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RESUMO

O estresse oxidativo (EO) ¢ um processo que ocorre com todos os organismos e resulta em
danos celulares e teciduais, por meio do desequilibrio na concentraciao de radicais livres e
antioxidantes, em favor dos oxidantes. Os efeitos do EO vao desde doencas inflamatorias,
até aceleracao dos processos de envelhecimento, sendo necessario que os organismos
tenham uma defesa antioxidante eficiente para neutralizar os radicais livres e atenuar esses
efeitos. Contudo, alguns antioxidantes s6 sdo produzidos ou absorvidos de acordo com a
nossa dieta e uma alimentagdo diversificada ¢ importante para manter o equilibrio no perfil
redox. Os morcegos apresentam dietas especificas de acordo com seu habito de vida,
podendo ter dietas mais oxidantes como no caso dos morcegos hematofagos ou com maior
concentragdo de antioxidantes como os frugivoros e por isso se tornam interessantes para
estudos de adaptacdo a dieta pela optica do EO. O nosso objetivo foi avaliar o perfil redox
do rim, adaptado a dieta dos morcegos nectarivoros, frugivoros, insetivoros e hematofagos.
Em nosso modelo experimental, foram capturados o total de 39 machos adultos, das espécies
de morcegos nectarivoros Glossophaga soricina, frugivoros Sturnira lilium, insetivoros
Molossus molossus ¢ hematdfagos Desmodu rotundus. Avaliamos indicadores da atividade
antioxidante enzimatica de glutationa peroxidase (GPx), superdxido dismutase (SOD),
consumo de perdxido de hidrogénio (H202), glutationa-S-transferase (GST) e fumarase,
assim como os antioxidantes ndo-enzimaticos pela razao de glutationa e glutationa oxidada
(GSH/GSSG), niveis de nitritos e nitratos (NO27, NO3™) e vit. C e vit. E. Também avaliamos
os niveis de proteinas carboniladas e peroxidagdo lipidica (malondialdeido-MDA). Os
resultados mostram que os morcegos insetivoros apresentaram maior atividade de GPx,
SOD, consumo de H»O; e fumarase, em relagdo aos demais grupos. Secundariamente, os
frugivoros apresentaram maior atividade de GPx, SOD, consumo de H>O> e fumarase, em
relagdo aos hematdfagos e nectarivoros, mas apresentaram maiores niveis de NOz e NOs™ e
vit C em relagdo aos outros grupos. Os insetivoros e hematdfagos apresentaram maiores
niveis de dano oxidativo, quando comparados aos nectarivoros e frugivoros. De modo geral,
a dieta parece influenciar na modula¢do da defesa antioxidante e dano oxidativo de morcegos

nectarivoros, frugivoros, insetivoros e hematdfagos.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, antioxidantes, rim, morcegos, dietas.



ABSTRACT

Oxidative stress (EQO) is a process that occurs in all organisms and results in cellular and
tissue damage, through an imbalance in the concentration of free radicals and antioxidants,
in favor of oxidants. The effects of EO range from inflammatory diseases to acceleration of
aging processes, requiring organisms to have an efficient antioxidant defense to neutralize
free radicals and mitigate these effects. However, some antioxidants are only produced
or absorbed according to our diet and a diversified diet is important to maintain a balanced
redox profile. Bats have specific diets according to their lifestyle habits, and may have diets
that are more oxidizing, as in the case of hematophagous bats, or with a higher concentration
of antioxidants, such as frugivorous, and therefore become interesting for studies of diet
adaptation from the perspective of EO. Therefore, our objective was to evaluate the kidney
redox profile, adapted to the diet of nectarivorous, frugivorous, insectivorous and
hematophagous bats. In our experimental model, we captured a total of 39 adult males of
Glossophaga soricina nectarivorous bats, Sturnira lilium frugivorous, Molossus molossus
insectivorous and Desmodu rotundus hematophagous bats. We evaluated indicators of the
enzymatic antioxidant activity of glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase
(SOD), consumption of hydrogen peroxide (H20>), glutathione-S-transferase (GST) and
fumarase, as well as non-enzymatic antioxidants by the glutathione ratio. and oxidized
glutathione (GSH/GSSQG), levels of nitrites and nitrates (NO2", NO3") and vit. C and vit. E.
We also evaluated the of carbonyl and lipid peroxidation (malondialdehyde-MDA) levels.
The results show that insectivorous bats showed higher activity of GPx, SOD, consumption
of H202 and fumarase, in relation to the other groups. Secondarily, frugivorous showed
higher activity of GPx, SOD, consumption of H20O: and fumarase, in relation to
hematophagous and nectarivorous, but presented higher levels of NO; and NO3z and vit C in
relation to the other groups. Insectivorous and hematophagous showed higher levels of
oxidative damage when compared to nectarivorous and frugivorous. In general, the diet
seems to influence the modulation of antioxidant defense and oxidative damage in

nectarivorous, frugivorous, insectivorous and hematophagous bats.

Keywords: Oxidative stress, antioxidants, kidney, bats, diets.



1. INTRODUCAO

1.1. Espécies reativas, Radicais livres, Nao-radicais, Metais de transicao

As espécies reativas (ERs) desempenham papel importante nos sistemas biolégicos,
uma vez que estdo envolvidas na manuten¢do do metabolismo celular, agem na resposta
imune contra agentes patogénicos, influenciam nas degeneragdes decorrentes do
envelhecimento e senescéncia celular, processos mutagénicos € no desenvolvimento de
neoplasias (SIES, 1991). O termo ER diz respeito a moléculas ou dtomos reativos que sao
capazes de interagir com outras moléculas/atomos, alterando sua carga e consequentemente
sua estrutura sendo classificadas como espécies nao radicalares ou radicalares (radicais

livres) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

Os radicais livres sdo formados pela perda de um elétron, em geral no ultimo orbital,
restando uma molécula/atomo com um elétron desemparelhado, formando um radical
cationico ou ganhando um elétron e formando um radical anionico. Incluem-se as espécies
reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de nitrogénio (ERN), espécies reativas de cloro
(ERC), espécies reativas de bromo (ERB), espécies reativas de ferro (ERF) e espécies

reativas de enxofre (ERE) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

Entre as ER, mais estudadas devido seu papel bioldgico e pela sua relevancia em
nosso trabalho, incluem-se os radicais superoxido (O2*"), hidroxila (*OH), peroxil (RO>°®),
alcoxil (RO?®), 6xido nitrico (NO?®), as espécies ndo-radicalares peroxinitrito (ONOO") e
peroxido de hidrogénio (H,02), e também os metais de transi¢do como ferro (Fe?*, Fe*"),
cobre (Cu*, Cu?"), manganés (Mn?*, Mn**, Mn*', Mn®*, Mn"") (MEZZAROBA et al., 2019;
TARPEY & FRIDOVICH et al., 2001; RIZZO et al., 2012).

O O2* pode atuar como um redutor ou como um oxidante, sendo menos reativo com
espécies ndo-radicalares, porém € reativo com outros radicais livres (como NO®) e proteinas
com cluster Fe-S, causando danos indiretos e facilitando a formacao de *OH pela reagdo de

Fenton (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

A reagdo de Fenton ¢ um dos meios em que se pode gerar a molécula de *OH, o

radical mais reativo de acordo com a eletroquimica. Esse radical pode causar danos a
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biomoléculas ou até mesmo levar a morte celular (KANTIDAS et al., 2014). A reagdo ocorre

quando o Fe (II) ¢ oxidado a Fe (III) por intermédio do H2O», que ¢ reduzido a *OH

Fe (II) + H,0;, — *OH + OH- + Fe (III)

Os ROz* e RO® s3o radicais livres que geram a peroxidagdo lipidica, pela sua
decomposic¢do estimulada por calor, exposi¢do a luz UV e pela reacdo estimulada por ions
de ferro. Além disso, os peroxidos de proteinas também podem ser decompostos por metais
de transicdo e originar radicais proteicos, assim como podem reagir com hidroperoxil (HO3)

formando RO;* e RO®* (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

O radical livre NO® (mondxido de nitrogénio), possui um elétron desemparelhado no
orbital pi*2p e € um gés incolor, moderadamente soltivel em 4gua, sendo mais solivel em
solventes organicos. Apesar de ter baixa reatividade com biomoléculas, ¢ altamente reativo
com outros radicais livres como radicais tiil, tirosil, mas ao reagir com o RO>°* se torna um

inibidor da peroxidacao lipidica (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

O ONOO™ pode ser formado pela reagdao de NO™ e O», mas sua formacao ¢ mais
comum pela reacdo de NO® e O2*". Em células, tecidos e fluidos pode levar a redugdo de
antioxidantes, oxidacdo, nitragdo de lipidios, quebra das fitas de DNA e a desaminag¢do das

bases nitrogenadas e proteinas (JIAO et al., 2018).

O H202 ¢ uma molécula que faz parte do metabolismo normal em diversos
organismos, sendo um fraco oxidante e redutor, porém pode gerar danos oxidativo de modo
indireto, ao reagir com Fe na reagdo de Fenton (WINTERBOURN, 1995). E gerado por
diferentes enzimas e moléculas como por exemplo, a xantina, D-amina oxidase, SOD e
glicose. Por ser difusivel inclusive em membranas, participa de processo da divisdo celular
pelas vias de transducdo de sinal e pode induzir de modo indireto a morte celular (SIES,

2017).

Os metais de transicdo tém um papel fundamental como cofatores de processos

fisioldgicos que ajudam a manter a homeostase do organismo, compor a estrutura primordial
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de enzimas e outras proteinas. Todos os metais de transicdo possuem um elétron

desemparelhado, com excecao do zinco (HALLIWELL& GUTTERIDGE, 2015).

O Fe ¢ um composto elementar essencial para a dieta, fazendo parte da hemoglobina,
mioglobina, citocromos, enzimas, a maioria das hidroxilases e oxidases, entre outras
moléculas. Podem existir também, na forma de Fe (IV), como um grupo ferril-heme, gerada
pela reacao de proteinas heme, reagdes do citocromo P450 e peroxidases (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2015).

O Cu possui duas formas oxidadas (I e II) e € essencial para a sintese de enzimas
superoxido dismutase extracelular (EC-SOD), superdéxido dismutase cobre e zinco
(CuZnSOD), citocromo oxidase, lisil oxidase, dopamina-B-hydroxilase e a proteina
ceruloplasmina. O excesso ou a deficiéncia de Fe e Cu podem causar estresse oxidativo

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

O Mn também ¢ composto essencial na dieta, sendo necessario para a sintese de
MnSOD, arginase ¢ também para ativacdo de algumas hidrolases e carboxilases

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

1.2. Estresse Oxidativo e os antioxidantes

Para entender como funciona a quimica das ERs em sistemas biologicos, € preciso
compreender o que € o potencial de oxidacao/reducdo em moléculas. O potencial de redugdo
¢ uma grandeza termodindmica que mostra o quanto uma reacdo de oxidagdo e reducdo ¢
viavel (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015). Essa reacao ocorre justamente quando ha
uma transferéncia de elétron estavel entre atomos, mantendo a homeostase redox entre os
sistemas. Porém, nos sistemas biologicos esse estado de possivel equilibrio ndo ¢ constante
termodinamicamente, ja que existem diferentes compartimentos dentro e fora das células,
com diversas reagoes em acao (KEMP et al., 2008). Ou seja, o ponto de ajuste do potencial
redox em um determinado compartimento, pode ser muito diferente do estado de equilibrio

redox estacionario (em nivel basal) em outros locais da mesma célula (SIES, 2017).

Os desvios do ponto de ajuste em sistemas metabdlicos normais sdo indicativos para

a sinalizacao redox (SIES, 1985). Com a elevacao de oxidantes endogenos e exdgenos em
12



um determinado compartimento, esse desvio tende a tornar-se mais proeminente,
perturbando a sinalizagdo redox e iniciando uma resposta ao estresse (SIES, 2020).
Felizmente, os sistemas bioldgicos contam com moléculas responsaveis por agir sobre esses

agentes oxidantes, conhecidos como antioxidantes.

Os antioxidantes sdo qualquer substancia que pode prevenir, atrasar ou remover o
dano oxidativo, contribuindo para o equilibrio redox (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2015). Podem ser classificados como: antioxidantes enzimaticos como por exemplo, a
superéxido dismutase (SOD)!, glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR),
catalase e outras peroxidases que sdo sintetizadas in vivo; antioxidantes ndo enzimaticos que
compreendem os compostos elementares, cofatores enzimaticos, vitaminas, hormonios e
proteinas, sendo alguns desses provenientes da dieta (HAIDA & HAKIMAN, 2019; SIES,
2020).

O estresse oxidativo surge exatamente quando ha um desequilibrio entre os agentes
oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes, levando a interrup¢ao da sinalizagao e

controle redox, gerando o dano molecular (HELMUT SIES & CARSTEN BERNDT, 2017)
(Fig. 1).

Estresse oxidativo

40 S
waant®
¢ 0,-—\ = w{m\w l s

Proteinas carboniladas <4sssm Danooxidativo ) Peroxidaciolipidica

s »
>
y + + +
P 4 s ~
@ S "1
A, 4 by
Célula normal Ataque pelos radicais livres Estresse oxidativo

13



Figura 1: Representacio grafica do desequilibrio redox. A medida que aumenta a
concentragdo de oxidantes e diminui a concentragcdo de antioxidantes, a balanga tende para

o lado dos oxidantes, gerando dano oxidativo em células e tecidos.

Bioindicadores de dano oxidativo como as proteinas, lipidios, carboidratos e 0 DNA,
podem ajudar a avaliar os efeitos decorrentes do estresse oxidativo. O dano a essas
biomoléculas tem origem principalmente de agentes poluentes, xenobioticos, acimulo de
metais pesados e radiagdo ionizante e também pela cadeia transportadora de elétrons na

mitocondria (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).

1.3. Dietas pro- e antioxidante

Estudos que avaliam o consumo de uma dieta rica em frutas, vegetais, graos,
oleaginosas, ervas e algumas bebidas, mostram que uma alimentacdo balanceada podem
trazer efeitos benéficos, inclusive na prevengao de certas comorbidades e promovendo o

bem-estar dos seus consumidores (PARCHETA et al., 2021).

Esses alimentos sdo conhecidos na literatura como “Alimentos Funcionais”, por
promoverem acao fisioldogica ou metabdlica, além da nutri¢do basica, apresentando um efeito
potencial a saide do organismo, sendo essenciais em uma dieta variada (HASLER, 2000).
Os alimentos funcionais apresentam compostos como vitaminas, acidos graxos
poliinsaturados (PUFAs), fibras, probioticos/prebiodticos e antioxidantes (GRANATO et al.,
2020) (Fig. 2).

14
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Figura 2: Efeito fisiologicos dos alimentos funcionais e os antioxidantes presentes nesses

alimentos. (Adaptado de COMERT & GOKMEN, 2018)

A relagdo entre os radicais livres e o surgimento de patologias, assim como o
envelhecimento acelerado, fez com que a comunidade cientifica buscasse novas alternativas
para prevencdo de doengas como as neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatoérias,
alguns tipos de cancer e também para reduzir os efeitos do envelhecimento (ALBARRACIN
et al., 2012; FUCHS-TARLOVSKY, 2013; LUO et al., 2021). Com isso, os antioxidantes
passaram a ser administrados como suplementos alimentares (como no caso das vitaminas),
porém os resultados desses estudos tém sido conflitantes em relacdo a eficacia dos

tratamentos (BAIRATI et al., 2006; PAGANINI-HILL et al., 2015).

Contudo, estudos realizados com populagdes especificas que utilizavam uma dieta
rica em antioxidantes, como a dieta do mediterraneo (BONACCIO et al., 2017), a longo
prazo demonstraram aumentar a qualidade de vida dos consumidores e prevenir doengas
afetadas pelos radicais livres (ESCRIBANO et al.,2011; FUNG et al., 2010). Por outro lado,
dietas pré-oxidantes ricas em proteina animal e com poucos vegetais, aumentam a incidéncia

de doengas e reduzem a expectativa de vida (FUNG et al., 2010).
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1.4. Modelos animais canonicos e nio canonicos

Estudos em modelos animais, podem oferecer uma ampla visao da causa e efeito de
certas patologias, porque € possivel avaliar caracteristicas convergentes e divergéncias com
a espécie-alvo (HAU, 2008). O modelo animal, ¢ aquele organismo que melhor responde
aos questionamentos a respeito do objeto de investigagdo, de modo que possibilite aos
pesquisadores comparar os seus resultados, que apresentam diferenca ou semelhanga entre
0s organismos ¢ principalmente comparar com a nossa espécie (HELD, 1980; WESSLER,

1976).

A maior parte das pesquisas estdo concentradas em modelos animais tradicionais
laboratoriais, como por exemplo ratos e camundongos (candnicos), pela viabilidade,
facilidade de manipulagdo/controle e a disponibilidade de informagdes em bancos de dados
cientificos. Contudo, esses animais nao estdo sofrendo as mudangas do ambiente, em que
nds estamos sujeitos, além de serem muito endocruzados, o que diminui a variabilidade

genética.

O uso de modelos animais ndo tradicionais, como por exemplo os morcegos (ndo
canonicos), pode apresentar essa visao global sobre essas variagdes naturais que os sistemas
biologicos apresentam. Por isso, diferentes areas do conhecimento, como a endocrinologia
(HOUSER et al., 2013), neurociéncia (JUNTTI, 2019), oncologia (SHEPARD; KISSIL,
2020), virologia (GUNASEKARA et al., 2022), tém dirigido a aten¢do para essas espécies

ndo tradicionais.

Pesquisas sobre envelhecimento, também tém utilizado modelos ndo canodnicos para
elucidar porqué e como os organismos envelhecem e a for¢a motriz do processo e se as
interpretagdes no tempo de vida de espécies de vida-curta podem ser extrapoladas para

espécies longevas (HOLTZE et al., 2021).

O envelhecimento, ¢ um processo degenerativo natural, que resulta no declinio das
fungdes fisiologicas dos organismos, podendo gerar comorbidades seguido de morte
(WARRAICH et al., 2020). A teoria do estresse oxidativo explica parcialmente como ocorre
o envelhecimento, j4 que as espécies reativas podem causar danos ao DNA, levando a

senescéncia celular, degradacdo tecidual, que se acumulam ao longo do tempo (LIGUORI
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et al., 2018). No entanto, os fatores intrinsecos e extrinsecos como ambientais, genéticos ¢

mudangas corporais também influenciam no envelhecimento (WARRAICH et al., 2020).

Como os mecanismos do envelhecimento ainda nao estdo completamente elucidados,
0s organismos ndo candnicos podem ser a chave para compreender as diferentes vias que

levam a esse Processo.

1.5. Metabolismo energético e as dietas pro- e antioxidante em morcegos

Os morcegos sao um grupo monofilético (ordem Chiroptera), cosmopolita, que
atualmente apresenta mais de 1.400 espécies descritas, dos 6.400 mamiferos documentados
(IRVING et al., 2021). Apresentam adaptacgdes incriveis que incluem: o voo verdadeiro,
sendo os unicos mamiferos capazes de voar; a ecolocalizacdo que consiste em ondas de alta
frequéncia (inaudiveis aos seres humanos), permitindo sentir as vibragdes do ambiente para
se localizarem no espago ¢ manter a comunicagdo social com a coldnia; um sistema
imunoldgico muito eficiente e por isso suportam alta cargas virais (BROOK & DOBSON,
2015; LAIRD, 2018; VERNES & WILKINSON, 2020).

Algumas espécies de morcegos apresentam dietas alimentares restritivas, podem ser
nectarivoros, frugivoros, insectivoros, hematofagos, carnivoros, mas também existem
espécies onivoras que apresentam dois tipos de dietas diferentes, consumindo frutos e
insetos, por exemplo (FINDLEY, 1993).

Por possuirem dietas restritas, os morcegos sdo interessantes para o estudo do
estresse oxidativo, pois algumas espécies de morcegos estdo no extremo do perfil redox. Por
exemplo, os morcegos hematofagos possuem uma dieta altamente oxidante, devido a alta
concentracao de ferro presente no sangue, o que poderia gerar os radicais livres pela reacao
de Fenton (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015). Ja os morcegos frugivoros, apresentam
uma dieta com alta concentracdo de antioxidantes ndo-enzimaticos, como a vitamina C,
flavonoides, carotendides e compostos elementais, presentes nos frutos (PEREIRA et al.,
2014). Um estudo que utilizou medidas prd- e antioxidantes totais no plasma sanguineo,
verificou que os morcegos frugivoros apresentaram maior concentracdo de antioxidantes,

quando comparados aos onivoros e animalivoros (SCHNEEBERGER et al., 2014).
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Outra caracteristica importante dos morcegos, do ponto de vista do estresse
oxidativo, € o fato desses animais apresentarem uma alta longevidade, quando comparados
aos mamiferos de tamanho similar. Os morcegos apresentam altas taxas metabolicas,
adaptadas para o voo, mostrando um diferencial em relagdo a ideia de que animais com altas
taxas metabolicas teriam uma relagio inversa com longevidade. MAGALHAES et al. (2007)
mostra que os mamiferos que vivem mais em relagdo ao tamanho corporal, como morcegos
e humanos tendem a ter um tempo de desenvolvimento mais longo, para o tamanho corporal
(DE MAGALHAES et al., 2007).

Os morcegos hematofagos Desmodus rotundus vivem em média 16 anos, enquanto
os insetivoros Myotis velifer, vivem em média 10 anos (SCHNEEBERGER et al., 2014).
Mas o que ¢ impressionante ¢ que ja foram encontrados individuos das espécie Myotis
brandtii e Pteropus giganteus com aproximadamente 40 anos, correspondendo a metade da
expectativa de vida de um ser humano (LAGUNAS-RANGEL, 2020). E possivel que os
morcegos apresentem um sistema complexo de defesas antioxidantes que influenciam na

longevidade.

1.6. O rim em mamiferos: fun¢ao e estrutura

Os rins sdo orgaos do sistema urinario, duplos, filtrantes, com um formato que se
assemelha a um “feijao” e ¢ capaz de filtrar aproximadamente 180 L de sangue por dia em
humanos, o que representa em torno de 20% do débito cardiaco. Sdo responsaveis pela
excre¢do e osmorregulacdo de solutos, sendo responsaveis por recolher os produtos
metabolicos celulares. Outras fungdes importantes do rim ¢ a regulagdo da pressdo arterial
pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona, producdo de eritrocitos através da

eritropoietina e participa da ativacao da vitamina D (MCMAHON, 2016).

Em sua estrutura interna, os rins sdo divididos pela medula e cortex (Fig. 3). A
medula esta localizada na regido central dos 6rgaos e ¢ formada pelas piramides renais, onde
o seu apice formam papilas que se projetam em um célice menor. J4 o cortex se estende
desde a capsula verdadeira até a base das pirdmides renais. Em mamiferos, o namero de

piramides renais pode variar entre as espécies (MCMAHON, 2016).
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Figura 3: Anatomia do rim humano (vista interna e unidade funcional do néfron). (Adaptado

de FARIA et al., 2019)

Os rins possuem uma unidade funcional basica chamada de néfron e um tibulo
néfrico, responsavel por recuperar parte do fluido filtrado e excretar o restante (SHORT et
al., 2014). Assim como no caso das piramides renais, em mamiferos o numero de néfrons
variam entre as espécies e apresentam dois tipos de néfrons, os corticais e justamedulares

(NEWBOLD et al., 1992).

A filtracdo ocorre no interior do corpusculo renal, na por¢ao proximal do néfron,
onde a vascularizacdo aferente forma uma rede em loop de vasos sanguineos permeaveis,
conhecido como glomérulo. Apresenta células mesangiais, uma variante glomerular de
pericitos que se associam a outras partes do corpo e situam-se em oposi¢ao ao endotélio
vascular, mantendo assim a integridade e a porosidade vascular. O fluido que passa pelo
glomérulo no intersticio da capsula de Bowman ¢ revestido por podocitos. Os poddcitos sao
células unicas, especializadas e ficam acima de uma membrana basal glomerular, que atua
como uma barreira de filtracao e reduz a entrada de solutos proveniente do soro, de acordo

com a massa molecular (maior de 15 kDa). Da cépsula de Bowman sai o tibulo néfrico, que
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¢ dividido em um tabulo proximal, al¢a de Henle e tubulo distal, que se abre no canal coletor

(MINER, 2011; SCOTT & QUAGGIN, 2015; SUH & MINER, 2013).

1.7. O rim em morcegos

As vias renais, fecais e evaporativas sdo as principais vias pelas quais a agua ¢
perdida. Porém, os morcegos contam com sistemas de regulacao da perda de agua e o
controle de concentragdo da ureia, diferente de outros mamiferos (GOPAL, 2013; STUDIER
et al., 2009) (Fig. 4). Eles mantém uma selecdo de poleiro apropriada, controlam os
movimentos no proprio poleiro e se mantém agrupados. Além disso, segundo Studier et al.
(2009), os morcegos contam com um sistema renal diferenciado dos demais mamiferos, onde
a estrutura renal estd diretamente relacionada com a dieta alimentar e a pressdao de
desidratagdo exercida pelo ambiente. Outra informagao interessante, ¢ que a morfologia
renal também pode ser influenciada por fatores como o envelhecimento e mudancas na dieta

a longo prazo (STUDIER et al., 2009).

Gopal (2013), avaliou por meio de cortes sagitais medianos a espessura cortical e
medular do rim, das espécies de morcegos frugivoros Rousettus leschenaulti, carnivoros
Megaderma lyra lyra e insetivoros Hipposideros speoris, e observou que insetivoros
apresentam maior espessura na papila renal, assim como maior capacidade de concentragao
de ureia, quando comparados aos morcegos carnivoros e frugivoros (GOPAL, 2013). Os
indices da espessura renal de H. speoris também se assemelham com a espécie insetivora
Molossus molossus (GOPAL, 2013; RIVERA-MARCHAND & RODRIGUEZ-DURAN,
2001).

Outro estudo realizado por ROSENBAUM (1970), que avaliou os morcegos
nectarivoros Glossophaga soricina e outras espécies, também encontrou uma correlagao
entre o comprimento da papila renal, o tipo de dieta alimentar de cada espécie e o ambiente
(ROSENBAUM, 1970). Enquanto que WIMSATT & GUERRIERE (1962), ao avaliar a
urina de morcegos hematdfagos Desmodus rotundus, observaram uma maior capacidade de

concentragdo de urina, quando comparados a outros mamiferos (WIMSATT &

GUERRIERE, 1962).
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Todas essas evidéncias sugerem que a dieta alimentar influencia nao s6 no perfil

bioquimico dos morcegos, mas também na morfologia do rim.

Néfron ?,\f“,' /

Mo ) ""ﬂ(‘re ag
'"‘Pstino

(El‘ido a dl'po
S0

Figura 4: Desenho esquematico da estrutura basica interna de morcegos frugivoros,

destacando a estrutura renal. (Adaptado de SHARMA et al., 2018).
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2. OBJETIVO

O principal objetivo de nosso estudo foi investigar a relagdo entre a dieta alimentar
em resposta ao metabolismo oxidativo e antioxidante no rim, utilizando como modelo
experimental espécies de morcegos nectarivoros, frugivoros, insetivoros e hematofagos da

fauna do sul do Brasil.

2.1. Objetivos especificos

— Mensurar a atividade antioxidante enzimatica de superoxido dismutase, glutationa

peroxidase, glutationa-S-transferase, fumarase e consumo de peroxido de hidrogénio;

— Determinar os niveis de antioxidantes nao-enzimaticos GSH/GSSG, niveis indiretos de

oxido nitrico, vitamina C.

— Quantificar os niveis de dano oxidativo por peroxidagao lipidica e proteinas carboniladas.
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Abstract: Unlike most animals, most bats cannot synthesize vitamin C endogenously. Consequently,
this vitamin must be obtained from the diet. Among the bat species, there are several food groups,
such as frugivorous, nectarivorous, insectivorous, and hematophagous. In this work, we measured
and compared vitamin C levels in different organs of four species of bats, all collected in southern
Brazil. When analyzing and comparing the levels of vitamin C in the four bat species, (regardless
of the organ), no significant differences were observed. However, when analyzing and comparing
the levels of vitamin C in the four organs (regardless of the species), significant differences were
observed, with the highest concentrations in the heart, followed by the liver and brain, while the
lowest concentration was measured in the kidneys. Additional differences in the levels of Vitamin
C were only observed when each organ was analyzed according to the species/ diet. These results
indicate a high degree of metabolic homeostasis in bats despite the marked difference in the type
of diet.

Keywords: ascorbic acid; bats; nectarivore; frugivore; insectivore; vampire bat

1. Introduction

L-ascorbic acid or vitamin C is an important nutrient necessary for a wide range
of metabolic processes [1—4]. Although most organisms synthesize vitamin C, a limited
number of mammalian species, primates of the suborder Haplorrhini (including humans
and apes), and bats (most species) are deficient in their ability to synthesize this vitamin
due to a lack of activity in the enzyme L-ascorbate gulonolactone oxidase (GULO), an
enzyme that catalyzes the last step of biosynthesis. Consequently, vitamin C must be
obtained from the diet, i.e., exogenously [5]. Among the bat species that do not synthesize
vitamin C, there are several food groups, such as frugivorous, nectarivorous, insectivorous,
and hematophagous.

Glossophaga soricina is a nectarivorous bat species distributed throughout South and
Central America. It has a fast metabolism and can feed on the nectar of flowers and floral
parts [6]. Sturnira lilium is a frugivorous bat species from South America (Brazil, Bolivia,
Paraguay, Uruguay, and Argentina) that has a high preference for fruits from the Solanaceae
family and a lower preference for fruits from the Moraceae, Piperaceae, and Bombanaceae
families [7]. Molossus molossus is an insectivorous bat species distributed throughout South
and Central America. This species can feed on a wide variety of insects but mainly prefers
Coleoptera. The common vampire bat Desmodus rotundus is a small bat native to South and
Central America and the only species that feeds on the blood of domestic cattle [3].
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These different bat species with different food groups need to obtain vitamin C from
their diet. While fruits and nectar have a high and medium content of vitamin C, respec-
tively, and are both reasonably accessible to the frugivorous and nectarivorous bat species,
what happens to the insectivorous and hematophagous bats with less access to this vitamin?
In addition, how is vitamin C distributed among the key organs of the body? To answer
these questions, the aim of this work was to measure and compare the levels of vitamin C
in different organs of four bat species that cannot synthesize this vitamin. All samples were
collected in southern Brazil, namely: G. soricina (nectarivorous), S. lilium (frugivorous), M.
molossus (insectivorous), and D. rotundus (hematophagous).

2. Material and Methods
2.1. Animals and Samples Collection

Thirty-nine adult male bats were captured between the summer of 2018 and the
winter of 2019 using dip nets, mist nets, or harp traps, depending on the type of shelter,
in southern Brazil (Table S1). The bat species captured were G. soricina (n = 10), S. lilium
(n = 10), M. molossus (n = 10) and D. rotundus (n = 9). Capture happened at the beginning
of the night to ensure that all bats were fasted and so that food intake did not bias vitamin
C levels. The animals were euthanized after capture by intraperitoneal injection with a
combination of xylazine (10 mg/kg) and ketamine (60 mg/kg) to remove of all organs.
Organs were frozen in liquid nitrogen immediately and stored at —80 °C for further analysis
and testing.

2.2. Organ Processing

Brains, hearts, livers, and kidneys were manually macerated by Potter with a 30 mmol /L
phosphate buffer, 120 mmol/L KCL, 0.201 mmol/L PMSF 150 pmol /L deferoxamine in pH 7.4
and centrifuged for 10 min, 14,000x g. The supernatant was aliquoted and frozen at —80 °C
for later analyses and assays.

2.3. Vitamin C Assay

Vitamin C levels were measured by HPLC employing a reversed-phase column (SU-
PELCOSIL™ LC-18-DB HPLC column; 15 cm x 4.6 mm, 5 um) using a mobile phase flow
rate of 1 mL/min in 30 mmol/L monobasic potassium phosphate (pH 3.6) and methanol
(9:1, v/v); samples were injected at a volume of 25 uL. The absorbance of the column
effluent was monitored at 254 nm [9].

2.4. Statistical Analysis and Data Normalization

To test for significant differences among sample grouping, nonparametric permutation-
based multivariate analysis of variance (PERMANOVA) with 999 permutations, followed
by a Bonferroni-corrected PERMANOVA pairwise comparison, was performed in PAST [10].
In addition, dendrogram analysis based on the Bray—Curtis dissimilarity metric was per-
formed. All results were normalized to protein concentration determined with the Bradford
method [11]. All assays in this study were independently performed in triplicate.

3. Results

When analyzing and comparing the levels of vitamin C in the four bat species, (re-
gardless of the organ), no significant ditferences were observed (Table 1).

However, when analyzing and comparing the levels of vitamin C in the four organs
(regardless of the species), significant differences were observed (Figure 1). The highest
concentrations of vitamin C were measured in the heart, followed by the liver and brain,
while the lowest concentration was measured in the kidneys (PERMANOVA, df = 3,
MS = 624,765, F = 58.61, p < 0.0001) (Figure 1A). The dendrogram showed a clear grouping
of samples by organ according to the vitamin C levels (Figure 1B); only the liver presented
2 profiles: one grouping with brain samples and the other with the heart. This difference
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in liver profiles is due to the higher levels of vitamin C in the liver of insectivorous and
frugivorous bats, which makes them close to the levels of vitamin C in heart samples.

Table 1. Pairwise PERMANOVA test among the group of samples grouped according to bat species.
No significant difference was observed.

G. soricina S. lilium M. molossus D. rotundus
(Nectarivorous) (Frugivorous) (Insectivorous) (Hematophagous)
G. soricina (nectarivorous) 0.3234 0.3708 0.8576
S. lilium (frugivorous) 0.3234 0.9719 0.7154
M. moleossus (insectivorous) 0.3708 0.9719 0.4864
D. rotundus (hematophagous) 0.8576 0.7154 0.4864
Hrain (1. rotundiss - hematophagos)
A 30000 - B Brain |M. molossus - \'nse:l\:omius]
B Brain {5 Mium - rugivorous)
25000 a Brain |G. saricine - nectarivorous)
— 20000 -
] r{
B
g 15000 4 I:
E 10000 4 |:
* 50004
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T T T
Liver Brain Kidney a0 25 20 1s 10 as oo

Figure 1. Vitamin C levels in each tissue regardless of the bat species (A); error bars represent
the standard deviation of the mean; different letters represent statistical significance assessed by
PERMANOVA and pairwise test (corrected p-value < 0.05). Dendrogram clustering using Bray-Curtis
dissimilarity index (B); colors were used to differentiate the different tissues.

Vitamin C levels in each organ were analyzed and significant differences were observed
according to the bat species (PERMANOVA, df = 3, MS = 318,309, F = 24.49, p < 0.0001)
(Figure 2). The heart of the nectarivorous species presented significantly higher levels
of vitamin C compared to the other three species (Figure 2A). In the liver, significantly
higher levels were observed in frugivorous and insectivorous bats when compared to
nectarivorous and hematophagous bats (PERMANOVA, df =3, M5 =394,172, F = 17.55,
p < 0.0001) (Figure 2B). In the brains of the four bat species, no significant differences were
found in the levels of vitamin C (PERMANOVA, df =3, MS = 13,631, F = 1.53, p = 0.222)
(Figure 2C). In the kidneys, significantly higher levels were observed in the frugivorous
species (PERMANOVA, df = 3, MS = 4641, F = 33.93, p < 0.0001) (Figure 2D).
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Figure 2. Vitamin C levels in each tissue and bat species. Heart (A). Liver (B). Brain (C). Kidney
(D). Error bars represent the standard deviation of the mean; different letters represent statistical
significance assessed by PERMANOVA and pairwise test (corrected p-value < 0.05).

4. Discussion

In this work, we measured and compared vitamin C levels in different organs of four
species of adult male bats from different feeding groups (i.e., nectarivorous, frugivorous,
insectivorous, and hematophagous). In general, it is expected that the concentration of
vitamin C is higher in frugivorous and nectarivorous bats and lower in insectivorous and
hematophagous bats. This expectation is primary based on their feeding diets as high
concentrations of vitamin C are found mainly in fruits [12] but also in nectar [13,14]. On
the other hand, there are still doubts about whether insects synthesize vitamin C, although
some studies show the presence of this and other vitamins in Coleoptera, which is the main
food of M. molossus [15-17]. Also, hematophagous bats must acquire vitamin C from the
blood plasma of their prey, which is a particularly low source of vitamins. The presence of
cattle is common in the region where blood-sucking bats were collected, and we assume
that cattle are the food source for these bats.

It was surprising to find no significant differences in the level of vitamin C in these
quite distinct bat species. However, when analyzing and comparing the levels of vitamin
C in the four organs (regardless of the species), significant differences were observed,
which indicates a high degree of metabolic homeostasis. The homeostasis and absorption
of vitamin C in the body depends directly on the amount ingested and is regulated by
intestinal absorption, tissue accumulation and distribution, utilization and recycling rate,
and excretion [18]. The incorporation of this vitamin in tissues is due to sodium-vitamin C
transporters (SVCTs) with two isoforms: SVCT 1 and 2. The SVCT?2 isoform seems to be the
most important for introducing ascorbate into tissues, except in red blood cells [19]. The
lethality of SVCT1 and SVCT2 knockout mice reveals the importance of both transporters
in vitamin C homeostasis [20].

Additional differences in the levels of vitamin C were only observed when each organ
was analyzed according to the species/diet. In this regard, bats are known to have a
high metabolism and heart rate [21], so we can assume that the distribution of vitamin
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C is mainly towards the heart, and even more so in the nectarivorous species since these
animals, such as hummingbirds, must maintain flight while feeding [22]. With the high
heart rate, oxidative damage could be generated and, to try to prevent or reduce it, the
distribution of this vitamin to this vital organ is prioritized.

Liver is the main organ where vitamin C is metabolized and stored, which explains
the high rates of this vitamin in the liver. Also, in the areas where the bats were collected,
plantations of Moraceae, Bromeliaceae, and Musaceae were observed. Such plantations use
pesticides, which may explain the higher levels of vitamin C in the liver of frugivorous and
insectivorous. When frugivorous and insectivorous bats feed on the fruits and insects in
these plantations, they may be incorporating pesticides, leading to a high burden on the
liver, the organ known for detoxifying xenobiotics [23,24]. Vitamin C could be involved in
the process of eliminating toxic free radicals and other reactive species, thus benefiting the
proper functioning of the liver in these species of bats. [25].

In the brain, vitamin C is an essential molecule. Beyond its antioxidant role, it also
has several other important functions, participating as a co-factor in several metabolic
pathways [26]. In mammals, the highest concentrations of vitamin C in the body are found
in the brain and neuroendocrine tissues [27]. However, the levels of vitamin C in bats were
found to be low when compared to the heart and liver. In addition, no difference was found
in its levels in the four brain species, indicating a strict regulation on keeping a regular and
low concentration of this vitamin in the brain of bats, regardless the type of diet.

The kidneys filter an excess of vitamins from the body, so low levels of vitamin C
are expected in this organ. The particularly higher levels of vitamin C in the kidneys
of frugivorous may be explained by the high levels of vitamin C in fruits, which may
exceed the necessary intake for bats and need to be filtered and eliminated from their body.
Indeed, the toxic effect of a high vitamin C supplementation in fruit bats have already been
reported [28].

In summary, the fact that these bat species do not present differences in the concentra-
tion of vitamin C, despite the marked difference in the type of diet, while keeping a high
degree of metabolic homeostasis, leads us to question which stage would be responsible
for these intriguing results: Would intestinal uptake be more efficient in animals with diets
containing lower concentrations of vitamins? Or would there be transporters present in the
tissues? These questions need to be answered in future studies. A better understanding
on the body homeostasis of vitamin C may shed new light on the functional roles of this
vitamin in animals.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ fwww.mdpi.com/article /10.3390/1ife12122121/s1. Table S1: Location and coordinates of each
sample collection site in Southern Brazil.
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4. DISCUSSAO GERAL

No passado, os morcegos foram divididos em duas subordens, de acordo com suas
caracteristicas morfologicas, os Megachiropteras e Microchiropteras. O Megachiropteras,
compreendem as espécies frugivoros do Velho Mundo e as raposas voadoras. A outra
subordem ¢ Microchiroptera inclui alguns morcegos do Velho Mundo e todas as demais
espécies do Novo Mundo (HANADHITA et al.,2019; SIMMONS, 2000). Essas subordens
surgiram, de acordo com o apontamento de pesquisadores que propuseram que 0S morcegos
Megachiropteras apresentavam semelhancas com primatas e dermopteros na morfologia do
pénis e por possuirem uma via visual retinotectal binocular, o que difere do apresentado nos
Microchiroptera (BRUNET-ROSSINN & AUSTAD, 2004; SMITH & MADKOUR, 1980).
Contudo, hoje acredita-se que a ordem represente uma tnica linhagem evolutiva, devido aos
avancos nos estudos moleculares, que evidenciaram os diferentes mecanismos fisiologicos,
inclusive que se aproximavam de alguns mecanismos observados em aves, como a
capacidade de modular suas taxas metabolicas em até 20x durante o voo (RACEY et

al.,1987; SIMMONS, 2000).

Além disso, as pressdes seletivas enfrentadas pelos morcegos promovem diferentes
desafios para a sobrevivéncia da coldnia, entre esses desafios estdo incluidas as flutuagdes
sazonais de temperatura, como o inverno, limitando principalmente a busca de alimentos,
for¢ando as espécies que enfrentam essas condigdes entrarem em torpor diario para reduzir
0 gasto energético, podendo cair para um centésimo da taxa em vigilia (BRUNET-

ROSSINNI & AUSTAD, 2004; HILL & SMITH, 1984; LYMAN, 1970).

Essas adaptacdes levantaram alguns questionamentos de pesquisadores, se esses
mecanismos eram criticos para garantir a sobrevivéncia dos animais e também se garantiam
a longevidade dos morcegos, ja que algumas espécies migratorias apresentavam alta
longevidade e passaram a atribuir a capacidade de hibernar a alta capacidade de
sobrevivéncia e longevidade (BOURLIERE, 1958; SACHER, 1977). Do ponto de vista do
estresse oxidativo a hibernagao seria favoravel ao equilibrio redox pela redugdo da atividade
metabolica, diminuindo o dano oxidativo decorrente do metabolismo energético

(ENSMINGER et al., 2021). De fato, foi observado que o cérebro de espécies de morcegos
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hibernantes Rhinolophus leschenaultia, tem menos niveis de MDA do que espécies nao
hibernantes Cynopterus sphinx, o que sugere certa protecdo contra o dano oxidativo,
mantendo o nivel basal de ERO e ERN, assim como os morcegos hibernantes apresentaram
maior expressao de antioxidantes enzimaticos como a SOD, GR e catalase (YIN ez al., 2016).
Contudo, os morcegos neotropicais também apresentam alta atividade enzimatica, embora
em diferentes propor¢des e por isso torna-se importante estudar outros indicadores, como a
dieta dos morcegos, que podem estar influenciando na sobrevivéncia e longevidade, assim

como na defesa contra o estresse oxidativo.

Em nosso trabalho, procuramos avaliar diferentes indicadores do estresse oxidativo,
mas também mensuramos o peso dos animais, em relacdo ao rim. Os resultados mostraram
que a propor¢ao do peso corporal, em relagdo ao rim, se mantém dentro de cada espécie, ou
seja, quanto maior o tamanho corporal, maior o peso e consequentemente maior sera o
tamanho e peso renal. Observamos também que os morcegos hematdfagos mostraram maior
peso corporal e peso do rim, quando comparados aos demais grupos. Quando realizamos a
razdo do peso do rim/peso corporal, os hematofagos apresentaram diferenca significativa em
relagdo aos nectarivoros e insetivoros, mas ndao em relacdo aos frugivoros. Os nossos
resultados s3o diferentes do encontrado por Pereira Freitas et al. (PEREIRA FREITAS et
al., 2020), onde os hematofagos D. rotundus apresentaram diferenca significativa na razao
peso do rim/peso corporal quando comparados aos frugivoros S. /ilium. Rubén Diaz-Rua et
al. (DIAZ-RUA et al., 2014), que testaram a ingestdo de dietas desequilibradas em ratos
machos, verificaram que a ingestdo de alimentos proteicos, aumenta o tamanho e peso renal,

o0 que esta de acordo com os resultados que observamos nos morcegos hematofagos.

O envelhecimento ¢ um processo natural, onde ocorre declinio das fungdes
fisiologicas dos organismos, resultando no surgimento de alguns fatores de riscos como as
comorbidades decorrentes dos processos do envelhecimento, afetando células e tecidos,
seguido de morte (KAUPPILA ef al., 2017; LABAT-ROBERT & ROBERT, 2015). Os
mecanismos que atuam sobre o envelhecimento sdao explicados por fatores ambientais (75%)
e genéticos (25%) (FERNANDEZ-BALLESTEROS et al., 2013). Porém, nenhuma das
teorias até o momento, consegue explicar de forma completa como atuam os mecanismos do
envelhecimento, mantendo duvidas e perguntas ndo respondidas por parte da comunidade

cientifica. Contudo, a teoria do estresse oxidativo, pode explicar parcialmente como o
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processo de degeneracdo molecular pode ser desencadeado e acelerado com o surgimento
de EROs (WARRAICH et al., 2020). A producdo de EROs pelas mitocondrias e a absor¢ao
de EROs exdgenas, assim como a reducdo de antioxidantes, contribui para disfungdes
fisiologicas que influenciam no surgimento de doengas decorrentes do envelhecimento (LEE
& WEI, 2012). Por isso, ¢ imprescindivel uma dieta balanceada que garanta a manutencao
dos antioxidantes enzimaticos, assim como a absor¢ao dos antioxidantes ndo sintetizados em

nosso organismo (YANG et al., 2018).

Como os morcegos também sdo afetados pelos radicais livres e algumas espécies
apresentam alta longevidade, resolvemos avaliar a atividade antioxidante enzimatica e os
niveis de antioxidantes ndo enzimaticos, assim como o dano oxidativo no tecido do rim.
Contudo, ¢ importante ressaltar que s6 avaliamos animais adultos, sendo que para o estudo

do envelhecimento seria interessante avaliar o perfil redox de morcegos jovens e velhos.

Como observamos nas correlagoes, as enzimas GPx, SOD e consumo de H,O; se
correlacionam positivamente (Fig. complementar 2) e isso ¢ natural ja que durante a reagao
de dismutacao do O2*, gera os produtos Oz e H2O2. O H2O; por sua vez € utilizado para a
oxidacdo de GSH pela GPx, gerando GSSG e H,O (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2015).
Essas enzimas, junto com a catalase sdo a primeira linha de defesa contra os radicais livres,
neutralizando O2* peroxidos e hidroperéxidos (IGHODARO; AKINLOYE, 2018).
Encontramos também correlagdo positiva (Fig. complementar 2), entre a fumarase e a GST,
assim como hd uma correlagdio com o consumo de H>02. Um experimento em ratos
knockdown para fumarase, indicou um aumento significativo na GST e outros antioxidantes,
assim como houve o aumento de H>O» no rim dos animais, corroborando com dados de

correlagao (HOU et al., 2018).

Com relagdo aos antioxidantes ndo enzimaticos, os nectarivoros apresentaram
maiores niveis de GSH, quando comparados aos demais. Morcegos que se alimentam de
néctar, apresentam picos de hiperglicemia, o que pode levar a oxidagao de glicose e a geragao
de EROs (KELM et al., 2011; PENG et al., 2017). Os altos niveis de GSH, podem indicar a

superproducdo para agir na neutralizagdo de EROs decorrentes desses picos hiperglicémicos.

Como esperado, o grupo de frugivoros apresentou maiores niveis de NO3 e NOy e

vit. C e isso estd de acordo com o tipo de alimentacdo desses morcegos, ja que esses
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compostos sao produzidos principalmente em plantas. Linhares et al. verificou os niveis de
oxido nitrico no rim dos morcegos hematdfagos D. rotundus e os morcegos frugivoros
Artibeus lituratus, porém, diferente dos nossos resultados os hematofagos apresentaram
maiores niveis de 6xido nitrico em relagdao aos frugivoros e isso pode estar relacionado a
diferenga entre a metodologia utilizada nos dois trabalhos (LINHARES et al., 2021). Houve
uma correlacdo positiva (Fig. complementar 2), entre os niveis de NO3™ e NO2 e a SOD.
Enquanto o 6xido nitrico promove o efeito vasodilatador, o O>°*" que ¢ dismutado pela SOD,
pode promover um efeito vasoconstritor no rim, sendo necessario que exista um equilibrio
entre as concentragdes nessas moléculas, para a regulagdo do tonus vascular e pressdo
sanguinea (BECKMAN & KOPPENOL, 1996). A vit. C ndo ¢ sintetizada pelos morcegos,
sendo necessario sua absor¢ao por meio da dieta. Até o presente trabalho, nao ha dados na
literatura dos niveis de vit. C em morcegos nectarivoros, frugivoros e insetivoros e por isso
vimos a necessidade de mensurar os niveis no rim. No teste de correlagdo, a vit. C nao
apresentou correlagdo com os demais indicadores, ja que se trata de uma via independente

de absorcao e funcao.

No resultado dos indicadores de dano oxidativo, os morcegos hematdfagos,
insetivoros e frugivoros, apresentaram maiores niveis de proteinas carboniladas, em relagao
aos nectarivoros. Enquanto que os morcegos insetivoros e hematdfagos apresentaram

maiores niveis de MDA em relagdo aos frugivoros.

M¢étodos moleculares inovadores, t€m demonstrado a presenca de D-aminodcidos em
mamiferos, como D-amino, D-serina, D-aspartato e D-alanina que podem variar em
concentracdo nos organismos (HAMASE et al., 2002; KIRSCHNER & GREEN, 2009;
KONNO et al., 2007; MIYOSHI et al., 2009). Nos mamiferos, a D-aminoacido oxidase
(DAO) e a D-aspartato oxidase (DAspO), catalisa a desaminagdo D-aminoacidos. DAO
possui dinucleotideo de flavina adenina (FAD), que durante a oxidacdo de D-aminoacidos ¢
reduzido e em seguida oxidado pelo O, liberando H>O; posteriormente (CURTI et al., 1992;
POLLEGIONI et al., 1993). Um trabalho que avaliou justamente os efeitos citotoxicos de
D-alanina (D-Ala), D-prolina (D-Pro) e D-lisina (D-Lys), em linhagem celulares HelLa e
MCEF-7, verificou quando utilizado D-Lys como substrato para DAO, mesmo em baixa
concentracdo pode gerar H>O», provocando grave comprometimento na integridade e

sobrevivéncia das células, assim como D-Ala mostrou desencadear toxicidade moderada nas
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linhagens celulares. Os autores argumentam que embora ndo tenha havido correlacdo entre
a citoxicidade in vitro de D-aminoacido e o H2O> produzido, os D-aminoécidos oxidados
promover toxicidade e geram apoptose (BARDAWEEL et al., 2013). Como houve uma
correlagdo positiva entre o consumo de H>O,, GPx e as proteinas caboniladas, ¢ possivel
inferir que além deste tipo de dano as proteinas, outros tipos de danos podem estar sendo

induzidos, por meio da oxidagdo D-aminoécidos.

Os resultados mostram que o perfil redox em grupos de morcegos nectarivoros,
frugivoros, insetivoros e hematofagos apresentam diferentes padrdes de modulacao, de
acordo com a dieta. Para alcancar o nosso objetivo, utilizamos uma gama indicadores do
perfil redox, essenciais na manutengdo dos processos metabolicos dos morcegos e como

esses indicadores influenciam no rim.

No entanto, encontramos dificuldades na busca de dados na literatura sobre as
espécies utilizadas nesse estudo, ja que o numero de estudos que avaliam o perfil redox
desses animais, ainda ¢ muito limitado para se ter uma visao mais ampla de como funcionam
esses indicadores de estresse oxidativo e defesa antioxidante. Outra dificuldade que
encontramos durante este estudo ¢ a questao de lidar com um tamanho amostral limitado,
uma vez que a coleta desses animais se torna inviavel quando o nimero de individuos na
colonia € muito pequeno. Portanto, ¢ interessante que os indicadores que utilizamos em
nosso trabalho sejam aplicados a outras espécies, com dietas variadas, para que haja mais

ferramentas moleculares de comparagao, em diferentes tecidos biologicos.
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5. CONCLUSAO

Segundo as informagdes disponiveis na literatura, a morfologia do rim ¢ afetada pela
dieta dos morcegos, assim como a pressao ambiental que forca esses animais a se adaptarem
de acordo com a demanda por alimento. Nosso objetivo foi avaliar como a alimentagao pode
modular marcadores redox no rim, sendo possivel observar que morcegos com dieta mais
generalista, como observado em insetivoros, apresentaram aumento na atividade
antioxidante enzimatica, a fim de atenuar o dano oxidativo. Os morcegos frugivoros também
obtiveram atividade antioxidante enzimatica consideravel e como esperado abstiveram
maiores niveis de antioxidante ndo enzimatico, enquanto os nectarivoros apresentaram
maiores niveis de GSH condizente com a dieta rica em néctar, que estimula a producdo de
GSH para proteger o rim contra o dano oxidativo. J& os hamatoéfagos, nos surpreenderam
com ao apresentarem altos niveis de GST e em secundariamente apresentarem maiores
niveis de vit. C em relagdo aos nectarivoros e insetivoros, que ¢ absorvido indiretamente das
suas presas, sendo o suficiente para regular a defesa antioxidante nesses animais. Portanto,
avaliar a atividade antioxidante enzimatica e ndo enzimadtica e o dano oxidativo ¢ essencial
para verificar como o estresse oxidativo pode afetar as funcdes fisioldgicas de um 6rgao e

como isso influenciara na qualidade de vida do organismo.
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CARTA DE APROVAGAO
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Namero: 33339

L ADAPTACAO A DIETAS PRO- E ANTIOXIDANTES: ESTUDO DO METABOLISMO OXIDATIVO
EM ESPECIES DE MORCEGOS DE DIFERENTES GUILDAS ALIMENTARES

Vigéncia: 02/01/2018 a 30/12/2020

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

MARA DA SILVEIRA BENFATO - coordenador désde 02/01/2018
MARIA JOAO VELOSO DA COSTA RAMOS PEREIRA - coordenador desde 02/01/2018
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licenciamento ambiental de empreendimentos

Este documento NAO exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugao Normativa Ibama n® 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador fitular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)
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omisséo ou falsa descricio de informacbes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decis@o motivada, ter a autorizagio ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislacéo brasileira em vigor.
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bioprospeccio e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informactes em www.mma.gov.bricgen.
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A pesquisadora titular Mana Jo&ao Veloso da Costa Ramos Pereira, de nacionalidade estrangeira, tem vinculo de Servidor Publico,
Enquadramento Funcional: Professor Adjunto na UFRGS. Dispensada de autorizacéo do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo.

Taxons autorizados

#
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ORDEM Chiroptera
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Destino do material bioldgico coletado
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| UFRGS - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL | colecdo |

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugido Normativa n® 03/2014. Através do

codigo de autenticagéo abaixo, qualquer cidadédo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
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