Lyu e Handelsman, 2003).

Inimeros fatores podem influenciar na quantidade de células de Leydig por
animal, dentre os quais podem ser destacados a quantidade de LH disponivel, o
namero de receptores de LH por células, a quantidade de testosterona que a célula de
Leydig é capaz de secretar por unidade de tempo, a velocidade pela qual a
testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluidos
seminais, 0 volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona
(Russell, 1996).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Fungicidas

Os fungicidas utilizados no estudo foram o Mancozeb BR® (80% p/p), na
concentracdo 2g/L e o Folicur® (200g/L) na concentragdo 1mL/L. Os ingredientes
ativos desses fungicidas sd&o o Mancozeb e o Tebuconazol, respectivamente. As
concentracdes dos fungicidas utilizadas no experimento foram as mesmas
recomendadas pelos fabricantes para uso nas lavouras. Os fungicidas foram aplicados
nas frutas juntamente com o espalhante adesivo Polioxietileno Alquil Fenol Eter
(200g/L) na concentracdo 1mL/L, de acordo com as especificacdes do fabricante.
Tanto os fungicidas, quanto o espalhante, foram obtidos no Laboratério de Manejo

Integrado de Pragas do Departamento de Biologia Animal da UFV.

3.2. Animais e tratamento

Morcegos machos (n=28) da espécie Artibeus lituratus foram capturados na
Mata do Paraiso localizada no campus da Universidade Federal de Vigosa/MG e na
fazenda do Parque Estadual da Serra do Brigadeiro, em Araponga/MG, no periodo de
agosto a dezembro de 2009 e 2011. A coleta foi autorizada pelo IBAMA (1936505) e
pelo IEF (121/06) e foi realizada utilizando-se redes de neblina nas regides onde se
encontra pomares. Os participantes da captura dos animais possuiam conhecimento
prévio da manipulagdo dos animais e foram previamente imunizados com as vacinas
antirrdbica e antitetanica. Toda a metodologia do experimento que faz referéncia ao
uso e eutandsia dos animais foi aprovada pela Comissdo de Etica para Uso de
Animais da Universidade Feral de Vigosa — CEUA/UFV, sendo o nimero da
aprovacdo no comité 02/2012.

Apoés a captura, os animais foram mantidos em gaiolas adaptadas para sua
posicdo de repouso até o dia seguinte. Os morcegos permaneceram por um periodo de
adaptacdo de dois dias em um morcegério instalado no Museu de Zoologia da
Universidade Federal de Vigosa (Fig. 3A). Transcorrido esse periodo, os animais
foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos, descritos na Tabela 1. Durante
todo o tratamento 0s animais permaneceram no morcegario, sendo que cada grupo foi

separado espacialmente um do outro.
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Tabelal: Distribuicdo dos grupos experimentais de morcegos A. lituratus

tratados com dois tipos de fungicidas por sete ou 30 dias.

Grupos Tratamentos
GC Controle, sem fungicida e espalhante (sete dias; n=5)
GCE  Controle com espalhante adesivo Polioxietileno Alquil Fenol Eter
por sete dias (LmL/L; n=5)
GME7 Mancozeb (2g/L) + espalhante (1mL/L) por sete dias (n=6)
GTE7 Tebuconazol (ImL/L) + espalhante (1mL/L) por sete dias ( n=6)
GTE30 Tebuconazol (ImL/L) + espalhante (ImL/L) por 30 dias (n=6)

Os morcegos frugivoros foram alimentados em cativeiro diariamente as 18:00
horas, sendo a agua oferecida ad libitum. Aos animais foram oferecidas metades de
mamado, pesando aproximadamente 200g cada. As frutas destinadas aos animais do
grupo controle foram fornecidas ap6s a lavagem da casca com éagua corrente. Os
animais do grupo controle com espalhante receberam frutos lavados e imersos
somente em calda contendo o espalhante. J& os animais submetidos aos tratamentos
com fungicidas receberam frutos previamente lavados e que foram imersos,
primeiramente, em calda contendo o espalhante adesivo e, em seguida, em uma calda
preparada com Mancozeb ou Tebuconazol, dependendo do grupo.

Para minimizar a perda por contato da camada de fungicida, as porcdes de
frutas, apds serem imersas nas caldas, foram mantidas suspensas em recipientes
adaptados, evitando o contato delas com superficies (Fig. 3B). As frutas foram
ofertadas com as cascas posicionadas para cima, no intuito de simular condi¢bes mais

fiéis as da natureza (Fig. 3C e 3D).
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Figura 3: A: morcegario instalado no Museu de Zoologia da Universidade Federal de

Vicosa; B: Recipiente adaptado contendo frutos que foram imersos em caldas preparadas
com o espalhante adesivo e os fungicidas; C: metades dos mamdes prontas para serem
servidas aos animais; D: morcego Artibeus lituratus alimentando-se do fruto, o qual era
oferecido com a casca posicionada para cima no intuito de tornar as condi¢cdes em cativeiro

mais fiéis as encontradas na natureza.

3.3. Eutanasia e coleta dos 6rgaos

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina, seguido pela
pesagem da carcaca total do animal em balanca de precisdo (0,001g). A coleta dos
testiculos foi feita a partir de uma incisdo longitudinal mediana na regido ventral dos
animais. Os 6rgdos foram fixados em Karnovsky por 24 horas em temperatura

ambiente.
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3.4. Processamento histoldgico do material

Para estudos em microscopia de luz, os testiculos foram processados no
Laboratdrio de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV.
Todas as analises morfoldgicas também foram realizadas nesse local.

Apos a fixacdo por imersdo em solugdo de Karnovsky (paraformaldeido 4% e
glutaraldeido 4% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4), fragmentos testiculares foram
submetidos a uma série crescente de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e absoluto),
respeitando-se o intervalo de 30 minutos entre cada concentracdo de alcool.
Concluido o processo de desidratacdo, os 6rgdos foram incluidos em resina a base de
hidroxietilmetacrilato (Historesin®, Leica) e posteriormente mantidos em estufa a 37°
C por 24 horas.

Cortes histoldgicos foram obtidos de modo sequencial semi-seriado com 3um
de espessura (intervalo entre cortes de 39um) utilizando-se micrétomo automatico
(Reichert-Jung, Alemanha) e navalha de vidro. Os cortes foram corados com solugéo
de azul de toluidina/ borato de sédio 1% e a montagem das laminas foi feita

utilizando-se Entellan® (Merck) para analise em microscdpio de luz Olympus BX-50.

3.5. Histomorfometria testicular

3.5.1. Indice gonadossomatico (IGS)

O indice gonadossomatico (IGS) foi calculado utilizando-se os dados dos
pesos corporal e testicular para cada animal, aplicando-se estes valores a seguinte
formula: 1IGS=PG/PC x 100, em que PG corresponde ao peso gonadal e PC ao peso

corporal.

3.5.2. Proporcéao volumétrica (%) e volume dos componentes do testiculo

Como o testiculo é dividido em dois compartimentos, tubular e intertubular, as
proporcdes volumétricas entre esses elementos foram estimadas a partir da contagem
de 2.420 pontos projetados sobre as imagens obtidas em laminas histoldgicas, em
aumento de 100x. Para tal utilizou-se fotomicroscopio Olympus BX-40 e através do
programa para analise de imagens Image Pro Plus®, com uso de um reticulo de 242
intersecgdes (pontos), realizou-se a contagem de 10 campos aleatoriamente
distribuidos nos diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal. Foram
computados pontos coincidentes com a tdnica propria, o epitélio seminifero e o
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l[imen, e os pontos sobre o espago intertubular. Os resultados foram expressos em
porcentagem.

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 do parénquima testicular. O valor deste ultimo foi obtido
subtraindo-se do peso bruto do testiculo o peso da albuginea e do mediastino
testicular. Como a densidade do testiculo é em torno de 1 (Franca, 1991), o peso do
testiculo foi considerado igual ao seu volume.

Baseado nos volumes de tubulos seminiferos e nos pesos corporais foi
calculado o indice tubulossomatico (ITS) a partir da formula: ITS=VT/PC x 100,

sendo que: VT=volume do tdbulo seminifero e PC=peso corporal.

3.5.3. Didmetro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento dos
tabulos seminiferos.

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuragéo, ao
acaso, de 20 secgdes transversais de tubulos seminiferos que apresentaram contorno o
mais circular possivel. Estas medidas, expressas em pm, ndo levaram em
consideracédo o estadio do ciclo e foram realizadas utilizando-se o software de anélise
de imagens Image-Pro Plus® em aumento de 200x.

Nas mesmas seccdes utilizadas para se medir o diametro tubular mensurou-se
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
media de quatro medidas tomadas de forma diametralmente opostas expressas em
pm.

Estimou-se o comprimento total dos tlbulos seminiferos (CT), expresso em
metros, por testiculo e por grama de testiculo. O CT por testiculo foi calculado a
partir da férmula: CT=VTS/zR? em que VTS=volume total dos tdbulos seminiferos;
nR?=érea da seccdo transversal dos tabulos seminiferos e R=didmetro tubular/2. Para
célculo deste comprimento por grama de testiculo, dividiu-se o valor anterior pelo
peso testicular total. O comprimento total dos tUbulos seminiferos por testiculo
(CTT), também expresso em metros, foi obtido multiplicando-se o CT por testiculo
por dois (Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski, 1974).
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3.5.4. Proporcéo volumétrica e volume dos elementos do intertibulo

Avaliou-se o intertibulo registrando-se 1.000 pontos sobre o nucleo e
citoplasma das células de Leydig, vasos sanguineos, espaco linfatico e tecido
conjuntivo. Estas contagens foram feitas utilizando-se o programa para analise de
imagens Image pro Plus®, associado ao fotomicroscopio Olympus BX-40.

O percentual de cada elemento do intertabulo foi obtido multiplicando por 100
0 nimero de pontos contados sobre este elemento, e dividindo o valor por 1.000. O
volume que o elemento ocupa no parénquima testicular, expresso em mL, foi obtido
multiplicando-se a porcentagem desse elemento no intertibulo pelo peso do

parénquima testicular, dividindo-se esse valor por 100.

3.5.5. Morfometria de células de Leydig

O diadmetro nuclear médio das células de Leydig foi mensurado em imagens
capturadas com objetiva de 40x. Trinta nlcleos de células de Leydig foram
mensurados por animal, utilizando-se o programa para anélise de imagens Image Pro
Plus®, escolhendo-se o0s nucleos que apresentaram contorno circular, cromatina
perinuclear padrdo e nucléolos evidentes. A propor¢do nucleo-plasmatica foi obtida
através da propor¢do volumétrica dos elementos do interttbulo.

Foram calculados os volumes nuclear e citoplasmatico e, consequentemente, o
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 calculo do volume
citoplasmético (VC) utilizou-se a formula: VC= % citoplasma x VN/%n0cleo.
Finalmente o volume celular foi obtido somando-se o0 VN e o VC. Estes valores
foram expressos em micrometros clbicos (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 & massa corporal, foi calculado o indice leydigossomatico (ILS), utilizando-se
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a formula: ILS=volume total de células de Leydig por parénquima testicular/PC x

100, em que PC=peso corporal.

3.6. Analises Estatisticas

Os dados utilizados nesse experimento referentes as médias e aos desvios
padrdo foram obtidos utilizando a funcéo estatistica do programa Microsoft Office
Excel® 2003. As médias entre os grupos foram submetidas & analise de variancia
(ANOVA), sendo posteriormente comparadas pelo teste de Student Newman-Keuls

ao nivel de significncia de 5%, utilizando-se o programa STATISTICA.

4. RESULTADOS

4.1. Peso corporal, testicular e indice gonadossomatico:

Os valores médios obtidos para peso corporal, peso testicular total e indice
gonadossomaético estdo mostrados na Tabela 2. N&o foi observada diferenca entre os
grupos para estes parametros (p>0,05), assim como para as médias encontradas para o
peso da albuginea, peso do parénquima testicular e percentual de albuginea nos
testiculos (Tab. 3).

Tabela 2: Peso corporal (PC) e testicular (PT) e indice gonadossomatico
(IGS) de Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e
Tebuconazol (p>0,05).

Grupos PC (9) PT (9) IGS (%)
GC 71,44 £ 3,77 0,29 +£0,12 0,40 +£0,17
GCE 77,59 £ 6,22 0,30+£0,12 0,38+0,14
GME7 76,46 £ 4,19 0,27 £ 0,07 0,35+0,09
GTE7 77,14 £ 4,86 0,31 +0,09 0,40+0,12
GTE30 77,88 £5,34 0,17 £ 0,04 0,22 +0,05

Média e desvio-padrdo; GC: animais sem aplicacdo de fungicidas e
espalhante adesivo (controle 7 dias); GCE: animais com aplicacdo do
espalhante adesivo (controle 7 dias); GMET7: animais expostos ao
Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol
ImL/L por 7 dias; GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30
dias.
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Tabela 3: Peso médio da albuginea (PA) e do parénquima testicular (PPT)
e percentual de albuginea (A) nos testiculos de Artibeus lituratus expostos

aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol (p>0,05).

Grupos PA (9) PPT (g) A (%)
GC 0,011 + 0,003 0,27+0,11 8,13+ 1,89
GCE 0,013 + 0,004 0,27+0,11 9,09 £1,25
GMET7 0,012 + 0,005 0,25+ 0,07 9,18 £ 3,61
GTE7 0,012 + 0,003 0,28 £0,08 8,16 £1,94
GTE30 0,009 = 0,005 0,15+0,03 10,09 £ 3,81

Média e desvio-padrdo; GC: animais sem aplicacdo de fungicidas e
espalhante adesivo (controle 7 dias); GCE: animais com aplicacdo do
espalhante adesivo (controle 7 dias); GME7: animais expostos ao
Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol
ImL/L por 7 dias; GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por
30 dias.

4.2. Morfometria do tibulo seminifero

As médias obtidas para a proporcéo volumétrica e o volume dos componentes
do parénquima testicular estdo mostradas na tabela 4. Os animais expostos ao
Tebuconazol por 30 dias apresentaram menor porcentagem de tubulo seminifero no
parénquima testicular que os animais dos grupos controle sem e com espalhante
(p<0,05). Este grupo de tratamento crénico também apresentou menor percentual
medio do indice tubulossomatico que o grupo controle sem espalhante e fungicida
(p<0,05). J& no que se refere a porcentagem de intertGbulo no parénquima testicular,
0s animais expostos ao Tebuconazol (30 dias) apresentaram valores maiores do que
0s animais dos grupos controle, com e sem espalhante (p<0,05). N&o foram
encontradas diferencas entre as medias dos grupos para os volumes totais dos tibulos
seminiferos e do intertdbulo (p>0,05).

Considerando 0os componentes presentes no compartimento tubular (Tab. 5),
verificou-se que os animais expostos ao Tebuconazol por 30 dias apresentaram menor
valor médio para a porcentagem de epitélio seminifero em relacdo aos animais dos
grupos controle, sem e com espalhante adesivo (p<0,05). J& os percentuais de limen e

thnica prépria ndo apresentaram diferencas entre os grupos (p>0,05).
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Tabela 4: Propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima testicular, dos volumes

totais dos tubulos seminiferos e do compartimento intertubular e do indice tubulossomatico

(ITS) dos testiculos de Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol.

Grupos TS (%) INT (%) VTTS (mL) VTI (mL) ITS (%)
GC  9042+206° 958+206° 024+011° 0,024+0008 0,34+0,15°
GCE 88914258 11,09+258° 024+0,09° 0031+0017% 0,31+0,11%
GME7 8521+369™ 14,79+369® 021+006° 0,038+0,018 0,27 +0,07%
GTE7 86,38 +4,35" 1362+435" 025+008 0,037 +0,011° 0,32+0,11*
GTE30 8159+337° 1841+3,37° 013+0,03* 0,028+0,009° 0,16 +0,003"

Média e desvio-padrio; *"Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo

teste de Student Newman-Keuls; GC: animais sem aplicagdo de fungicidas e espalhante adesivo

(controle 7 dias); GCE: animais com aplicacdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GMET:

animais expostos ao Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol

ImL/L por 7 dias; GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias; TS: tdbulos

seminiferos; INT: intertGbulo; VTTS: volume total dos tibulos seminiferos; VTI: volume total

do intertubulo; ITS: indice tubulossomatico.

Tabela 5: Percentual dos componentes do compartimento tubular dos testiculos de

Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol.

Grupos ES (%) L (%) TP (%)
GC 79,55 + 1,84° 9,30 + 0,85 1,58 + 0,50°
GCE 77,95 + 2,56° 9,35 + 0,62 1,61 +0,21°
GME7? 74,86 + 2,99% 9,02 +1,71° 1,34 + 0,39
GTE7 74,44 + 457 10,35 + 1,51° 1,60 + 0,16°
GTES30 70,65 + 3,28" 9,32 +1,11° 1,62 + 0,19

Média e desvio-padrao; 2P| etras diferentes na mesma coluna diferem entre si

(p<0,05) pelo teste de Student Newman Keuls; GC: animais sem aplicacdo de

fungicidas e espalhante adesivo (controle 7 dias); GCE: animais com aplicagéo do

espalhante adesivo (controle 7 dias); GME7: animais expostos ao Mancozeb 2g/L

por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 7 dias; GTE30:

animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias; ES: epitélio seminifero; L:

[Gmen; TP: tanica propria.
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Na tabela 6 encontram-se as médias dos grupos quanto ao didmetro dos
tibulos seminiferos, altura do epitélio seminifero, comprimento dos tubulos
seminiferos por testiculo e por grama de testiculo e comprimento total dos tubulos
seminiferos. Enquanto os valores médios para altura do epitélio seminifero,
comprimento dos tUbulos seminiferos por testiculo e por grama de testiculo e
comprimento total dos tubulos seminiferos ndo variaram entre os grupos (p>0,05), o
diametro tubular médio foi menor nos animais tratados com Tebuconazol por 30 dias,
quando comparado ao valor médio obtido para os animais dos grupos controle sem

espalhante, tratados com Mancozeb e Tebuconazol, ambos por sete dias (p<0,05).

Tabela 6: Média e desvio-padrdo do diametro tubular (DT), da altura do epitélio seminifero
(AES), dos comprimentos dos tibulos seminiferos por testiculo (CTST) e por grama de testiculo
(CTSGT) e do comprimento total dos tdbulos seminiferos (CTTS) dos testiculos de Artibeus

lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol.

Grupos DT (um) AES (um) CTST(m) CTSGT (m) CTTS (m)
GC 201,46 +26,28%° 70,03+9,17* 3,61+0,70° 27,03+6,51* 7, 23+141°
GCE 187,49 +2447® 67,74+10,30° 4,35+145% 30,75+9,80° 870 +2,90°
GME7  18520+7,94* 70,35+3,42% 384+0,75° 2884+269% 7,69+1,49°
GTE7 18517 +15,70* 70,76 +4,91° 4,47+0,90° 29,89+478" 894+1,79°
GTE30 158,81 +8,65° 6155+268" 3,14+044% 3743+581° 6,27 +0,88°

2D etras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Student Newman
Keuls. GC: animais sem aplicacdo de fungicidas e espalhante adesivo (controle 7 dias); GCE:
animais com aplicagdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GMET7: animais expostos ao
Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 7 dias; GTE30:

animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias.

A anélise histologica dos testiculos dos morcegos mostrou que todos 0s
animais, independente do grupo, apresentaram tabulos seminiferos integros, com
morfologia normal e com células germinativas em diferentes estagios da
espermatogénese (Fig. 5). Embora ndo quantificados, todos os animais exibiram

espermatozoides no limen e espermétides alongadas no epitélio seminifero.
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Figura 5: SeccOes transversais do testiculo de
8| Artibeus lituratus tratados com Mancozeb e
Tebuconazol evidenciando o tubulo seminifero.
A: grupo controle 07 dias; B: grupo controle 07
dias com espalhante adesivo; C: grupo tratado
com Mancozeb 2g/L por 07 dias; D: grupo
tratado com Tebuconazol 1mL/L por 07 dias;
E: grupo tratado com Tebuconazol 1mL/L por
30 dias. ES: epitélio seminifero; I: intertGbulo;
*: [Gmen do epitélio seminifero; # : tlnica
#| propria; Azul de toluidina - borato de sodio
1 1%. Barra: 50pum.
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4.3. Avaliagdo morfométrica dos elementos do intertibulo

Em relagdo & morfometria do intertibulo, a proporcdo volumétrica de
ocupacdo por cada um dos elementos intertubulares est4d mostrada na tabela 7.
Considerando-se o percentual de célula de Leydig e do nucleo dessas células no
intertibulo, ndo foram encontradas diferencas entre as medias dos grupos (p>0,05).
Entretanto, ao se analisar a proporcdo de citoplasma de célula de Leydig no
intertibulo, observou-se reducdo dessa propor¢do nos animais tratados com
Tebuconazol por 30 dias, quando comparados aos animais do grupo controle com
espalhante e tratados com Mancozeb por sete dias (p<0,05). Animais tratados com
Tebuconazol por 30 dias também apresentaram maior percentual de vasos sanguineos
que os animais controle sem tratamento com espalhante e reducéo no percentual de
espago linfatico, quando comparado aos animais tratados com Tebuconazol por sete
dias (p<0,05). N&o foi encontrada diferenga entre 0s grupos quanto a proporcdo de

tecido conjuntivo presente no intertibulo (p>0,05).

Tabela 7: Média e desvio-padrdo dos percentuais de célula de Leydig (CL) e de componentes do
compartimento intertubular dos testiculos de Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e

Tebuconazol.

Grupos  CL (%) NCL (%)  CCL (%) VS (%) EL (%) TC (%)
GC  83,88+2,27% 22,94+454* 6094 +3,65" 10,56+ 210" 5,06+0,86® 0,50 +0,10°
GCE 83,08+4,72% 2120+459* 61,88 +527% 12,24 +3,36" 4,30 +2,27* 0,38 +0,31°
GME7 8377+274% 20,52 +447% 63,25+592° 11,75+252% 4,23 +122® 0,25+ 0,29°
GTE7 81,15+4,24% 2268+291% 5847 +3,06° 1253+3,31" 6,10+1,33% 0,22 +0,19°
GTE30 80,35+4,10° 2578+3,89° 5457 +245° 16,07+322" 337+1,16° 0,22+0,17°

*PL_etras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Student Newman Keuls;
GC: animais sem aplicacdo de fungicidas e espalhante adesivo (controle 7 dias); GCE: animais com
aplicagdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GME7: animais expostos ao Mancozeb 2g/L por 7
dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 7 dias; GTE30: animais expostos ao
Tebuconazol 1mL/L por 30 dias; CL: celula de Leydig; NCL: ndcleo de célula de Leydig; CCL:

citoplasma de célula de Leydig; VS: vaso sanguineo; EL: espaco linfatico; TC: tecido conjuntivo.
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Na tabela 8 estdo mostrados os percentuais dos elementos do intertibulo no
parénquima testicular de Artibeus lituratus. Os animais tratados com Tebuconazol (30
dias) apresentaram maior percentual de célula de Leydig no testiculo em relagdo aos
animais dos dois grupos controles (p<0,05). Este mesmo grupo (Tebuconazol 30 dias)
também apresentou maior proporcdo de vasos sanguineos no testiculo, quando
comparados a todos 0s outros grupos (p<0,05). Como j& observado anteriormente, o
intertibulo desse grupo (Tebuconazol 30 dias) foi encontrado em maior proporgao
(p<0,05) no testiculo do que nos dois grupos controles. Ndo foram observadas

diferencas entre 0s grupos para os percentuais de espaco linfatico e de tecido

conjuntivo (p>0,05).

Considerando-se o volume médio total de cada elemento do intertibulo no

parénquima testicular, mostrados na tabela 9, ndo foram observadas diferencas entre

as médias (p>0,05).

Tabela 8: Média e desvio-padrdo dos percentuais de célula de Leydig (CL), vaso sanguineo

(VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo (TC) e de intertibulo (INT) no parénquima

testicular de Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol.

Grupos CL (%) VS (%) EL (%) TC (%) INT (%)
GC 8,05+179°  1,01+031° 047+0,006%° 005+0,02% 9,58+ 206°
GCE  9,16+192* 137+060° 051+035 004+0,04° 11,09 +2,58°
GME7 12,44+325® 169+0,36° 062+0,25° 0,04+0,05 14,79 +3,69%
GTE7 11,17+391* 161+033* 082+0,29"° 0,02+0,02° 13,62 +4,35"
GTE30 14,74+254" 298+085" 0,64+030° 0,04+0,03* 1841+337"

2P etras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Student Newman

Keuls; GC: Animais sem aplicagdo de fungicidas e espalhante adesivo (controle 7 dias);

GCE: Animais com aplicacdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GMET7: animais

expostos ao Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 7

dias; GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias.
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Tabela 9: Média e desvio-padrdo do volume total (mL) de célula de Leydig (CL), vaso
sanguineo (VS), espaco linfatico (EL) e tecido conjuntivo (TC) no parénquima testicular de

Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol (p>0,05).

Grupos CL (mL) VS (mL) EL (mL) TC (mL)
GC 0,020 = 0,007 0,0026 + 0,0011 0,0012 +0,0005 0,00012 + 0,00003
GCE 0,025 + 0,013 0,0037 + 0,0019 0,0016 +0,0016  0,00014 + 0,00017
GME7 0,032 +£0,015 0,0043 + 0,0018 0,0016 +0,0010 0,00011 + 0,00017
GTE7 0,030 £ 0,09 0,0045 + 0,0015 0,0023 +0,0010  0,00006 + 0,00005
GTE30 0,023 +0,008 0,0045 + 0,0013 0,0010 +0,0005 0,00006 + 0,00005

GC: animais sem aplicagdo de fungicidas e espalhante adesivo (controle 7 dias); GCE:
animais com aplicacdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GME7: animais expostos ao
Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 7 dias;
GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias.

A andlise histolégica da regido do intertibulo dos testiculos dos morcegos
mostrou que todos os animais, independente do grupo, apresentaram essa regido

integra e organizada, podendo ser observados todos os seus componentes (Fig. 6).

4.4. Morfometria de células de Leydig

Os resultados referentes as médias dos grupos em relacdo ao didmetro nuclear
de célula de Leydig, volumes nuclear e citoplasmético de célula de Leydig, volume
celular de Leydig e volume de celula de Leydig por grama de testiculo estdo descritos
na tabela 10. Animais tratados com Tebuconazol por 30 dias apresentaram valores
meédios para didmetro nuclear e volumes (nuclear, citoplasméatico e celular) das
células de Leydig menores que os encontrados para animais tratados com Mancozeb
por sete dias (p<0,05). O volume ocupado por células de Leydig por grama de
testiculo foi menor nos animais tratados com Tebuconazol por 30 dias em relacdo aos
dois grupos controle (p<0,05).

O valor médio referente ao nimero de células de Leydig por grama de
testiculo foi maior nos animais tratados com Tebuconazol por 30 dias (Tab. 11)
quando comparado aos demais tratamentos e aos controles (p<0,05). Nd&o foram
observadas diferengas entre as médias dos grupos em relacdo ao numero total de

células de Leydig e indice leydigossomético (p>0,05; Tab. 11).
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lituratus tratados com fungicidas
mostrando o intertibulo. A: grupo controle 7
dias; B: grupo controle 7 dias com espalhante;
C: grupo tratado com Mancozeb 2g/L por 7
dias; D: grupo tratado com Tebuconazol 1mL/L
por 07 dias; E: grupo tratado com Tebuconazol

®l ImL/L por 30 dias. T: tdbulo seminifero; I:

intertGbulo; vs: vaso sanguineo; CL: células de
] Leydig; C: citoplasma de célula de Leydig;p>:
| ntcleo de célula de Leydig; «: espaco linfatico;
=p: tecido conjuntivo. Azul de toluidina -
borato de sodio 1%. Barra: 30pum.
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Tabela 10: Didmetro nuclear (DN) e volumes nuclear (VN), citoplasmético (VCIT) e celular (VC)
das células de Leydig, bem como volume ocupado pelas células de Leydig por grama de testiculo

(VCGT) de Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e Tebuconazol.

Grupos DN (um) VN (um?) VCIT (um®) VC (um?) VCGT (mL)
GC 823+0,64™ 296,63 +69,19® 839,11 +330,13®® 1135,73 +396,94®® 0,07 +0,02°
GCE 8,04 +051%® 27496 +51,82% 874,18 +44251® 1149,13 +483,28®° 0,08 +0,02°
GME7 8,65+0,22% 33988 +2663% 1097,30+312,82* 1437,18 +308,08% 0,11 +0,03®
GTE7 8,02+054® 27307 +5447® 708,11 + 144,43 981,18 +190,28"° 0,10 + 0,04%®°
GTE30 7,79+0,37° 24905+ 3356° 540,21 +12629° 789,25+ 151,36° 0,13 +0,02°

Média e desvio-padréo; ®° Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste de
Student Newman Keuls. GC: animais sem aplicagdo de fungicidas e espalhante adesivo (controle 7
dias); GCE: animais com aplicacdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GME7: animais
expostos ao Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 7 dias;

GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias.

Tabela 11: Média e desvio-padrdo do nimero total de células de Leydig (NTL), do
nimero de células de Leydig por grama de testiculo (NGT) e do indice

leydigossomaético (ILS) em Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb e

Tebuconazol.
Grupos NTL (x 10°) NGT (x 10° ILS (%)
GC 18,60 + 4,63° 74,98 + 37,81° 0,028 + 0,009
GCE 21,35 +2,88° 75,07 + 26,78 0,032 +0,017°
GME7 21,64 + 8,05 79,55 + 18,67° 0,041 +0,018°
GTE7 30,28 + 7,05° 103,56 + 31,17° 0,039 + 0,014
GTES30 31,33 + 17,042 175,79 + 60,55" 0,029 + 0,008

2PLetras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Student
Newman Keuls. GC: Animais sem aplicagdo de fungicidas (controle 7 dias); GCE:
Animais com aplicacdo do espalhante adesivo (controle 7 dias); GMET7: animais
expostos ao Mancozeb 2g/L por 7 dias; GTE7: animais expostos ao Tebuconazol

ImL/L por 7 dias; GTE30: animais expostos ao Tebuconazol 1mL/L por 30 dias.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que, quando morcegos Artibeus
lituratus foram tratados com Mancozeb e Tebuconazol durante sete e/ou 30 dias,
somente foram encontradas alteragdes morfométricas testiculares nos animais tratados
cronicamente com Tebuconazol.

Em relacdo aos tUbulos seminiferos, apesar de ndo ter sido encontrada
diferenca estatistica para o seu comprimento total, tanto em relagdo ao testiculo
quanto por grama de testiculo, bem como seu volume, observou-se que animais
tratados cronicamente com Tebuconazol apresentaram menor percentual de tubulos
seminiferos por parénquima testicular que animais dos dois grupos controle. Essa
redugdo coincidiu com o aumento do percentual de intertdbulo (por parénquima
testicular) e com a diminuicdo do didmetro tubular. Com relagdo & proporcéo
volumétrica dos componentes tubulares, epitélio seminifero, limen e tunica propria,
somente o primeiro apresentou redugdo no seu percentual, o que pode estar mais
relacionado & reducéo do didmetro tubular do que com alteragdes na altura do epitélio
seminifero que, no presente estudo, ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos. Além disso, o indice tubulossomético foi menor nos animais tratados com
Tebuconazol (30 dias) que em animais do grupo controle sem fungicida e sem
espalhante. Ndo foram encontrados na literatura trabalhos que tenham avaliados esses
pardmetros em morcegos, principalmente analisando efeitos de agrotdxicos dessa
classe de triazois. Em animais de laboratorio esses estudos sdo escassos.

O que podemos sugerir para tentar explicar os resultados encontrados, em
relagdo a esses parametros em questdo, seria 0 mecanismo de agdo do Tebuconazol.
Esse antifingico atua causando perturbages na sintese do ergosterol, um
componente essencial da membrana plasmética de fungos. A enzima envolvida é a
esterol 14a-desmetilase, a qual € um membro da superfamilia das heme-proteinas
citocromo P450 (Espinel-Ingroff, 1997; Joseph-Horne e Hollomon, 1997;
Georgopapadakou, 1998). Porém, essa enzima ndo € expressa somente em fungos,
mas também encontrada desde bactérias até mamiferos (Stromstedt et al., 1996;
Nitahara et al., 1999; Debeljak et al., 2000; Kojima et al., 2000). Em animais, a
reacdo catalisada pela esterol 14a-desmetilase faz parte da via metabdlica que leva a
sintese do colesterol. O colesterol, por sua vez, é substrato para a producdo de muitos

outros esterdis, como por exemplo, os hormdnios esterdides (Byskov et al., 1995).
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Outra enzima que tem sua agdo bloqueada por este agrotoxico é a aromatase
(Vinggaard et al., 2000; Andersen et al., 2002), uma enzima P450 envolvida na
esteroidogénese. A aromatase converte andrégenos, como androstenediona e
testosterona, em estrégenos, como estrona e estradiol (Conley e Hinshelwood, 2001).
Em mamiferos, ela é expressa no cérebro e nas gbnadas, mas também é encontrada
na placenta e nos tecidos adiposo e 6sseo (Conley e Hinshelwood, 2001).

Estudos mostram que a manutencdo do epitélio seminifero do compartimento
tubular é altamente dependente da concentragdo de testosterona local (Griswold e
Skinner, 2004). Esta testosterona é convertida por células germinativas, como
espermatdcitos, espermatides arredondadas e alongadas, em estrdgenos, que atuam
de forma paracrina sobre as células de Sertoli, estimulando a liberagdo de fatores que
regulam o desenvolvimento dessas células e, consequentemente, influenciam a
producdo espermatica (Nitta et al., 1993; Levallet et al., 1998; Robertson et al.,
1999).

Joshi e Gulati (2005), ao avaliar ratos submetidos ao tratamento com
Tebuconazol 175mg/Kg/dia por 30 dias, observaram diminuicdo da densidade
espermatica nos testiculos e na cauda do epididimo, quando comparados ao grupo
controle. Os autores citam que essa reducdo espermatica ocorreu devido a diminuigdo
da concentracdo testicular de testosterona, essencial para completar a meiose e a
espermiogénese nas células germinativas (Griswold e Skinner, 2004). Ratos adultos
cujas mées receberam tratamento com o fungicida triazol epoxiconazol 15mg, durante
a gestacdo, também apresentaram reduzido nimero de espermatozoides no sémen,
quando comparados ao controle (Taxvig et al., 2007). Portanto, a inibi¢&o da esterol
14a-desmetilase, juntamente com a falta de conversdo da testosterona em estrogeno,
pelo efeito inibitério do Tebuconazol sobre a enzima aromatase, podem ter
influenciado as alteragdes encontradas para o compartimento tubular. Robertson e
colaboradores (1999) observaram reducdo do volume do epitélio seminifero em ratos
nocaute para aromatase com um ano de idade.

A contagem de células germinativas € um tipo de anélise que poderia ajudar a
explicar as alteragdes tubulares, pois a diminuicdo na porcentagem de epitélio
seminifero pode ter ocorrido devido a reducdo do nimero dessas células, o que
levaria, consequentemente, a reducdo do didmetro dos tubulos seminiferos. Segundo
Griswold e Skinner (2004) a manutencdo das células germinativas € altamente

dependente de testosterona, ocorrendo apoptose das mesmas a partir de trés a quatro

34



dias apds a auséncia desse horménio no organismo. Estudos citam que a interrupgdo
da espermatogénese em ratos nocaute para aromatase pode ser causada pela
deficiéncia desta enzima nas células de Leydig, do epitélio seminifero ou de ambos
(Tsai-Morris et al., 1985; Janulis et al., 1996; Robertson et al., 1999).

A diminuicéo do percentual dos tibulos seminiferos permitiu uma expanséo
do percentual do intertibulo no parénquima testicular dos animais tratados com
Tebuconazol por 30 dias, em relagdo aos animais dos dois grupos controle. O
intertibulo é composto por células de Leydig, vasos sanguineos, espaco linfatico e
por tecido conjuntivo (Russell et al., 1990; Setchell, 1991). A expansao do intertibulo
pode ter se dado devido a alteracbes observadas nos parametros morfométricos das
células de Leydig. Nestas, foi observada reducdo na proporcdo de citoplasma de
célula de Leydig nos animais tratados com Tebuconazol (30 dias), quando
comparados aos animais do grupo controle com espalhante e tratados com Mancozeb
(sete dias). Essa reducdo provavelmente ocorreu devido & menor atividade sintética
destas células, o que levou a reducdo nas quantidades de organelas presentes e
consequente reducdo do seu volume citoplasmético. Sabe-se que a redugdo da sintese
de testosterona pela célula de Leydig é acompanhada pela reducdo do seu tamanho
(Stabenfeldt e Edqgvist, 2006). Tal fato poderia explicar a redugdo que ocorreu nas
células de Leydig dos animais tratados com Tebuconazol por 30 dias quanto as
mensuracdes do didmetro nuclear, volume nuclear, volume citoplasmético e volume
celular em relagdo ao grupo tratado com Mancozeb (sete dias). Para compensar a
redugdo do volume celular (Tebuconazol 30 dias), houve hiperplasia das células de
Leydig, que foram mais numerosas neste grupo, 0 que contribuiu para que elas
apresentassem maior percentual no parénquima testicular, quando comparado aos
dois grupos controles.

Robertson e colaboradores (1999) observaram, apos inibigdo da aromatase em
ratos, hipertrofia e hiperplasia das células de Leydig, culminando com aumento do
volume celular. Eles propuseram que esta inibicdo causou distlrbios nas
concentragdes de certos hormdnios, como o LH, induzindo a proliferagdo das células
de Leydig. No presente estudo, a hiperplasia das células de Leydig encontrada nos
animais tratados com Tebuconazol por 30 dias pode ser explicada como um
mecanismo compensatério do organismo na tentativa de aumentar a sintese da
testosterona. O tratamento de ratos e cdes com inibidores de aromatase induziu

diferentes alteragdes testiculares nas células de Leydig. Em cées houve hipertrofia e
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hiperplasia, enquanto que em ratos ndo foram observados efeitos nessas células. A
diversidade de respostas em diferentes espécies ao tratamento com inibidores de
aromatase pode ser explicada por diferentes mecanismos de regulagdo da secrecéo de
gonadotrofinas pela pituitaria (Walker e Nogues, 1994).

No intertubulo, além do aumento da propor¢do de células de Leydig no
parénquima testicular, os animais tratados com Tebuconazol por 30 dias, quando
comparados aos grupos controle, apresentaram aumento da proporcdo de vasos
sanguineos, o que também contribuiu para o aumento do percentual desse
compartimento. Um fator que poderia causar esse aumento proporcional de vasos
sanguineos seria a ocorréncia de reacdo inflamatoria, mas ndo foram observados
infiltrados inflamatdrios nem aumento no nimero de mastécitos locais.

Os resultados obtidos no presente estudo ndo mostraram alteracdo em
pardmetros macroscopicos, como pesos corporal, testicular, do parénquima testicular
e da albuginea, além do percentual de albuginea e do indice gonadossomético dos
animais tratados, independente do fungicida utilizado e do periodo de tratamento.
Apesar disso, observou-se que animais tratados com Tebuconazol (30 dias)
apresentaram valores inferiores para indice gonadossomatico e pesos testicular e do
parénquima testicular, quando comparados aos valores obtidos para os demais
tratamentos. Isso sugere que este fungicida pode reduzir esses valores, se aplicado por
mais tempo. A reducdo do peso testicular foi demonstrada em experimentos
realizados por Robertson et al. (1999), em ratos nocaute para aromatase de um ano de
idade, e por Joshi e Gulati (2005), que submeteram ratos ao tratamento com
Tebuconazol (30 dias) na dosagem de 175mg/Kg/dia/gavagem. Joshi e Gulati (2005)
observaram também redugdo de outros drgéos, como epididimo, vesicula seminal e
prostata, todos androgeno-dependentes, além de auséncia de alteracdo do peso
corporal, como no presente estudo.

Taxvig e colaboradores (2007), realizando um estudo sobre a reproducdo de
ratos nascidos de fémeas tratadas com Tebuconazol (0, 50 ou 100
mg/Kg/gavagem/dia) durante a gestacdo, observaram que doses mais altas causaram
reducdo do ganho de peso corporal das fémeas prenhes, aumento do tempo de
gestacdo, perda de fetos e morte de filhotes recém-nascidos. Nestes foi observada
feminilizacdo dos machos e reducdo da concentragdo de testosterona. Os poucos
filhotes que conseguiram chegar & maturidade sexual apresentaram redugdo dos

testiculos e alteracfes histologicas, como necrose e fibrose. Esses resultados mostram
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que, em altas concentragdes, este fungicida age como disruptor enddcrino (Taxvig et
al., 2007). Vale ressaltar que os efeitos sobre a fertilidade, comportamento sexual e
desenvolvimento dos 6rgdos reprodutores sdo dependentes da dose e do tempo de
exposicéo (Zarn et al., 2003).

Joshi e Gulati (2005), assim como Taxvig et al. (2007), associaram o
tratamento crdnico com Tebuconazol & diminui¢do na concentracdo de testosterona e
aumento de colesterol e de proteinas testiculares. Tal fato pode ter ocorrido devido a
inibicdo de enzimas da via de sintese da testosterona pelo Tebuconazol. Embora as
concentracdes de testosterona dos morcegos ndo tenham sido avaliadas no presente
estudo, considerando a agéo disruptora da homeostase de testosterona comprovada
dos fungicidas azéis (Goetz al., 2007), incluindo o Tebuconazol (Joshi e Gulati, 2005;
Taxvig et al., 2007), somos levados a pensar que tal horménio pode ter sofrido
alteracbes em suas concentragdes no presente estudo. Anélises hormonais serdo feitas
para comprovar essa ideia.

Animais tratados com Tebuconazol por sete dias ndo apresentaram alteragdes
morfométricas testiculares quando comparados ao grupo controle. A auséncia de
alteragcdes pode ser explicada pelo fato do Tebuconazol ter baixa toxicidade aguda
(WHO, 1995; Shen et al., 2012). Isto se deve a sua rapida degradacdo em varios
tecidos, como o figado, com excecdo do coracdo e cerebro (Zhu et al., 2007). A
degradacdo é bastante complexa e dependente de NADPH, sendo recentemente
entendido seu processo. Estudos sobre a bioacumulagdo do Tebuconazol mostram
que isdmeros deste fungicida se acumulam e biotransformam em peixes, quando em
aguas contaminadas (Liping, 2002; Konwick et al., 2006; Zhu et al., 2007). A
eliminacdo de 95% dos metabolitos desse fungicida pelos peixes demora
aproximadamente 105 dias, permitindo-se, entdo, seu consumo (Andreu-Séanchez et
al., 2010).

Em relacdo ao Mancozeb, todas as analises morfométricas realizadas ndo
apresentaram alteracdes, quando comparadas ao grupo controle. Diversos estudos ja
foram realizados testando-se os efeitos do Mancozeb, bem como outras substancias
da classe dos ditiocarbamatos, sobre o aparelho reprodutor de ratos e camundongos,
em diferentes concentracdes e periodos de exposicdo. Ksheerasagar e Kaliwal (2003),
estudando os efeitos do Mancozeb sobre testiculos de camundongos
(800mg/Kg/dia/gavagem durante 5, 10, 20 e 30 dias), observaram que alteragdes

testiculares ocorreram somente apds 20 dias, sendo os principais efeitos reducdo do
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peso testicular, reducdo no nimero de espermatogdnias e de espermatides, reducéo no
didmetro dos espermatdcitos e das espermaétides, inibicdo da espermatogénese e
desorganizagéo do tecido intersticial. Diversos pesquisadores, ao expor cronicamente
ratos ou camundongos ao Mancozeb, identificaram efeitos negativos nos testiculos,
como reducdo do peso testicular, reducdo no volume das células de Leydig, nimero e
didmetro de células da linhagem germinativa, inibicdo da espermatogénese, redugdo
do peso da prostata e epididimo, além de degeneragdo nos tubulos seminiferos e
diminuicdo no nimero de espermatozoides (Khan e Sinha, 1994; Kackar et al., 1997;
Ksheerasagar e Kaliwal, 2010). Sakr et al. (2009) observaram, apds quatro e seis
semanas de exposicdo a esse fungicida, alteracbes morfométricas e histopatoldgicas
nos testiculos de ratos, como diminui¢do no didmetro dos tdbulos seminiferos e na
altura do epitélio, reducdo do nimero de espermatozdides, degeneragdo das células de
Leydig e dilatacdo dos vasos sanguineos.

Estudos com o fungicida Mancozeb tém mostrado que seus efeitos biol6gicos
sdo ocasionados por seus metabolitos, principalmente o dissulfeto de carbono e a
etilenotiuréia (ETU). O dissulfeto de carbono, quando administrado cronicamente
por via intra-peritoneal, causa diminuigdo nas concentragdes de testosterona,
alteragdes degenerativas testiculares, afetando a espermatogénese e desorganizacao
epididiméaria (Kumud et al., 1999). Nao foram encontrados estudos sobre o efeito
diretos da ETU sobre a fisiologia da reproducdo em machos. Sabe-se que a ETU, ao
ser ingerida, € rapidamente absorvida no trato gastrointestinal e logo aparece no
sangue de ratos tratados com 100mg/kg/PC. Apds 48 horas, aproximadamente 82-
99% da dose oral € eliminada, via urina, e apenas 3% esta presente nas fezes, via
eliminag&o biliar (Kato et al., 1976; Rose et al., 1980). Estudos com administracéo de
Mancozeb em animais de experimentagdo revelaram que a maior parte da dose
ingerida é eliminada inalterada pelas fezes e 15,5% é biotransformada e eliminada na
urina na forma de ETU (Kurttio et al., 1990; Canossa, 1993).

Em ratos, o metabolismo da ETU ocorre, preferencialmente, pela via da
flavina monooxigenase (FMO), uma enzima microssomal que requer NADPH para
oxidar a ETU. Essa metabolizacdo pelo sistema FMO é rapida, contribuindo para a
baixa toxicidade aguda e teratogenicidade exibida por ratos expostos a fungicidas
EBDC (Devereaux e Fouta, 1975; Sum e Kasper, 1982; Montellano, 1988; Decker e
Doerge, 1991). Embora a ETU seja metabolizada rapidamente, a ligagdo mediada

pela FMO dos metabdlitos da ETU as proteinas do figado de ratos (citocromo P-450,
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principalmente) pode levar, a longo prazo, a hepatoxicidade crdnica em ratos e a
diversos efeitos em outros 6rgdos (Hui et al., 1988; Decker e Doerge, 1991). Tal fato
explicaria 0 motivo pelo qual as alteragbes causadas pelo Mancozeb sdo geralmente
ocasionadas por exposigéo cronica a esse fungicida.

Analisando qualitativamente a arquitetura tecidual dos testiculos,
independente dos grupos testados, ndo houve alteracdo na morfologia e nos
componentes presentes em ambos 0s compartimentos tubulares e intertubular. Em
todos os animais, a morfologia testicular seguiu o padrdo descrito por Morais (2008)
para morcegos insetivoros na primavera, sendo encontradas altas proporcdes de
tibulos seminiferos, com comprimento tubular acima da média dos mamiferos ja

estudados, resultando em grande investimento em compartimento tubular.

6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que tanto o Mancozeb quanto o Tebuconazol apresentam
baixa toxicidade aguda para os testiculos de morcegos Artibeus lituratus, quando
expostos as concentracdes 2g/L e 1mL/L, respectivamente, ndo causando danos na
histomorfometria testicular desses animais. J& a exposi¢do cronica ao Tebuconazol,
na concentragdo determinada pelo fabricante para utilizagdo em campos de cultura
(ImL/L), causa alteracBes histomorfométricas testiculares tanto no compartimento
tubular, quanto no intertubular, mostrando que o Tebuconazol é toxico para o sistema

reprodutor masculino de morcegos, mesmo em baixas concentragoes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Frente aos resultados obtidos nesse trabalho, somos levados a refletir sobre as
concentragdes de agrotoxicos permitidas para uso em lavouras. Tais concentracfes
devem ser repensadas, principalmente em relacdo ao Tebuconazol.

O presente estudo contribui com dados para a morfofisiologia comparativa, e
auxilia na compreenséo e avaliacdo da exposicdo ao Mancozeb e do Tebuconazol
ndo somente na espécie analisada (Artibeus lituratus), mas também em outros
organismos que consomem estes frutos, como aves e até mesmo o ser humano.
Dados obtidos desse estudo poderdo ser utilizados como ferramentas de auxilio na
conservacdo da especie analisada, bem como de outros animais silvestres que se
alimentam dos mesmos frutos contaminados, podendo, ainda, serem aplicados
diretamente na area da salde, nutri¢do e fisiologia humana, pois muitas vezes seres
humanos e outros animais compartilham a mesma regido geografica e possiveis vias
de exposicao.

As alteragBes encontradas nos testiculos dos morcegos Artibeus lituratus
expostos de forma cronica ao Tebuconazol na concentragdo 1mL/L ganham
importancia maior se considerarmos a alta longevidade desses animais, 0 que
associada & exposi¢do continua, poderia levar a alteragOes testiculares ainda mais
pronunciadas.

A contagem de células da linhagem espermatogénica, a mensuragdo das
concentracgdes de testosterona, bem como o conhecimento dos efeitos do Mancozeb e
do Tebuconazol sobre o epididimo séo analises que podem auxiliar na compreenséo

dos efeitos desses fungicidas sobre pardmetros reprodutivos nesta espécie.
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