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RESUMO

BRINATI, Alessandro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2011. Efeitos
toxicologicos do inseticida endosulfan sobre o metabolismo de morcegos frugivoros
Artibeus lituratus e analise do bioacumulo no tecido adiposo e hepatico. Orientadora:
Mariella Bontempo Duca de Freitas. Coorientadores Mariana Machado Neves e Ita de
Oliveira e Silva.

O uso intensivo de varias classes de agrotoxicos na agricultura tem trazido uma série
de preocupacdes associadas com seus efeitos negativos em humanos, animais e o ambiente.
Foi provado que a maioria destes componentes pode causar danos agudos e cronicos, tais
como alteragdes no sistema nervoso, efeitos imunossupressores e agdes carcinogénicas e/ou
mutageénicas, alterando a secrecdo e ac¢do de hormdnios e inibindo enzimas nas vias de glicose
e gliconeogénese em animais experimentais. Para investigar os efeitos do inseticida
organoclorado endosulfan no metabolismo, na secre¢do de horménios e seu possivel acimulo
em tecidos, morcegos frugivoros da espécie Artibeus lituratus foram expostos a frutos
contaminados com esse inseticida por 35 dias. Um total de 28 morcegos foram separados em
4 grupos experimentais: controle, espalhante adesivo 0,015¢/L, endosulfan 1,05 g/L e
endosulfan 2,1 g/L. A dose usada foi a mesma indicada pelo fabricante, e objetivou simular a
intoxicacdo dos morcegos no campo. A um grupo tratado foi oferecido o dobro da dose do
inseticida. Analisou-se as concentracdes de glicose e testosterona no plasma, proteinas e
lipidios do figado e musculos, bem como de lipidios do tecido adiposo e acidos graxos da
carcaca. Também se avaliou o bioacumulo do endosulfan no tecido adiposo e figado, por
cromatografia gasosa (CG). Os grupos tratados mostraram mudancas na concentracdo de
glicose, concentracbes de proteinas em alguns musculos e reducdo de acidos graxos na
carcaca. Observou-se acumulo de endosulfan depois de 35 dias de tratamentos em ambos 0s
grupos tratados, sugerindo um comprometimento a longo prazo da sobrevivéncia da
populacdo em florestas neotropicais, onde eles representam um papel importante na

regeneracao das plantas.



ABSTRACT

BRINATI, Alessandro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2011. Toxicological
effects of the insecticide endosulfan on the metabolism of fruit bats Artibeus lituratus and
analysis of bioaccumumation in adipose tissue and liver. Adviser: Mariella Bontempo
Duca de Freitas. Co-Advisers: Mariana Machado Neves and Ita de Oliveira e Silva.

The intensive use of various classes of pesticides in agriculture has brought a number
of concerns associated with its negative effects on humans, animals and environment. It was
proved that most of these components can cause acute and chronic damage, such as changes
in the nervous system, immunosuppressive effects and carcinogenic actions and/or mutagenic,
altering the secretion and action of hormones and inhibiting enzymes in pathways of glucose
and gluconeogenesis in experimental animals. To investigate the effects of the organochlorine
insecticide endosulfan metabolism, hormone secretion and its possible accumulation in
tissues, fruit bats of the species Artibeus lituratus were exposed to this pesticide-contaminated
fruits for 35 days. A total of 28 bats were separated into 4 groups: control, adhesive spreader
0,015 g¢/L, endosulfan 1.05 g/L and endosulfan 2.1 g/L. The dose used was the same as
indicated by the manufacturer, and animed to simulate the poisoning of bats in the field. The
treated group was given a double dose of the insecticide. We analyzed the concentrations of
glucose and testosterone in plasma proteins and lipids of lives and muscle, and adipose tissue
lipids and fatty acids from the carcass. We also assessed the bioaccumulation of endosulfan in
adipose tissue and liver by gas chromatography (GC). The treated groups showed changes in
the concentration of glucose, protein concentrations in some muscles and reduction of fatty
acids in the substrate. We observed accumulation of endosulfan after 35 days of treatment in
both treated groups, suggesting acommitment to long-term survival of the population in

neotropical forests, where they play an important role in the regeneration of plants.



1. INTRODUCAO GERAL

Com o desenvolvimento de modernas préaticas agricolas, que proporcionaram maior
producdo de alimentos e redugdo da perda de produtividade, grande nimero de agrotéxicos
tem sido introduzido no meio ambiente, para impedir a acdo ou destruir direta ou
indiretamente formas de vida vegetal ou animal consideradas indesejaveis nas culturas
agricolas. Entretanto, muitas dessas substancias quimicas possuem acdo fisioldgica com

capacidade de produzir efeitos prejudiciais aos organismos Vvivos.

Nas ultimas décadas, 0 uso extensivo de agrotéxicos e o intensivo desenvolvimento de
novas classes aumentaram significativamente, bem como a variedade e a quantidade de novos
produtos (ACKER, 2010). Estima-se que aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de
agrotoxicos sdo produzidas e comercializadas por ano no mundo, sendo 39% de herbicidas,
33% de inseticidas, 22% de fungicidas e 6% de outros grupos quimicos (RIGOTTO, 2010).

Desde 2008 o Brasil se tornou o maior consumidor de agrotoxico no cenario mundial,
respondendo por 86% do consumo de produtos na América Latina, de acordo com a Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria- Anvisa (IBGE, 2010). No ano 2008, o consumo de
agrotoxico atingiu 725,6 mil toneladas, correspondendo a 3,7 quilos de agrotoxicos por
habitante. Em 2009, estimou-se que as vendas tenham atingindo 789.974 toneladas
(SINDAG, 2009).

Embora os agrotoxicos produzam resultados positivos no controle de pragas (fungos,
insetos, acaros etc.), seus efeitos danosos em animais que ndo interferem no processo de

producdo (espécies ndo alvo), como por exemplo, 0s morcegos, ndo devem ser excluidos.

Apds aplicacdo, os agrotoxicos dispersam no ambiente, contaminam o solo, agua e
plantacdes, penetra na cadeia alimentar e sdo ingeridos por humanos e outros animais
(TAYLOR et al., 2003). Declinio de populacBes de animais silvestres tem sido relatado em
consequéncia da contaminacdo de seus habitats por agrotdxicos (THIES e THIES, 1996;
GELUSO et al. 1976), devido sua longa permanéncia no ambiente e potencial para ocasionar
impactos e mudancas ecoldgicas (FLORES et al., 2004). Estes efeitos ja foram observados em
estudos com agrotoxicos organoclorados, considerados, em sua maioria, persistentes no meio
ambiente (DORIGATTI, 1987).



Ha relatos dos efeitos toxicos de organoclorados, comumente utilizado em culturas
agricolas, sobre a sintese e secrecdo de horménios esterdides (BRETVELD et al., 2006;
BISSON et al., 2002), e alteracdes em 6rgdos envolvidos no metabolismo energético (GARG
et al. 2004; RAHIMI et al., 2007). No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos destes
agrotoxicos em animais silvestres expostos a estes compostos, como € 0 caso dos morcegos
frugivoros, que consomem frutos contaminados ou usam &reas pulverizadas para forragear ou

como abrigo temporario.

Os morcegos (Chiroptera, Mammalia) apresentam a maior diversidade de habitats e
distribuicdo geografica dentre os mamiferos, podendo ser encontrados em todos 0s
continentes, em regides tropicais e temperadas. Em ecossistemas tropicais, podem representar,
em algumas areas, 40 a 50% das espécies de mamiferos (PATTERSON e PASCUAL, 1968;
TIMM, 1994). No Brasil, compreendem o segundo maior grupo de mamiferos em nimero de
espécies - aproximadamente 167 (REIS et al., 2007), com uma dieta variada, na qual incluem
insetos, frutas, folhas, flores, néctar, polen, peixes, pequenos vertebrados e sangue, sendo a

sanguivoria exclusiva dentre dos mamiferos (NOWAK, 1994).

Dentre os frugivoros, destacam-se os pertencentes a familia Phyllostomidae, sendo o
Artibeus lituratus uma das espécies mais conhecida no Brasil, devido a sua alta abundancia

em quase toda area de distribuicdo (Figura 1).

Luiz Fernando de Souza

Figura 1. Macho adulto de Artibeus lituratus, coletado no
municipio de Espera Feliz-MG.



Esta espécie apresenta listas faciais brancas conspicuas, coloracdo da pelagem
predominantemente amarronzada, podendo variar entre as regifes geograficas. Apresenta
grande porte com antebraco podendo ultrapassar 75 cm (VIZOTTO e TADDEI, 1973) e peso
acima de 75 g. Formam grupos poligamicos (poliginia) e o periodo reprodutivo pode variar de
acordo com a distribuicdo geografica, sendo que no Brasil pode apresentar um padrdo de
poliestria bimodal (BREDT et al.,1996). Sua dieta é variada, podendo alimentar de insetos,
folhas e néctar. Embora, a frugivoria predomina como habito principal, consumindo frutos de
varias especies (GARDNER, 1977). Deste habito provém sua grande importancia ecologica
como dispersor de sementes, contribuindo para o estabelecimento de muitas espécies de
plantas, possibilitando a regeneracéo e sucessdo secundaria de florestas tropicais (GALETTI e
MORELLATO, 1994; PASSOS et al., 2003). O A. lituratus, bem como outras espécies da
mesma ordem, podem ser consideradas excelentes ferramentas na identificacdo dos processos
biolégicos envolvidos na perda ou transformacdo do habitat natural, bem como outras
espécies de quiropteros (BIANCONI et al, 2004).

Estudos referentes aos aspectos bioldgicos, biogeograficos, taxonémicos e
filogenéticos de morcegos, foram consideraveis nas nos Gltimos anos (KUNZ e RACEY,
1998). Porém, uma base de dados referente a fisiologia, reproducédo e metabolismo energético
¢ ainda escassa, 0 que torna dificil estabelecer uma relacdo dos efeitos provocados pelos

agrotoxicos nestes animais.

O metabolismo energético envolve o conjunto de processos quimicos de todas as vias
utilizadas pelo organismo na conversdo de energia a partir de fontes provenientes da
alimentacdo, assim como de fontes enddgenas. Esses processos sdo fundamentais para que o
organismo possa manter o fornecimento constante de energia para as células, através da
sintese e degradacdo de substratos energéticos adquiridos na alimentacdo (carboidratos,
lipidios e proteinas) ou das reservas corporais (glicogénio lipidio e proteinas) (GENUTH,
1998; AMARAL, 2009; MELO, 2010).

Dentre os substratos energéticos utilizados para obtencdo de energia, a glicose é o
principal para a maioria dos mamiferos (ORETEN, 1993; GUYTON, 1997; YEO, 2007). Em
funcdo disso, os niveis de glicose na circulacdo sanguinea sdo mantidos por alguns 6rgaos
como pancreas, figado, cérebro, rins, bem como tecido adiposo e muscular (TIRONE e

BRUNICARD, 2001). Outros tecidos como o muscular sdo menos dependentes da glicose
3



sanguinea, pois sdo capazes de obter quantidade de enegia quimica a partir da oxidagdo de
corpos cetbnicos e acidos graxos (GOULART, 2008).

Nos mamiferos, a manutencdo da homeostase glicémica é importante para suprir as
necessidade energéticas dos tecidos e envolve processos de sintese e degradacdo dos
substratos energéticos, através das vias metabdlicas, tais como sintese de glicogénio no
periodo poés-absortivo e glicogendlise e neoglicogénese no périodo de jejum (NORDILIE et
al, 1999; WEBER, 2001; BEARDDSALL et al., 2006; AMARAL, 2009). Alteragdes nas
concentracdes de glicose como hipoglicemia, podem causar danos aos neurénios e faléncia
cerebral, ocasionando coma e morte (CORSSMIT et al. 2001; TIRONE e BRUNICARD,
2001; BREARDSALL et al., 2006; MELO, 2010). Da mesma forma, a hiperglicemia também
pode resultar em danos ao organismo de mamiferos, ocasionando glicosuria, retinopatia,
nefropatia e acidentes vasculares (YEO e SAWDON, 2007; MELO, 2010) .

O aumento dos niveis circulantes de glicose, nos animais em periodo absortivo,
estimula a secrecdo de insulina que age em diferentes tecidos do organismo. Este hormonio
regula a homeostase glicémica em varios niveis, reduzindo a producdo hepética de glicose
(via inibicdo da gliconeogénese e glicogendlise) e aumentando a sua captacdo periférica. A
insulina estimula também a lipogénese no figado e nos adipécitos e inibe a lipdlise, bem como
aumenta a sintese e inibe a degradacdo proteica (CARVALHEIRA et al., 2002).

Em animais experimentais, alteracdes no metabolismo energético foram relacionadas a
efeitos toxicos de compostos quimicos organoclorados e fosforados comumente utilizados em
diversas culturas agricolas (SRIVASTAVA e MISHRA, 1983; KALENDAR et al., 2004;
POURNOURMOHAMMADI et al., 2005; REZG et al., 2007; TANGAVEL et al., 2010). As
principais alteragdes encontradas por estes autores referem-se a hiperglicemia, aumento e
diminuicdo de insulina, concentracdes de glicogénio no musculo e figado, além de variacdes

da atividade glicogénio fosforilase.

A exposicdo a compostos organoclorados presentes no ambiente ou na dieta tem sido
apontada também como causadora de alteracOes reprodutivas em animais experimentais e
humanos, ocasionando desequilibrio na sintese e secrecdo de homdnimos (SINGH et al.,1990;
SINHA et al., 1997; BISSON e HONTELA., 2002; SAIYED et al., 2003; BRETVELD et al.,
2006).



Além dos diversos efeitos metabolicos, histopatoldgicos e hormonais encontrados em
animais experimentais, 0s pesticidas tém sido apontados como o0s principais agentes
causadores de declinio em populacdes de animais silvestres, como morcegos em regides
temperadas. Tal fato pode ser comprovado através de metabdlitos encontrados em tecido
adiposo, nervoso e fezes destes animais (GELUSO et al., 1976; CLARK et al., 1978;
BENNETT et al., 2007).

Assim, o presente trabalho buscou avaliar as a¢6es toxicas do inseticida organoclorado
endosulfan, sobre o metabolismo energético, concentracdes plasmaticas testosterona e
possivel acimulo no tecido adiposo e figado de Artibeus lituratus, visando contribuir para o
conhecimento e avaliagdo dos impactos causados por este inseticida em morcegos e outros

animais que, de forma direta ou indireta, estdo expostos a este agente quimico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Efeitos metabdlicos de agrotdxicos em animais experimentais

A utilizacdo indiscriminada de diversos tipos de agrotoxicos tem despertado o
interesse da comunidade cientifica, especialmente no que se refere aos efeitos destes
compostos em humanos e animais. Diversos trabalhos tem reportado que a exposicdo a
substancias quimica pertencentes a classe dos organoclorados e organofosforados, pode

alterar diversos parametros metabdlicos e enddcrinos em animais experimentais.

Rezg et al. (2006) avaliaram em ratos os efeitos da exposi¢éo subcronica ao inseticida
organofosforado malathion, nas concentracGes de glicose plasméatica e de enzimas da
glicogendlise e glicolise, quando administrado via oral 100 mg/kg durante 32 dias. Os autores
observaram aumento do glicogénio hepatico, diminuicdo da atividade da glicogénio
fosforilase (GP) e aumento da hexoquinase (HK), além de hepatomegalia. Em outro estudo
Rezg et al. (2007), utilizando a mesma metodologia, avaliaram a atividade da
acetilcolinesterase (AChE), o valor do hematdcrito, contetido de hemoglobina e glicemia. Em
relacdo aos padrdes metabodlicos os autores reportaram diminuigdo significativa das proteinas

e lipidios hepaticos, associando este fato a gliconeogénese hepatica. Esse resultado foi
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acompanhado também por uma diminuicdo significativa na taxa de glicogénio muscular, o
que sugere uma glicogendlise estimulada em favor da liberacdo de glicose no sangue até
alcancar hiperglicemia. Outros estudos citados pelos autores, demostraram que a
hiperglicemia é temporaria, e o retorno da glicose a niveis de controle, estdo provavelmente
relacionado a estimulacdo da glicogéneses, aumentando a deposicdo de glicogénio hepatico.
Este fato pode ser observado pelos autores, sugerindo que a exposi¢do ao inseticida malathion

altera os padrdes metabdlicos, como a inducdo de hiperglicemia.

Aumento das concentraces de glicose e insulina foram encontrados por
Pournourmohammadi et al. (2005), em experimento com ratos tratados com alimentos
contendo malathion em concentraces de 200 e 400 mg/kg apés quatro semanas de
administragdo. Neste mesmo estudo os autores também observaram aumento da
fosfofrutoquinase-1 (PFK) nos grupos que receberam doses de 100, 200 e 400 mg/kg e da
glicogénio fosforilase (GP) do musculo esquelético na dose de 400 mg/kg. Estes autores
sugerem que o malathion possa influenciar a glicogenodlise e glicélise muscular , bem como a

secrecdo de insulina pelo pancreas.

A exposicdo ao organoclorado endosulfan aumentou os niveis de glicose plasmatica
em ratos machos, apos a administracéo oral de (40 mg/kg) em unica dose (GARG et al. 1980).
Aumento da glicose plasmatica também foi observado por Kalender et al. (2004) em ratos
machos Wistar, tratados com endosulfan 2 mg/kg dia, por seis semanas. O inseticida
endosulfan administrado em doses 2,5, 5,0. 7,5, 10 mg/kg via oral em ratos durante 7 dias,
causou uma variacdo na biossintese de testosterona e sua secrecdo, sugerindo um
desequilibrio hormonal nas gbénadas de ratos machos em uma curta exposicao ao inseticida
(SINGH et al.,1989). Os mesmos autores, em outro estudo com ratos relataram que uma
exposicao de 30 dias a doses de 7,5 e 10 mg/kg causou diminui¢do nos niveis plasmaticos de

gonadotrofinas (FSH e LH), juntamente com testosterona plasmatica (SINGH et al.,1990).

Em estudos com peixes expostos a concentracdo subletal de 0,114 mg/kg de uma
mistura de aldrin e formathion, Singh et al. (1981) observaram diminui¢do do glicogénio
muscular apds 6 e 48 horas de exposi¢édo e do glicogénio hepatico apos 3, 6, 12 e 48 horas. No
mesmo estudo, as concentracfes plasmaticas de glicose foram menores apos 3, 12, 48 e 96

horas. O valor médio do piruvato no sangue foi significativamente diminuido apds 3 horas.



Niveis de lactato sanguineo foram elevados apés 3, 6, 12 e 96 horas em peixes tratados com a

mistura de pesticidas.

2.2 Efeitos metabdlicos de pesticidas em animais silvestres.

Clarck et al. (1977), em experimento com fémeas adultas de morcego Tadarida
brasiliensis, alimentadas com larvas de Tenebrio molitor contaminados com 107 mg de DDE
(1,1-bis (4-clorofenil) 2,2 dicloetileno) , um metabolito do DDT (1,1 —bis (4- clorofenil) 2, 2,
2 tricloroetano), observaram diminuicdo do peso corporal dos animais tratados, tremores e

aumento da concentracdo de DDE no tecido nervoso quando houve mobilizacdo da gordura.

Avaliando os efeitos metabdlicos dos inseticidas organofosforado fentiona e
espinosina em morcegos Artibeus spp, submetidos a ingestdo de alimento contaminado
durante 7 dias, Amaral. (2009) observou aumento das concentrac@es de glicogénio muscular,

diminuicdo dos acidos graxos da carcaca e lipidios das patas anteriores.

Shore et al. (1996) observaram que morcegos Pipistrellus pipistrellus séo 30 vezes
mais sensiveis a exposic¢do do inseticida organoclorado dieldrin do que ratos de laboratério,
baseado na taxa de mortalidade apds a intoxicacdo com as doses usadas para tratamento de
madeira. Os autores também relataram que residuos no cérebro e figado foram maiores em

morcegos.

Em laboratdrio, Geluso et al. (1976) demostraram que residuos de organoclorados,
acumulados no tecido adiposo de morcegos Tadarida brasiliensis capturados em cavernas em
areas de grande utilizacdo de DDE e DDT no Novo México, atingiram o sistema nervoso
causando sintomas de intoxicacdo ap6s mobilizacdo da gordura em uma simulacdo de voo
migratorio. Os autores sugerem que os pesticidas tenham contribuido para diminuicdo das
populacOes desta espécie nestes locais.

Clark et al. (1978) coletaram em maio e junho de 1974 para andlise de residuos
quimicos de pesticidas no tecido nervoso, carcaca, leite e contetido estomacal, 46 morcegos
da espécie Myotis lucifugus de uma col6nia que tinha sido pulverizada com DDT e Clordane
em agosto e setembro de 1973. Dos morcegos coletos, 27 estavam vivos, 17 mortos e 2 em

estado de convulsdo. As concentragBes de residuos quimicos no tecido nervoso de morcegos
7



coletados vivos foram comparados com 0s que estavam mortos e convulsivos. Nesta
comparacao os autores concluiram que o DDT foi responséavel pela morte dos individuos apds
a pulverizacao, e que quando comparados com ratos de laboratdrio, morcegos adultos de M.
lucifugus sdo mais sensiveis ao DDT. Também foi observado neste estudo que morcegos
jovens sdo mais sensiveis que adultos. ConcentracOes altas de residuos foram detectadas nas
amostras de leite e uma relagdo estatistica significante entre a diminuigdo de residuos na

carcaca e fémeas lactantes, pode ser observada.

Efeitos toxicoldgicos no figado de morcegos Artibeus lituratus, apés sete dias
exposicao aos fungicidas Mancozeb a 2 g/L e Tebuconazol 1mL/L através da ingestdo de
alimento contaminado, foram avaliados por Machado (2010). A autora relatou tendéncias de
acumulacdo lipidica em vacuolos lipidicos de diferentes tamanhos e nimero e quadro
patoldgico de esteatose, nos animais tratados com Tebuconazol. Também foi observado
aumento significativo da vacuolizacdo dos hepatécitos e aumento da proporcao volumétrica
de capilares sinuséides em animais expostos ao Mancozeb. Em conclusdo a autora descreve
qgue a administracdo dos fungicidas, em concentracbes recomendadas para aplicacdo em

campo induziu alteragdes estruturais no figado de A. lituratus.

Anélise histomorfométrica de secc¢Bes histoldgicas do intestino delgado e grosso de
morcegos Artibeus lituratus expostos aos fungicidas Mancozeb 2g/L e Tebuconazol 1mL/L
durante sete dias através de ingestdo de alimento contaminado, foram avaliados por Andrade
(2010). N&do foram observadas pela autora alteragfes morfologicas do intestino dos animais

expostos aos fungicidas.

2.3 Bioacumulo de pesticidas em animais silvestres.

Residuos de organoclorados e mercurio foram detectados por Goutner et al. (2011), no
figado de aves (Phalacrocorax carbo sinensis) coletadas em regides da Grécia. Espin et al.
(2010), também relataram residuos de organoclorados na gordura abdominal e subcuténea,
figado e cérebro de aves (Alca torda).

Analise do contetdo estomacal de aves insetivoras da familia Caprimulgidae coletadas

por Valdez (2007) em fazendas do entorno do Parque Nacional das Emas demonstraram
8



contaminacgdo destas aves por diversos agrotdxicos. Das 155 amostras coletadas, 117 estavam
contaminadas pelo inseticida organoclorado endosulfan.

Concentracbes e padrbes de bifenil policlorado (PCBs), e éteres difenilicos
polibromados (PBDEs) foram estudadas em baleias brancas (Delphinapterus leucas) e no
cetaceo narval (Monodon monoceros) na Noruega (Wolkers et al., 2006). As concentracdes de
PCBs e pesticidas encontradas por estes autores foram aproximadamente 3000 e 8000 ng/g de
lipidio, para as baleias brancas e trés vezes maior para narvais. Concentracdes de PBDEs 47,
foram de aproximadamente 70 ng/g de lipidios para as baleias brancas e 170 ng/g lipidica para
narval. Comparando seus resultados com dados de outros mamiferos marinhos da mesma
area, os autores concluiram que os niveis de contaminantes observados em baleias brancas e

narvais estao entre os mais altos.

Residuos de DDT, PCBs, dieldrin e DDE foram encontrados em trés espécies de
morcegos (Eptesicus fuscus, Myotis lucifugus e Pipistrellus subflavus) coletados em Maryland
e Virginia Ocidental - EUA (CLARK et al., 1976). Os autores reportaram que quando as
concentracdes de DDE na gordura da carcaca de todas as espécies estavam acima de 60-90

ppm foi possivel mensura—las no tecido nervoso.

Cabe ressaltar que, embora existam na literatura inimeros relatos sobre bioacumulo de
pesticidas para animais de clima temperado, até o presente, nenhum estudo foi publicado
acerca desta problemética envolvendo morcegos neotropicais, que também estdo amplamente

expostos a pesticidas, principalmente nas regides agricolas da América do Sul.
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CAPITULO 1

Efeitos toxicologicos do inseticida endosulfan sobre o metabolismo de morcegos

frugivoros Artibeus lituratus e analise do bioacimulo no tecido adiposo e hepatico.
Brinati, A.1'%; Freitas, M. B,

'Laboratério de Ecofisiologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal de
Vicosa. CEP 36571-000, Vigosa, MG, Brasil.

2E-mail: alexesperafeliz@yahoo.com.br

RESUMO

O uso intensivo de varias classes de agrotoxicos na agricultura tem trazido uma série de
preocupacgOes associadas com seus efeitos negativos em humanos, animais e o ambiente. Foi
provado que a maioria destes componentes pode causar danos agudos e crénicos, tais como
alteracbes no sistema nervoso, efeitos imunossupressores e acgdes carcinogénicas e/ou
mutageénicas, alterando a secrec¢do e acdo de hormonios e inibindo enzimas nas vias de glicose
e gliconeogénese em animais experimentais. Para investigar os efeitos do inseticida
organoclorado endosulfan no metabolismo, na secrecdo de horménios e seu possivel acimulo
em tecidos, morcegos frugivoros da espécie Artibeus lituratus foram expostos a frutos
contaminados com esse inseticida por 35 dias. Um total de 28 morcegos foram separados em
4 grupos experimentais: controle, espalhante adesivo 0,015¢/L, endosulfan 1,05 g/L e
endosulfan 2,1 g/L. A dose usada foi a mesma indicada pelo fabricante, e objetivou simular a
intoxicacdo dos morcegos no campo. A um grupo tratado foi oferecido o dobro da dose do
inseticida. Analisou-se as concentracdes de glicose e testosterona no plasma, proteinas e
lipidios do figado e musculos, bem como de lipidios do tecido adiposo e &cidos graxos da
carcaca. Também se avaliou o bioacumulo do endosulfan no tecido adiposo e figado, por
cromatografia gasosa (CG). Os grupos tratados mostraram mudancas na concentracdo de
glicose, concentracbes de proteinas em alguns musculos e reducdo de acidos graxos na
carcaca. Observou-se acumulo de endosulfan depois de 35 dias de tratamentos em ambos 0s
grupos tratados, sugerindo um comprometimento a longo prazo da sobrevivéncia da
populagdo em florestas neotropicais, onde eles representam um papel importante na
regeneracao das plantas.

Palavras-chave: metabolismo, residuos, morcegos, organoclorado, endosulfan, inseticida,

testosterona.
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1. INTRODUCAO

O uso intensivo e indiscriminado de diversas classes de agrotoxicos nas culturas
agricolas tem sido relacionado a diminui¢6es das populacdes de animais silvestres e aumento
da toxicidade para varias espécies de organismos ndo alvos (GELUSO et al.,1976;
GOUTNER et al.,2011).

Diversos trabalhos j& demonstraram que a exposic¢ao crénica a pequenas quantidades
de inseticidas organoclorados e organofosforados podem causar efeitos deletérios em 6rgaos
como pancreas, figado, musculo e cérebro envolvidos no metabolismo de carboidratos,
gordura e proteinas, por meio de alterac6es na atividade das vias glicolitica, gliconeogénese e
glicogénese (MATSCHINSKY et al,. 1971; DEATORE e CHAKRABARTI., 1981; SINGH
e SRIVASTAVA., 1981;RAHIMI et al., 2007). Estes inseticidas tém sido apontados também
como desreguladores enddcrinos, causadores de alteracbes na sintese e na secrecdo de
diversos horménios, incluindo os esterdides (BISSON et al., 2002; BRETVELD et al., 2006;
ALAHYARY et al., 2008).

Embora exista na literatura dados sobre a toxicidade de agrotoxicos organoclorados
em algumas espécies, pouco se sabe sobre seus efeitos no metabolismo energético e na
reproducdo de animais silvestres expostos a estes compostos. O endosulfan, utilizado para o
controle de insetos em diversas culturas de frutas, café, legumes, arroz, milho, algod&o e cha é
um inseticida organoclorado. O mecanismo de acdo desse inseticida tem sido associado a
inibicdo do neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), causando efeito
despolarizante e superestimulacdo do tecido nervoso (COATS, 1990). Em adicdo aos efeitos
neurotoxicos, o endosulfan pode interferir no metabolismo de carboidratos (KALENDER et
al., 2004; TANGAVEL et al., 2010), secrecédo hormonal (SINGH et al., 1990; SAIYED et al.,
2003) e ainda acumular em tecido adiposo e nervoso (TAWANDA et al., 2007).

Em morcegos, residuos de compostos organoclorados foram relatados em espécies de
regides temperadas por diversos autores (CLARK et al.,, 1976; GELUSO et al.,1976;
O'SHEA et al., 2001; ALLINSON et al., 2006; KANNAN et al., 2010;). Tais resultados
podem estar relacionados com a contaminacdo de suas fontes de alimento e habitats,
resultando em declinios das populacGes de morcegos que vivem proximos a campos de

cultivos (GELUSO et al.,1976). Apesar destes estudos, investigacOes acerca de alteragoes
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metabdlicas, hormonais e acimulo enddgeno em diversas espécies de mamiferos silvestres
neotropicais ainda sédo pouco conhecidas, especialmente as que ocorrem em fragmentos de
Mata Atlantica, rodeados por ambientes com diversos tipos de culturas agricolas como, por
exemplo, o morcego frugivoro Artibeus lituratus (Chiroptera: Phyllostomidae). Essa espécie
desempenha um papel fundamental como dispersor de sementes, sendo cruciais nos processo
regeneracdo e sucessdo secundéria de &reas tropicais (CHARLES- DOMINIQUE 1986;
GORCHOQV et al. 1993).

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposicao cronica ao
inseticida organoclorado endosulfan no metabolismo energético, na concentragdo plasmatica
de testosterona e o possivel acimulo enddgeno desse inseticida no tecido adiposo e no figado

de morcegos frugivoros Artibeus lituratus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Laborat6rios

O processamento das amostras e analises do material deste estudo foi realizado no
Laboratorio de Ecofisiologia (Departamento de Biologia Animal — Universidade Federal de
Vicosa), Laboratério de Quimica Analitica (Universidade Federal de Vicosa) e Laboratério

Hermes Pardini, Belo Horizonte — MG.

2.2 Inseticida Endosulfan

Foi utilizado o inseticida organoclorado endosulfan (1,4 ,5,6,7,7-hexachloro-8 9,10-
trinorborn-5-en-2,3-ylenebismethylene/ sulfite, 350 g/L — 35% m/v) conhecido popularmente
como Thiodan "50WP - Hoechst Schering AgrEvo, GmBh . Seu ingrediente ativo consiste na
mistura de dois isdmeros: a-endosulfan 70 % e p-endosulfan 30 % (Figura 1). O endosulfan é

insoltvel na 4gua e moderadamente solGvel na maioria dos solventes organicos: em acetona
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33%%; benzeno 37%; xileno 45% e metanol 11% (Larini, 1999). A LDs, em ratos varia de

18-335 mg/kg de peso corporal (Kuvarega, 2005).
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Figura 1: Estrutura quimica do alfa-endosulfan (a) e beta-endosulfan (b).

De acordo com o Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT), do Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, o endosulfan é classificado como extremamente
toxico. Quanto a classificagdo ambiental, é enquadrado como produto altamente perigoso para

0 meio ambiente.

2.3 Espalhante adesivo

O espalhante adesivo utilizado foi Will Fix (&4cido dodecilbenzeno sulfénico, 30 g/L —
3% ml/v), indicado para aumentar a eficiéncia das caldas de inseticidas e herbicidas,
reduzindo a tensdo superficial da solugdo a ser pulverizada, auxiliando a aderéncia dos

agrotoxicos a folhas e frutos.

2.4 Animais e tratamento

Machos adultos de morcegos da espécie Artibeus lituratus (N=28) foram capturados em
fragmentos de Mata Atlantica préximos ao Campus da Universidade Federal de Vicosa - MG
e Espera Feliz — MG, por meio de redes de neblina (mist nets), entre 0s meses de agosto de
2010 e janeiro de 2011. Os animais capturados, pesando entre 61-90 g, foram mantidos
individualmente em sacos de contencdo sendo posteriormente transferidos para gaiolas de
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arame galvanizado (45x22 cm) onde permaneceram por 35 dias. As gaiolas foram alocadas
em dois recintos distintos, em morcegério localizado no Museu de Zoologia Jodo Moojen da

UFV, com iluminacdo natural e temperatura ambiente (Figura 2).

Pemaad TN

Figura 2. Recinto (morcegario) utilizado para acondicionamento das
gaiolas no periodo de tratamento dos animais, localizado no Museu de
Zoologia Jodo Moojen-UFV.

Ap6s um periodo adaptativo de dois dias em cativeiro, os animais foram divididos em
quatro grupos experimentais, sendo alimentados diariamente com mamé&o papaia maduro,
por ser de facil aceite em cativeiro. O grupo Controle (Controle; N= 7) foi alimentado com
fruto sem tratamento; o grupo Espalhante (Esp; N=7) foi alimentado com fruto tratado
somente com espalhante adesivo 0,015 g/L; o grupo Endosulfan 1 (End 1; N= 7) foi
alimentado com fruto tratado com inseticida endosulfan na concentragdo 1,05 g/L = 0, 105%
m/v e espalhante adesivo 0,015 g/L; e o grupo Endosulfan 2 (End 2; N= 7) alimentado com
fruto tratado com inseticida endosulfan na concentracdo 2,1 g/L = 0,21% m/v e mesma
concentracdo de espalhante adesivo utilizada no End 1. Os frutos inteiros (~300 g) foram
divididos ao meio e oferecidos aos animais do grupo controle. Para os demais grupos, 0s
frutos foram imersos em calda, constituida de espalhante adesivo e o inseticida endosulfan de
acordo com a concentracdo do grupo especifico. Apos imersdo na calda, os mamdes foram

mantidos suspensos em uma caixa plastica adaptada, de modo que néo ocorresse contato com
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outras superficies, para evitar assim retirada do agente quimico por contato e também para a

secagem dos mesmos.

Posteriormente, os frutos foram partidos ao meio, pesados e oferecidos aos animais, sendo
mantida a casca (Figura 3). O alimento foi oferecido diariamente, préximo das 18 horas,

sendo a &gua oferecida ad libitum.

Figura 3. Artibeus lituratus alimentando-se durante o experimento.

As concentracOes utilizadas do inseticida seguem a indicacdo do fabricante para aplicacédo

em diversas culturas como soja, tomate, café, algodao, cana-de-acucar e frutas.

2.5 Amostragem

Ao final dos tratamentos os animais foram eutanasiados por decapitacédo e o sangue foi
imediatamente coletado em tubos heparinizados. Os tecidos hepatico e adiposo, os musculos
peitoral e das patas anteriores e posteriores foram retirados, pesados e divididos em sub-
amostras com peso superior a 200 mg para cada dosagem, e congelados a temperatura de -20
°c.
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2.6 Determinacgéo do consumo alimentar

Para mensurar a quantidade de mamé&o ingerida por animal durante o periodo de
tratamento, foi realizado o registro diario do peso do alimento oferecido, bem como das
sobras. Os mamdes inteiros foram divididos ao meio e colocados em placas de petri,
devidamente identificadas de acordo com os recintos de cada animal e o tratamento.
Posteriormente as placas com as frutas foram pesadas em uma balanca digital western KC —
04 com capacidade para 2.000 g. As sobras foram recolhidas em sacos plasticos (10 x15 cm) e
pesadas. Os valores referentes ao alimento oferecido e as sobras foram registrados
diariamente em uma planilha, sendo no final do tratamento calculada a média de consumo e

sobras de cada animal.

2.7 Determinacdo da Glicemia

Para a determinacdo da glicemia, o sangue coletado foi centrifugado (2000 rpm/10
min) para separagdo do plasma, sendo posteriormente armazenado em microtubo e estocado a
-20 °C. A glicemia foi determinada pelo método enzimatico da glicose-oxidase - GLUCOX
500 (DOLES).

2.8 Glicogénio hepético e muscular

Para as determinacgdes do glicogénio hepéatico e do musculo peitoral, uma amostra de
350-800 mg desses tecidos, foi colocada em tubo cénico contendo KOH 30% e hidrolisada
em banho-maria fervente por 1 hora, acrescentando 5 gotas de Na,SO, saturado ao retirar do
banho. Posteriormente foram adicionados 4,5 mL de alcool absoluto (99,9%) para tornar a
solucdo alcoodlica a 70%. Os tubos contendo essa solucdo foram aquecidos por 15 segundos, e
depois centrifugados (2000 rpm/10 min), sendo descartado o sobrenadante. O precipitado
(glicogénio) foi levantado com 2 mL de agua destilada e levados ao banho-maria por 15
segundos para ser dissolvido. Apds foi acrescentado a solugdo 4,5 mL de alcool absoluto
(99,9%). Os tubos contendo a solucdo foram novamente aquecidos em banho-maria por 15
segundos e em seguida centrifugados, sendo posteriormente descartado o sobrenadante e

adicionado ao precipitado 5 mL de &4gua destilada norma. A solugdo contendo o glicogénio foi
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transferida para uma proveta e completada para 10 mL com agua destilada, sendo em seguida

armazenada em freezer a -20 °C.

A dosagem do glicogénio das amostras foi realizada pelo método colorimétrico

segundo Sjorgren et al. (1983).

2.9 Determinacdo da proteina tecidual

Para determinacdo da proteina total hepéatica e muscular (musculo peitoral e das patas
anteriores e posteriores), uma porcao conhecida do figado e dos musculos foi homogeneizada
com solucdo fisiolégica 0,9%. Posteriormente foi utilizado o0 método colorimétrico através do
Kit BCA Protein Assay Reagent (BCA-PIERCE).

2.10 Determinacao dos lipidios totais

Para a determinacdo dos lipidios totais do figado, tecido adiposo e muscular (musculos
das patas e peitoral), uma porcao conhecida desses tecidos foi retirada e homogeneizada com
um volume conhecido de solucdo cloroférmio-metanol (2:1) (FOLCH et al.,1957). Ap0s
filtracdo e separacdo das fases por adicdo de solucdo fisiol6gica 0,9%, uma aliquota da fase
cloroférmica (10 mL) foi utilizada para determinacdo dos lipidios totais pelo método

gravimétrico.

2.11 Acidos graxos totais da carcaca

Apbs a retirada dos tecidos utilizados nas demais dosagens, foi retirado também o tubo
digestorio, a partir da porcdo terminal do esdfago até o anus, rins e sistema reprodutivo. A
carcaca foi entdo pesada, e acondicionada em um recipiente de vidro contendo 200 mL de
KOH 6 N durante 4 a 6 dias, sendo posteriormente filtrada. Foi entdo adicionado volume
igual de &lcool absoluto, resultando assim uma solucdo de KOH-etanol 50% (v/v). Uma
amostra desta solucdo foi lavada por 3 vezes com 40 mL de éter de petréleo, acidificada com

5 mL de &cido sulfarico (H2SO,) e submetida a extracdo por cloroformio, com 3 vezes o
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volume final. Foram utilizados 50 mL desta fase para a determinagéo dos acidos graxos totais
por método gravimétrico (FOLCH et al.,1957).

2.12 Determinagdo de residuos de endosulfan em tecido hepatico e adiposo.

Para a analise de possiveis residuos acumulados do pesticida endosulfan nos animais
tratados, foram utilizadas amostras de tecido adiposo e figado. A técnica consistiu em extrair
1,000 mg da amostra dos tecidos previamente homogeneizados. Posteriormente foi
adicionado as amostras o0 solvente extrator (3 mL de agua, 8 mL de acetonitrila). As amostras
e a mistura extratora foram submetidas a agitacdo em Vortex por 2 minutos e em seguida
congeladas em freezer a -20 °C por 4 horas. Apds separacdo das fases pelo congelamento da
fase aquosa e da amostra, o sobrenadante constituido de fase organica liquida foi filtrado em
papel filtro contendo 1,0 g de sulfato de sodio anidro, sendo o papel filtro previamente levado
com acetonitrila resfriada. O volume do extrato obtido foi concentrado e ajustado em baldo
volumeétrico para 5,0 mL com acetonitrila. Em cada baldo volumétrico foram adicionados 0,1
mL do padrdo interno utilizado (parationa metilica na concentracdo de 10 mg/L). Apds este
procedimento, a mistura foi transferida para um frasco de vidro e armazenada em freezer até o
momento da anélise. Para a analise cromatografica, foi utilizado um cromatografo a gas

Shimadzu, modelo GC-17A equipado com um detector por captura de elétrons (DCE).

2.13 Concentracdes plasmatica de testosterona

A analise das concentracBes plasmaticas de testosterona foi realizada através do
método de quimioluminescéncia, pelo Laboratério Hermes Pardini, Belo Horizonte — MG .

2.14 Andlise estatistica

Os dados estdo apresentados na forma de Média + Erro Padrdo da Média (EPM). Para
comparacdo dos resultados foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de

Tukey para dados nédo repetidos, quando foi comprovada a distribuicdo normal e
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homogeneidade dos dados. Para dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskall
Wallis. O critério de significancia foi acertado em 5% (P<0,05).

3. RESULTADOS
3.1 Consumo alimentar
Foi observada diferenca em relagdo a quantidade (g) de mamao oferecido entre os

grupos, controle e End2, porém ndo houve diferenca entre as sobras quando comparados 0s
grupos experimentais ao controle (Tabela 1).

Tabela 1: Determinacéo do consumo alimentar entre o grupo Controle, Esp,

Endl e End2.

Grupos (9) Média Erro padrdo

Controle Oferecido 153 0,98

Sobra 40 4,86

Esp Oferecido 149 1,19

Sobra 39 4,72

End 1 Oferecido 153 1,10

Sobra 33 5,23

End 2 Oferecido 148 1,22

Sobra 39 4,41

3.2 Glicemia

As concentragOes de glicose plasméatica dos animais do grupo Endl apresentaram
reducéo (18,25 * 2,35 mmol/L) em relagéo aos do grupo Controle (25,99 * 1,52) (F)= 2,78;
P=0,05), (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdes plasmatica de glicose (mmol/L) em animais
Controle; Esp= espalhante adesivo 0,015 g/L; End1= endosulfan 1,05
g/L; End2= endosulfan 2,1 g/L. Os resultados estdo expressos em
média £ EPM. *p<0,05 em relacéo ao grupo controle.

3.3 Glicogénio hepético e muscular

N&o foi observada diferenca significativa nas concentragdes de glicogénio do musculo
peitoral nos animais tratados com Esp (0,84 = 0,28 umol glicosil-unidades/g) e Endl e End2
(0,45 + 0,15 e 0,46 + 0,12 umol glicosil-unidades/g, respectivamente) quando comparados
com o grupo Controle (0,56 + 0,19 pmol glicosil-unidades/g) (Fu= 0,47; P= 0,70). As
concentracbes de glicogénio hepatico também ndo diferiram significativamente entre os
grupos tratados com Esp (4,53 £ 0,69 pmol glicosil-unidades/g), End 1 e End2 (2,74 £ 0,93;
3,46 £ 0,66 umol glicosil-unidades/g, respectivamente) em relacdo ao grupo Controle (2,17 +
0,62 pumol glicosil-unidades/g) (F1)= 1,88; P=0,15).

Os resultados das analises de glicogénio muscular e hepético estdo mostrados na figura

5. Nao houve diferenca entre os grupos tratados e o controle, bem como entre os tratamentos.
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Figura 5. ConcentracGes de glicogénio muscular e hepatico em animais
Controle; Esp= espalhante adesivo 0,015 g¢/L; Endl= endosulfan 1,05
g/L; End2= endosulfan 2,1 g/L. Os resultados estdo expressos em média
+ EPM.

3.4 Proteina total

A concentracdo total de proteina da musculatura das patas anteriores apresentou
diminuicdo significativa nos animais tratados com espalhante adesivo quando comparados
com o grupo controle (42,19 + 3,85 e 63,06 + 5,47 g/100g, respectivamente) (Fq= 3,11; P=
0,04). Redugdo significativa na concentracdo total de proteina das patas posteriores também
foi observada entre os animais do grupo Endl e Esp (37,09 £ 2,83 e 41,34 + 4,00 g/100g ,
respectivamente) (Fu)= 5,57; P= 0,005). N&o foram encontradas alteragdes nas concentracoes
totais de proteinas do figado (F1)= 0,72; P= 0,54) e musculo peitoral (Fu)= 0,42; P= 0,73)

nos animais tratados em relag&o ao controle (Figura 6).
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Figura 6. Concentrac@es totais de proteina (g/100g) no figado (Hep), no
musculo peitoral (Peit), masculo das patas anteriores (PA) e posteriores
(PP), em morcegos Artibeus lituratus, do grupo Controle; Esp =
espalhante adesivo 0,015 g/L; Endl= endosulfan 1,05 ¢/L; End2=
endosulfan 2,1 g/L. Os resultados estdo expressos em média + EPM. *
p<0,05 em relagéo ao grupo controle no mesmo tecido.

3.5 Lipidios totais teciduais

As concentracdes de lipidios totais no figado apresentaram aumento significativo nos
animais do grupo Esp quando comparados com o grupo Controle (9,87 + 0,77 e 6,90 £ 0,70
0/100g) (F= 3,32; P=0,03). Nos lipidios totais das patas anteriores também se observou um
aumento significativo nos animais Endl em relacdo ao Controle (5,27 £ 0,25 e 3,52 + 0,31
0/100g, respectivamente) (Fu= 3,36, P= 0,03). N&o houve diferenca significativa nas
concentracdes de lipidios totais do musculo peitoral (F@1y= 1,23; P= 0,32) e patas posteriores

dos grupos analisados (F1= 0,27; P=0,84) (Figura 7).
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Figura 7. Concentrages médias de lipidios (g/100g) no figado (Hep), no
musculo peitoral (Peit), masculos das patas anteriores (PA) e posteriores
(PP), em morcegos Artibeus lituratus, do grupo Controle; Esp= espalhante
adesivo 0,015 g/L; End1= endosulfan 1,05 g/L; End2= endosulfan 2,1 g/L.
Os resultados estdo expressos em média £ EPM. *p<0,05 para Hep e PA

em relag&o ao grupo controle.

3.6 Lipidios totais do Tecido Adiposo

As concentracOes de lipidios do tecido adiposo (g/100 g) ndo apresentaram diferencas
significativa entre animais tratados com Esp (59,06 + 3,55 g/100 g) e Endl e End2 (53,70 +
3,58 e 61.75 + 4,63 ¢g/100 g, respectivamente) quando comparados com o Controle (51,56 +
2,65 g/100 g) (F)= 1,60; P=0,21) (Figura8).
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Figura 8. Concentracbes médias de lipidios no Tecido Adiposo (TA) (g/100g)
em morcegos Artibeus lituratus, do grupo Controle; Esp= espalhante adesivo
0,015 g¢/L; Endl= endosulfan 1,05 g¢g/L; End2= endosulfan 2,1 g/L. Os
resultados estdo expressos em média + EPM.

3.7 Acidos graxos totais da carcaca

As concentracOes de &cidos graxos totais da carcaga apresentaram diminuicéo
significativa nos animais dos grupos Endl e End2 (6,17 + 0,72 e 522 + 0,43,
respectivamente), quando comparados com o grupo Controle (9,66 + 0,77) (Fw)= 5,58; P=
0,005) (Figura9).
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Figura 9. Concentracbes médias de &cidos graxos totais da carcaca
(9/100g) em animais do grupo Controle; Esp= espalhante adesivo 0,015
g/L; Endl= endosulfan 1,05 g/L; End2= endosulfan 2,1 g/L. Os
resultados estdo expressos em média £+ EPM. *p< 0,05 em relagdo ao

controle.

3.8 Concentracdes plasmaticas de testosterona

As concentracOes de testosterona ndo apresentaram diferenca significativa entre os
animais Esp (37,57+ 9,88 ng/dL), Endl e End2 (82,86 + 21,83 e 460,00 + 394,11 ng/dL,
respectivamente) (P quando comparados com o grupo controle (674,29 + 390,46 ng/dL)
(Figura 10).
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Figura 10. Concentragdes totais de testosterona (ng/dL) em morcegos
Artibeus lituratus, do grupo Controle; Esp= espalhante adesivo 0,015
g/L; End1= endosulfan 1,05 g/L; End2= endosulfan 2,1 g/L.

3.9 Analise Cromatografica

Por meio da técnica cromatografica de alta sensibilidade aos compostos halogenados,
foi possivel separar, identificar e quantificar os residuos do inseticida endosulfan nos extratos
de tecido adiposo e figado de morcegos (Artibeus lituratus). O organoclorado endosulfan foi
identificado pela comparacdo do tempo de retencdo do composto com os dos padrfes desta
substancia. Os picos com tempo de retencdo tg iguais a 7,629 e 8,878 correspondem ao
inseticida a-endosulfan, B-endosulfan e o pico 6,456 ao padrdo interno parationa. Dessa
forma, considerou-se como o valor de area para endosulfan, a soma das areas dos picos dos
seus isomeros (Figuras 11 a 14). Foi encontrada a concentracdo de 9,180.10 pg/g de
endosulfan no figado de animais do grupo End1 e 6,408.10° pg/g no grupo End2. No tecido
adiposo foi encontrada a concentracdo de 3,087.10° pg/g no grupo Endl e 1,368.10% no
End2.
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Figura 11. Cromatograma de amostras de tecido adiposo dos morcegos tratados com
endosulfan 1,05 g/|[L, onde tr = 6.456:parationa, tgr = 7.629: a-endosulfan e tgr = 8.878: B-
endosulfan.
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Figura 12. Cromatograma de amostras de tecido adiposo dos morcegos tratados com
endosulfan 2,1 g/|L, onde tr = 6.456:parationa, tr = 7.629: a-endosulfan e tgx = 8.878: B-
endosulfan.
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4. DISCUSSAO

Até o presente, este € o primeiro estudo que investiga a acdo do inseticida
organoclorado endosulfan sobre o metabolismo energético e concentragdes plasmaticas
hormonais de uma espécie de morcego frugivoro neotropical, inclusive com a avaliagdo do
possivel acimulo endogeno desse inseticida no tecido adiposo e no figado em funcdo de
contaminacéo oral.

Em relagdo aos diferentes efeitos deletérios causados por inseticidas organoclorados,
Singh et al. (1981) demonstraram que a exposi¢do subletal ao inseticida Aldrin causou
diminuicdo da glicose plasmatica, aumento do lactato, diminuicdo do glicogénio muscular e
hepatico e diminuicdo de piruvato no plasma de peixe. Estudos com o inseticida endosulfan,
também em doses subletais em peixes, demostraram hiperglicemia, aumento das
concentragdes de insulina e dos hormaonios tireoidianos no plasma (TANGAVEL et al., 2010).
O aumento da glicose circulante também foi observado por Kalendar et al. ( 2004) em ratos.

Em geral, os resultados demonstraram poucas alteracfes significativas dos padrdes
metabolicos nos dois grupos de animais tratados com o inseticida endosulfan. Dentre os 13
parametros avaliados, somente as concentracfes de glicose, proteinas das patas posteriores,
lipidios das patas anteriores e &cidos graxos da carcaca apresentaram alteracdes significativas.

A diminuicdo observada nas concentracBes plasmaticas de glicose em morcegos
expostos a menor dosagem de endosulfan ja foi reportada na literatura para outras espécies de
vertebrados. Kalender et al. (2004), em estudos com ratos machos Wistar, encontraram
concentragdes de glicose no sangue aumentadas ao final da 3% e 42 semana e na 5% e 6% semana,
apos a administracdo oral subcronica de 2,0 mg/kg por dia de endosulfan durante seis
semanas. Outros estudos com ratos também reportaram um quadro de hiperglicemia em
animais tratados com o mesmo pesticida (GARG et al., 1980; KIRAN et al., 1988). Somente
estudos com o organoclorado Aldrin, e em peixes, relatam reducdo da glicemia apos
tratamento subletal.

A auséncia de hiperglicemia, apds o periodo de exposicdo em morcegos tratados deste
estudo, pode ser atribuida as baixas concentragdes de endosulfan utilizadas, se comparadas
com concentracGes empregadas em outros estudos, no qual foram relatados hiperglicemia.

Cabe ressaltar que a metodologia empregada neste experimento segue as concentracGes
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indicadas pelo fabricante, para aplicacdo em diversas culturas, e teve como objetivo a
simulacdo das condi¢fes a que estdo expostas as espécies de morcegos frugivoros em campo,
uma vez que 0s animais tém acesso a pomares comerciais de frutas cultivadas com uso de
inseticidas.

Em relacdo as reservas de glicogénio no figado e no tecido muscular, ndo foi
observado alteracbes em animais expostos ao inseticida, apesar da diminuicdo nestas
concentracdes ja terem sido reportadas em ratos tratados com endosulfan e também com os
organofosforados malation e acephate , indicadas pelo aumento caracteristico da enzima
glicogénio fosforilase (GP) (KIRAN e VARMA, 1988; POURNOURMOHAMMADI et al.,
2005; JOSHI et al.,2009). Em estudos realizados com morcegos frugivoros, tratados com o
organofosforado fentiona, Amaral et al. (2009) observaram aumento no glicogénio muscular.
Os autores sugerem que por um determinado periodo, pode ter ocorrido um quadro de
hiperglicemia nos individuos devido a exposi¢do ao inseticida.

Em relacdo as reservas de proteinas nos tecidos analisados, as concentragdes do
inseticida endosulfan utilizadas ndo influenciar nos niveis proteicos, ja que nao foi observada
mobilizacdo dessa fonte energética, com excecdo da diminuicdo observada nas concentracfes
de proteinas das patas posteriores em animais que receberam alimento com menor
concentracdo do inseticida. Amaral (2009), ndo observaram alteragcbes nas concentragoes
totais de proteinas em morcegos expostos ao inseticida fentiona e espinosade durante 7 e 30
dias.

Nas reservas lipidicas, as concentracbes de lipidios na maior parte dos tecidos
analisados (musculo das patas posteriores, peitoral, do figado e do tecido adiposo) nao
sofreram influéncia do inseticida endosulfan, com ressalva do aumento observado nos
musculos das patas anteriores, que tiveram estas concentragdes aumentadas em animais
submetidos a menor concentracdo do inseticida. Amaral (2009), em estudos com morcegos
expostos ao inseticida fentiona ndo observaram alteragfes nas concentragOes totais de
proteinas. O mesmo autor em outro estudo reportou diminuicdo dos lipidios totais do musculo
das patas posteriores em morcegos expostos ao inseticida espinosade durante 7 dias.

Os morcegos submetidos & alimentagdo contaminada com endosulfan apresentaram
reducdo significativa dos acidos graxos da carcaca, quando comparados com o grupo controle.
Uma mobilizacdo dos acidos graxos da carcaca, similar a observada neste estudo, foi relatada

em experimento com morcegos frugivoros (Artibeus sp) submetidos ao tratamento com o
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inseticida oganofosforado fentiona por 7 dias (AMARAL, 2009). O autor sugere que tenha
ocorrido a mobilizacdo dos acidos graxos da caraca para uma possivel formacéao de glicose, a
partir da ativacdo da via neoglicogénese, ja que estudos com pesticidas organoclorados e
fosforados demostraram alteragdes em enzimas-chave de diversas vias metabolicas
relacionadas ao metabolismo de glicose. Efeitos como inibigdo da glicdlise e aumento da
atividade da neoglicogénese e glicogendlise hepaticas ja foram demostradas em estudos com
organofosforados (POURNOURMOHAMMADI et al., 2007; RAHIMI et al., 2007; REZG et
al., 2008).

Uma diminuicdo semelhante dos acidos graxos da carcaca também foi relatada em
estudos com morcegos hematdfagos (Desmodus rotundus), submetidos ao jejum (Freitas et
al., 2006) e em Artibeus lituratus e A. jamaicensis (PINHEIRO., 1995), sugerindo que esta
reserva funciona como importante fonte de fornecimento de substrato energético para via da
neoglicogénese, fornecendo glicose para a circulagdo sanguinea alocada na carcaca. E
importante destacar que a diminuigdo desta reserva observada em nossos experimentos pode
implicar em um prejuizo para a capacidade reprodutiva destes animais, dada a reportada
importancia dos lipidios para a reproducdo em mamiferos (MOORE et al., 1984).

Os resultados indicam que a mobilizagdo dos acidos graxos da carcaga provocada pelo
endosulfan, pode ser atribuida a ativacdo da via da neoglicogénese para producdo de glicose a
partir de glicerol, j& que varios trabalhos com organoclorado e organofosforado demonstraram
gue esses agentes quimicos comprometem a homeostase lipidica (REZG., 2008; LASRAM.,
2008).

Em relacdo aos animais tratados com o espalhante adesivo, foi encontrado alteragdes
nos seguintes parametros: reducdo nas concentracdes de proteina das patas anteriores, patas
posteriores e aumento nas reservas lipidicas do figado.

Quanto ao acumulo do inseticida endosulfan, os resultados apontam uma deposicao
nos tecidos adiposo e hepatico de animais submetidos aos dois tratamentos com endosulfan,
sendo esse acimulo maior no tecido adiposo. Um dos fatores que pode explicar esse maior
acumulo no tecido adiposo é o fato de o agrotdxico em questdo ser altamente lipofilico.
Estudos sobre efeitos toxicos causados pelo acimulo de organoclorado em lipidios corporais
tém demonstrado uma correlagdo significativa entre concentragdes de residuos acumulados
em lipidios da carcaca e seu aumento no cérebro quando ha mobilizacdo dessa reserva (DALE

et al., 1962; CLARK., 1981). Tal relacdo pode ser observada em experimentos com a espécie
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de morcego Tadarida brasiliensis, quando residuos de organoclorados (DDE, DDT e
Dieldrin) no tecido adiposo atingiram o sistema nervoso, ap6s a mobilizacdo dessa reserva
pelos animais exercitados em uma a simulacdo de voo migratorio (GELUSO et al., 1976;
CLARCK et al., 1978; CLARCK.,1981; STEBBINGS et al., 1986; MITCHELL-JONES et
al., 1989; RANSOME., 1889; SWANEPOEL et al., 1999). Os dados obtidos pelos autores
apoiam a hipotese de que os pesticidas acumulados em lipidios corporais tenham contribuido
para declinio da populacdo de T. brasiliensis das cavernas de Carlsbad, no Novo México,
quando esses residuos alcancaram niveis elevados no sistema nervoso. Cabe ressaltar que nos
animais ndo exercitados, os autores ndo observaram acumulo do pesticida no sistema nervoso.
A ndo movimentagédo dos animais deste estudo, acondicionados em gaiolas, pode ter mantido
0 pesticida acumulado no tecido adiposo, causando um efeito latente, prevenindo sua
circulacdo no sangue e consequentemente seus efeitos sistémicos.

Com relagdo a andlise dos residuos no figado dos animais tratados, foi possivel
detectar uma deposi¢do do inseticida neste 6rgdo, menor do que a encontrada no tecido
adiposo. Estudos com coelhos submetidos a exposicdo subletal de endosulfan 1mg/kg durante
6 semanas, mostraram hemorragias hepaticas, necrose e degeneracées (MOR et al., 2010).
Em outro estudo com peixes, a esteatose foi a alteracdo que caracterizou os efeitos toxicos
apos 14 e 21 dias de exposi¢do ao endosulfan (JOSSON., 1991). O figado desempenha um
papel importante nos processos de manutencdo da glicemia, armazenamento de glicogénio,
sintese de proteinas plasmaticas, producdo de hormonios e metabolizacdo de xenobidticos.
Portanto alteracdo histoquimica no figado causado por inseticidas organoclorados e
fosforados podem afetar metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (MOHAJERI et al.,
2010).

Avaliando as concentracfes totais de testosterona nos morcegos tratados com o
inseticida endosulfan, observa-se que ndo houve alteracdes significativas desse hormonio. No
entanto, o endosulfan tem sido apontado como um desregulador enddcrino, estando a
exposicdo a ele associada a diversas alteracOes, sUbitas ou permanentes, nas vias de
sinalizacdo enddcrina, atividade reprodutiva, sintese e secrecdo de diversos horménios
(SINGH et al. 1989; SINGH et al. 1990; VOS et al.,, 2000; DE FALCO et al., 2007;
EUSTACHE et al., 2009). Dentre as alteracGes provocadas pela exposicdo ao endosulfan,
estudos comprovam efeitos como inibi¢do da biossintese de andrdgenos testiculares em ratos

adultos, quando administradas doses de 7,5 e 10 mg/kg, consecutivamente para 15 e 30 dias
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(SINGH et al. 1990). Esses autores relataram que uma exposi¢do mais prolongada (30 dias)
de ambas as doses causou reducdo nos niveis plasmaticos de gonadotrofinas (FSH e LH), bem
como de testosterona plasmatica. Tais alteracdes foram revertidas quando o tratamento foi
retirado. Os mesmos autores, em outro estudo, observaram uma variacdo na biossintese de
testosterona e sua secrecdo, sugerindo, no entanto, um desequilibrio hormonal nas génadas de
ratos machos em uma exposicéo cronica ao inseticida endosulfan (SINGH et al. 1989).

Em relacdo as concentracOes plasmaticas de testosterona, os resultados ndo foram
conclusivos, possivelmente em razdo da grande variacdo das concentracdes individuais dos
animais dentro dos grupos experimentais. Trés individuos do grupo controle e um individuo
do grupo End2 apresentaram, em média, concentrag¢fes 31,73 vezes maiores que a média dos
demais individuos. Uma possivel explicacdo para as altas concentracdes de testosterona
observadas nestes quatro individuos, pertencentes a grupos experimentais distintos, seria a
posicdo social destes animais como machos que defendiam harém anteriormente a coleta.
Aumentos significativo nas concentracfes de testosterona em machos alfa ja foram relatados
por Stefan et al. (2009) em estudos com morcegos Pteropus poliocephalus, e poderiam
explicar a alta variacdo destas concentracfes neste experimento, impossibilitando a analise

estatistica dos efeitos dos tratamentos.

5. CONCLUSAO GERAL

Pode-se concluir que o inseticida endosulfan na concentracdo recomendada pelo
fabricante, provocou alteracdes metabolicas nas concentragdes plasmaticas de glicose,
proteinas das patas posteriores, lipidios das patas anteriores e lipidios da carcaca. Alteracdes
como diminuicdo de lipidios da carcaca podem causar complicacdes para Artibeus lituratus,
uma vez que as reservas lipidicas sdo fundamentais para o fornecimento de glicose, em
processos em que ocorra alta demanda metabdlica para a producdo de energia como,
reproducdo, migracao e periodos de escassez alimentar. Dessa forma, baixas reservas lipidicas
na carcaca nos animais tratados com endosulfan durante 35 dias poderiam comprometer esses
eventos. Além disso, pode-se concluir que as doses ambientais do inseticida estudado sdo
suficientes para provocarem acumulo no tecido adiposo e no figado, ap0s a exposi¢do

continua de 35 dias.

38



De modo geral, os resultados deste trabalho demonstram que, as alteracGes observadas
em relacdo a deposi¢do de endosulfan no tecido adiposo e no figado podem comprometer, a
longo prazo, a sobrevivéncia das populacdes de Artibeus lituratus, animais de grande
importancia ecologica que desempenham papel fundamental na dispersdo de sementes,
contribuindo para o reflorestamento e conservagédo das florestas tropicais, especialmente nos

remanescentes de Mata Atlantica onde ocorrem.
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