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RESUMO

Os morcegos sdo importantes agentes ecoldgicos e econdmicos por desempenharem
e um papel crucial no reflorestamento polinizadores e dispersores de sementes, atuam
no controle de pragas e também séo agentes disseminadores de zoonoses. Sao 0s
anicos mamiferos com voo livre, conhecidos por terem habitos alimentares diversos.
No presente estudo pretendemos compreender e comparar como dietas pro-oxidantes
ou antioxidantes modificam o metabolismo oxidativo e a composi¢cao da microbiota
intestinal utilizando morcegos como modelo experimental ndo candnico de estudos,
por eles possuirem dietas estritas e extremas e O0rgdos como coracao e figado,
utilizando quatro espécies morcegos neotropicais do Brasil, a saber: Glossophaga
soricina, Sturnira lilium, Molossus molossus e Desmodus rotundus, com diferentes
habitos alimentares e investigar a relacdo entre suas diferentes dietas a microbiota e
estado oxidativo. Acredita-se que os diversos héabitos alimentares se reflitam na
composicdo e funcdo de sua microbiota intestinal, que desempenha papéis
importantes na aquisicdo de nutrientes, fungdo imunoldgica e saude geral. Nossas
descobertas demonstram que o0s habitos alimentares podem ter um impacto
significativo na diversidade e composi¢ao da microbiota intestinal dos morcegos, como
observado na diversidade alfa, onde houve diferencas significativas para Shannon (p
=0,001) e Simpson (p = 0,001), mostrando uma maior diversidade de microrganismos
bacterianos em espécies nectarivoras e insetivoras em comparacdo com espécies
frugivoras e hematéfagas. A analise das vias funcionais na microbiota intestinal das
quatro espécies de morcegos revelou diferencas significativas em seu potencial
metabdlico relacionado aos seus nichos alimentares, como exemplo, alta abundancia
de biossintese de desoxirribonucleotideos (biossintese de desoxirribonucleotideos e
de ribonucledtidos de adenosina) em morcegos hematofagos é consistente com sua
necessidade de sintese rapida de DNA para obter nutrientes das células sanguineas
gue consomem. Por outro lado, as rotas metabdlicas expressas diferencialmente em
morcegos nectarivoros e frugivoros foram as de degradacéo de carboidratos (glicose,
sacarose e frutose). Além disso, a identificacdo de géneros bacterianos
potencialmente patogénicas: Bartonella, Brucella, Campylobacter, Chlamydia,
Mycobacterium, Mycoplasma, Pseudomonas, entre outras, sugere que o transporte
de patdogenos microbianos por morcegos pode variar dependendo dos habitos

alimentares e de fatores especificos do hospedeiro. Essas descobertas tém


https://pt.wikipedia.org/wiki/Desmodus_rotundus

implicacbes importantes para a conservacdo das comunidades de morcegos,
destacando a necessidade de promover diversos habitats e fontes de alimento para
sustentar essas espécies ecologicamente importantes. Em termos de dano oxidativo,
nossos achados revelaram grandes diferencas entre as quatro espécies de morcegos.
A atividade de varias enzimas antioxidantes e antioxidantes ndo enzimaticos no
coracao, figado e rins também mostrou diferencas significativas entre as espécies de
morcegos. A andlise de correlacdo entre marcadores oxidativos e antioxidantes
enzimaticos/ndo enziméticos no coracdo, figado e rim exibiu padrbes distintos de
correlacdes devido a variacdes nos mecanismos de defesa antioxidante e respostas
ao estresse oxidativo em diferentes 6rgdos. As diferencas observadas no dano
oxidativo, atividades de enzimas antioxidantes e correlacbes entre marcadores
oxidativos e antioxidantes destacam a adaptabilidade e complexidade dos sistemas
de defesa antioxidante nesses morcegos. Cada 6rgdo parece ter demandas e
adaptacdes especificas para lidar com o estresse oxidativo com base em suas
funcdes fisiologicas e exposi¢cdo aos componentes da dieta. Estas quatro espécies de
morcegos nao conseguem sintetizar a vitamina C, ao contrério da maioria dos animais,
necessitando assim que esta vitamina seja obtida a partir da dieta. Ao analisar e
comparar os niveis de vitamina C nas quatro espécies de morcegos, (independente
do 6rgéo), nao foram observadas diferencas significativas. No entanto, ao analisar e
comparar os niveis de vitamina C nos quatro 6rgaos (independente da espécie), foram
observadas diferencas significativas, com as maiores concentracées no coracao,
seguidas do figado e do cérebro, enquanto a menor concentracao foi medida nos rins.
Diferencas adicionais nos niveis de Vitamina C s6 foram observadas quando cada
orgao foi analisado de acordo com a espécie/dieta. Esses resultados indicam um alto
grau de homeostases redox em morcegos, apesar da diferenga marcante no tipo de
dieta. As implicacdes do nosso estudo vao além do escopo da biologia do morcego e
fornecem informacgbes sobre um campo mais amplo do metabolismo oxidativo,

microbiota e saude publica.

Palavras chaves: dieta; nutricdo animal;, microbiota intestinal; estresse oxidativo;

frugivoros; nectarivoros; insetivora; hematofago.



10

ABSTRACT

Bats are important ecological and economic agents because they play a crucial role in
reforestation, pollinators and seed dispersers, act in pest control and are also agents
that disseminate zoonoses. They are the only free-flying mammals known to have
diverse eating habits. In the present study we intend to understand and compare how
pro-oxidant or antioxidant diets modify the oxidative metabolism and the composition
of the intestinal microbiota using bats as a non-canonical experimental model of
studies, because they have strict and extreme diets and organs such as heart and
liver, using four Neotropical bat species from Brazil, namely: Glossophaga soricina,
Sturnira lilium, Molossus molossus and Desmodus rotundus, with different eating
habits and investigate the relationship between their different diets, microbiota and
oxidative state. Diverse eating habits are thought to be reflected in the composition
and function of your gut microbiota, which play important roles in nutrient acquisition,
immune function, and overall health. Our findings demonstrate that dietary habits can
have a significant impact on the diversity and composition of the intestinal microbiota
of bats, as observed in alpha diversity, where there were significant differences for
Shannon (p = 0.001) and Simpson (p = 0.001), showing a greater diversity of bacterial
microorganisms in nectarivorous and insectivorous species compared to frugivorous
and hematophagous species. Analysis of the functional pathways in the gut microbiota
of the four bat species revealed significant differences in their metabolic potential
related to their feeding niches, for example, high abundance of deoxyribonucleotide
biosynthesis (biosynthesis of deoxyribonucleotides and adenosine ribonucleotides) in
vampire bats is consistent with their need for rapid DNA synthesis to obtain nutrients
from the blood cells they consume. On the other hand, the differentially expressed
metabolic pathways in nectarivorous and frugivorous bats were the degradation of
carbohydrates (glucose, sucrose and fructose). Furthermore, the identification of
potentially pathogenic bacterial genera: Bartonella, Brucella, Campylobacter,
Chlamydia, Mycobacterium, Mycoplasma, Pseudomonas, among others, suggests
that the transport of microbial pathogens by bats may vary depending on feeding habits
and specific host factors. These findings have important conservation implications for
bat communities, highlighting the need to promote diverse habitats and food sources
to support these ecologically important species. In terms of oxidative damage, our

findings revealed large differences between the four bat species. The activity of several
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antioxidant enzymes and non-enzymatic antioxidants in the heart, liver and kidneys
also showed significant differences between bat species. Correlation analysis between
oxidative markers and enzymatic/non-enzymatic antioxidants in heart, liver and kidney
showed distinct patterns of correlations due to variations in antioxidant defense
mechanisms and responses to oxidative stress in different organs. The observed
differences in oxidative damage, antioxidant enzyme activities and correlations
between oxidative and antioxidant markers highlight the adaptability and complexity of
antioxidant defense systems in these bats. Each organ appears to have specific
demands and adaptations to deal with oxidative stress based on its physiological
functions and exposure to dietary components. These four species of bats cannot
synthesize vitamin C, unlike most animals, thus requiring this vitamin to be obtained
from the diet. When analyzing and comparing the levels of vitamin C in the four species
of bats (regardless of the organ), no significant differences were observed. However,
when analyzing and comparing vitamin C levels in the four organs (regardless of
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 Vitamin C levels were only observed when each
organ was analyzed according to species/diet. These results indicate a high degree of
redox homeostasis in bats, despite the marked difference in diet type. The implications
of our study go beyond the scope of bat biology and provide insight into the broader
field of oxidative metabolism, microbiota, and public health.

Keywords: diet; animal nutrition; gut microbiota; oxidative stress; frugivores;

nectarivores; insectivorous; hematophagous.
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LISTA DE ABREVIATURAS. COMPOSTOS, SUBSTANCIAS E ELEMENTOS
QuUiMICOS

CAPES: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior;
CAT: catalase;

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenzene, “1-cloro-2,4-dinitrobenzeno”;

CONCEA: Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal;

Cu: cobre;

DNA: deoxyribonucleic acid, “acido desoxirribonucleico”;

ER: espécies reativas;

EROs: espécies reativas de oxigénio;

ERNSs: espécies reativas de nitrogénio;

Fe: ferro;

GPx: glutathione peroxidase, “glutationa peroxidase”;

GR: glutathione reductase, “glutationa redutase”;

GSH: reduced glutathione, “glutationa reduzida”;

GSSG: oxidized glutathione, “glutationa oxidada”;

GST: glutathione S-transferase, “glutationa S-transferase”;

H20:2: hydrogen peroxide, “perdxido de hidrogénio”,

HPLC: high performance liquid chromatography, “cromatografia liquida de alta
performance”;

MDA: malondialdehyde, “malondialdeido”;

NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, “fosfato de dinucleétido de
nicotinamida e adenina”;

NO?®: nitric oxide, “Oxido nitrico”;

NO2 e NOs™: nitrite and nitrate, “nitritos e nitratos”;

OTU: operational taxonomic unit, “unidade taxonémica operacional’;

PCR: polymerase chain reaction, “reagdo em cadeia da polimerase”,

SISBIO: Sistema de Autorizagao e Informacéo em Biodiversidade;

SISGEN: Sistema Nacional de Gestédo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado;

SOD: superoxide dismutase, “superoxido dismutase”;

tGSH: total glutathione, “glutationa total”;

Vit A: vitamin A, “vitamina A”;



Vit B: vitamin B, “vitamina B”;
Vit C: vitamin C, “vitamina C”;
Vit E: vitamin E, “vitamina E”;

Vit K: vitamin K, “vitamina K”.

13
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas dos morcegos

Os morcegos sdo um grupo monofilético pertencente a ordem Chiroptera com
dois subordens (Yangochiroptera e Yinpterochiroptera), tem aproximadamente 1200
a 1300 espécies, cerca de 25% das espécies de mamiferos atuais e tém habitos
noturnos, sendo os Unicos mamiferos com voo livrel. Devido aos seus habitos
noturnos, acreditava-se que os morcegos fossem cegos, porém possuem Visao
altamente desenvolvida?. No entanto, a maioria dos morcegos podem enxergar em
uma faixa de 310 nm (ultravioleta) até 510 nm (verde)®. Os morcegos sdo
cosmopolitas, podendo habitar qualquer lugar exceto Artico, Antartico e algumas ilhas
remotas, onde ndo ha registros desses animais habitando-o?! (Figura 1).

Figura 1: Distribuicao dos morcegos, em laranja onde existem espécies de morcegos, em cinza onde

nao foi identificado a presenca de espécies de morcegos (Figura adaptada de Laurindo, 2015).
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Os morcegos da suborden Yangochiroptera tém um sexto sentido, a
ecolocalizacdo, que é um sistema que funciona como o sonar de um avido assim como
nas baleias. A ecolocalizagéo funciona da seguinte forma: o morcego emite ondas
sonoras de alta frequéncia (que séo inaudiveis para os humanos) e essas ondas, ao
encontrar um obstaculo, retornam e sédo captadas por seu ouvido especial. Além de
ajudar na orientacdo, a ecolocalizacdo ajuda os morcegos a obter alimentos em
ambientes completamente escuros. Com a ecolocalizagdo, os morcegos podem medir
a distancia de obstaculos ou alimentos a sua frente, seu tamanho, velocidade e até

detalhes de sua textura® (Figura 2).

Figura 2: Modo de operacgédo de ecolocalizagdo, as ondas emitidas pelos morcegos, que ao encontrar um

obstaculo retornam e s&o recebidas por os morcegos em seus ouvidos especiais, dando-lhe a localizacao

e tamanho da presa (Figura adaptada de Griffin, 2000).
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Os morcegos adultos variam em tamanho e massa corporal, 0 menor morcego
(Craseonycteris thonglongyai) tem uma massa corporal aproximadamente de 1,2 a
2,7 gramas e com tamanho de 13 a 17 centimetros de envergadura enquanto o maior
morcego (Acerodon jubatus) pode ter uma massa de 1,5 a 2 quilogramas e uma
envergadura de 1,7 a 2 metros?.

A alimentacdo dos morcegos depende da espécie, eles possuem dietas
diversas e contrastantes o que nao € encontrado em nenhum outro tipo de
mamiferos®, podendo ser exclusivamente nectarivoros, frugivoros, insetivoros,
hematofagos, ou amplamente onivoros. Das 1200 a 1300 espécies de morcegos
somente trés alimentam-se de sangue (Desmodus rotundus, Diphylla
ecaudata e Diaemus youngi)®.

Os morcegos sao extremamente importantes para 0s ecossistemas devido a
sua grande diversidade de habitos alimentares, desempenhando papéis cruciais na
manutencdo de servicos ecoldgicos como polinizacdo, dispersdo de sementes e
controle de populacdes de insetos, que podem se tornar pragas agricolas ou vetores
de doencas’.

1.2. Tipos de morcegos segundo a dieta

Muitas espécies de morcegos se alimentam do néctar secretado pelas flores,
por isso sdo considerados excelentes polinizadores®. Quando estdo consumindo o
néctar, os morcegos tém contato com os graos de pdélen da planta que acabam
aderindo a sua pelagem. Os morcegos nectarivoros desempenham papéis
importantes na regeneracdo de areas pois além de serem bons polinizadores,
transportando o pélen de uma planta para outra e contribuindo assim na reproducéo
de centenas de espécies florais®.

Uma espécie de morcego nectarivoro é o Glossophaga soricina
(Yangochiroptera), pode habitar florestas, pomares, formag¢des de arbustos, areas
urbanas e rurais. Esta espécie refugia-se em cavernas, tuneis, esgotos, minas
abandonadas, buracos de arvores, troncos e residéncias!® 1. A dieta desses
morcegos é extremamente energética e consiste em uma mistura de vitaminas e

néctar (solucéo de glicose, frutose e sacarose)?.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Desmodus_rotundus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Diphylla_ecaudata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Diphylla_ecaudata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Diaemus_youngi
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A espécie G. soricina esta distribuida geograficamente em grande parte das
Américas, incluindo Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, El Salvador,
Guianas Francesas, Honduras, Jamaica, México, Nicaragua, Panam4a, Paraguai,

Peru, Suriname, Trinidad e Tobago. e Venezuela®® (Figura 3).
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Figura 3: Distribuicdo geografica da espécie G. soricina, em amarelo observa-se as localidades

onde a espécie G. soricina pode ser localizada. (Figura adaptada de Hoffmann, 2001).

Morcegos frugivoros sdo os maiores reflorestadores naturais do planeta, pois
comem frutas sem destruir suas sementes, que apds serem ingeridas se espalham
pela floresta, enquanto voam, através das fezes 7. Além disso, muitos morcegos
frugivoros ndo consomem seus alimentos no local, eles transportam os frutos em suas
bocas e voam para consumi-lo em outro lugart4. Como consequéncia, muitos frutos
acabam caindo no chéo, para depois germinar e dar origem a uma nova planta® 15,

A espécie de morcegos Sturnira lilium (Yangochiroptera) é frugivora, com uma
alta preferéncia pelos frutos de solanaceas e uma menor preferéncia pelos frutos de
moraceas, piperaceas e bombanaceaes'#. Eles habitam formacdes florestais Umidas
e semiaridas, bem como em éareas urbanas e abertas. Eles usam lugares escuros,

como cavernas, buracos no solo ou buracos nas arvores como reflgio e podem formar
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colonias de até dez individuos localizada geograficamente na Argentina, Bolivia,
Brasil, Paraguai e Uruguai'®; 17 (Figura 4).
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Figura 4: Distribuicdo geogréfica da espécie S. lilium, em amarelo observa-se as localidades onde

a espécie S. lilium pode ser localizada. (Figura adaptada de Garcia, 2009).

A maioria das espécies de morcegos possui habito insetivoro!, podendo
consumir grandes variedades de insetos, como mariposas, besouros, baratas,
moscas, mosquitos, cupins, entre outros'®. Apesar do termo insetivoro, esses
morcegos também podem consumir outros artropodes, como aranhas e escorpides?.

Morcegos gue se alimentam de insetos podem consumir o dobro do seu peso
em insetos em uma Unica noite e, portanto, sdo 0s principais controladores naturais
dos mesmos, sendo extremamente importantes para a agricultura®® e o meio
ambiente?®,

Molossus molossus (Yangochiroptera) € uma espécie de morcego insetivoro.
Possui nichos maiores, alimentando-se com mais frequéncia de coleoptera e com
menos frequéncia de lepidoptera?. Vivem em florestas, formacdes de campo e areas
urbanas e podem formar grandes coldnias de até quatrocentos individuos??. Estes

individuos estao distribuidos geograficamente na Argentina, Belize, Brasil, Coldmbia,
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Costa Rica, Equador, El Salvador, Guiana Francesa, México, Nicaragua, Panama,
Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Estados Unidos (Florida), Uruguai e

Venezuela?® (Figura 5).
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Figura 5: Distribuicdo geografica da espécie M. molossus, em amarelo observa-se as localidades

onde a espécie M. molossus pode ser localizada. (Figura adaptada de Dolan, 1989).

Algumas espécies de morcegos se alimentam apenas de sangue animal
(hematofagia) e sdo comumente chamadas de morcegos vampiros. O morcego
hematéfago normalmente se alimenta de grandes mamiferos como o gado; os
morcegos vampiros de pernas peludas (Diphylla ecaudata) e 0s morcegos asas
brancas (Diaemus youngi) se alimentam exclusivamente de sangue de passaros?*.

Entre os individuos hematofagos, esta a espécie Desmodus rotundus
(Yangochiroptera), que pode viver em cavernas, po¢os velhos e abandonados, minas,
buracos de arvores e edificios abandonados, podendo formar colénias médias e
grandes (com aproximadamente cinco mil individuos)'t 22, As espécies D. rotundus
habitam localidades na Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Coldmbia, Costa Rica,
Equador, El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguali,

Peru, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela?? (Figura 6).
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Figura 6: Distribuigdo geogréfica da espécie D. rotundus, em amarelo observa-se as localidades

onde a espécie D. rotundus pode ser localizada. (Figura adaptada de Wilkinson, 1985).

Entre outros habitos de alimentacdo de morcegos, encontramos carnivoros,
gue podem consumir peixes, lagartos, pequenos passaros e sapos; folivoros, que
consomem varias folhas e, finalmente, os onivoros que usam dois ou mais habitos de

alimentacéo ja mencionados?® % 16,

1.3. Modelos de estudos padrdes e alternativos

Estudos com modelos padrdes animais como camundongos (Mus musculus),
ratos (Rattus norvegicus), nematoides (Caenorhabditis elegans), mosca da fruta
(Drosophila melanogaster), apresentam diversas vantagens e desvantagens. As
vantagens podem ser:

1. curto periodo na geracdo de descendentes,
2. banco de dados gendmicos e transcriptémicos,
3. facil acesso comercial a esses organismos e

4. disponibilidade de varias linhagens celulares?> 26,
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As desvantagens em modelos padrées animais sao:
1. os trabalhos sao restritos apenas a esses tipos de animais e
2. 0os modelos geralmente se concentram em linhagens puras?> 26,
Como alternativa, surgem modelos animais ndo candnicos para um quadro
mais geral. Os morcegos sao 6timos modelos de estudos experimental ndo candnicos
devido a sua consideravel longevidade quando comparamos a outros mamiferos
terrestres de tamanhos semelhantes além da baixa incidéncia de tumores e cancer?’.
Levando-se em consideracdo seu pequeno tamanho corporal e alta taxa
metabdlica, adaptada ao voo, é impressionante como algumas espécies de morcegos
podem viver em média 25 anos. Além disso, € realmente intrigante como a espécie
de morcego hematéfago Desmodus rotundus vive em média 16 anos, e o insetivoro
Myotis velifer, em média 10 anos?®, sendo a maxima longevidade descrita de 41 anos

para um morcego insetivoro?°.

1.4. Espécies reativas

Espécies reativas (ER) sdo moléculas ou elementos quimicos altamente
reativos com a capacidade de interagir com outros elementos alterando sua estrutura
e carga. A maioria das vezes estdo centrados nas espécies reativas de oxigénio
(EROs), embora existam também espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), cloro,
bromo e carbono com uma grande importancia biol6gica e estas estao classificadas

como radicalares e néo radicalares?°.

As propriedades toxicas do oxigénio ndo eram totalmente claras antes da
publicacdo da Teoria dos radicais livres de Gershman em 1954, que afirmou que sua
toxicidade é devida a formas parcialmente reduzidas de oxigénio3!. No mesmo ano
Commoner e colaboradores descobrem radicais livres em amostras de materiais
vivos®2, Em 1956 as argumentagdes sobre as EROs ganhou forca quando Harman
desenvolveu a teoria do envelhecimento baseada na producédo de ER3,

A grande maioria dos EROs é gerada nas mitocéndrias através da cadeia de
transporte de elétrons34, mas ha muitas outras fontes de ER nas células como na
membrana plasmaética, citosol, lisossomos, reticulo endoplasmatico entre outros.
Posteriormente, descobriu-se que muitas proteinas geram ER em desequilibrio da

homeostase e que outras produzem ER para retornar a homeostase®®. Portanto, as
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ER estdo amplamente ligadas a funcdes metabdlicas e possuem inumeras funcdes

benéficas para o organismo.

1.5. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo, em sistemas biolégicos, € caracterizado pelo desequilibrio
entre as EROs e ERNSs e seus respectivos agentes antioxidante em favor da ERs.

Este desequilibrio gera uma interrupcdo nas sinalizagbes e controle redox,
gerando danos em macromoléculas como lipideos, proteinas e acidos nucleicos3%:36,
Mas é importante lembrar que as ERs séo produtos normais do metabolismo oxidativo
e importantes para manutencido da vida. E necessario um equilibrio entre as ER e
antioxidantes e, por isso, 0s organismos desenvolveram ao longo da evolugéao,
mecanismos de defesas antioxidantes®°.

As células sdo protegidas em virtude de um sistema antioxidante intrincado,
que consiste em sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos, os Ultimos podendo ser de
origem enddgenas ou exodgenas, para manter o estado redox homeostatico das
células®’. Em paralelo, os organismos desenvolveram sistemas de regeneragéo de
macromoléculas danificadas, especialmente o DNA, a fim de corrigir possiveis falhas

ou sobrecargas nos mecanismos de defesas®8.

1.6. Defesas antioxidantes enzimaticas e nao enziméaticas

As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas e ndo enzimaticas®C. As
defesas enzimaticas sao enddgenas, ou seja, sdo sintetizadas pelo organismo por
meio de fatores de transcricdo de acordo com as necessidades de cada uma delas.
Essas enzimas estdo envolvidas na resposta ao estresse oxidativo e podem ser:
superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa S-transferase
(GST), fumarase, catalase (CAT), entre outras.

Estas sé@o capazes de atuar em conjunto para reduzir os niveis EROs e ERNSs.
Por outro lado, existem defesas ndo enzimaticas, podemos citar a glutationa (GSH)
que é o principal composto antioxidante intracelular, acido ascérbico (vitamina C), a-
tocoferol (vitamina E), retinol (vitamina A), acido urico, transferrina (principal proteina
transportadora de ferro),carotenoides, flavonoides, e alguns horménios como

progesterona e estradiol, que desempenham papéis importantes na defesa das
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biomoléculas®®. O acido Urico, a GSH?°, a progesterona e o estradiol*® sdo importantes
exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos endodgenos.

O sistema antioxidante enzimatico e a glutationa estdo localizados
predominantemente no meio intracelular, enquanto o sistema ndo enzimatico
encontra-se principalmente no meio extracelular, com excecéo das vitaminas Ce E, a
primeira pode ser transportada no meio intracelular e a segunda esta localizada na
membrana celular3® 42,

As principais formas de SOD em humanos s&o a cobre zinco (Cu-ZnSOD)
localizada em lisossomos, citoplasma, nucleo e espaco entre as membranas externa
e interna da mitocondria; manganés (MnSOD) nas mitocondrias e uma isoforma Cu-
ZnSOD extracelular (EC-SOD)%°. A enzima SOD catalisa a dismutagdo do Oz~ a H202
e O..

A CAT catalisa a decomposicao do H202 a H20 e O2. A GPx atua em peroxidos
em geral, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como cofator e formando dissulfeto
glutationa oxidada (GSSG)3% #? (Figura 7).
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Figura 7: Modelo esquematico da relacéo entre SOD, CAT e GPX, a dismutagdo do O2™ para H20: é catalisada
pela enzima SOD. Esse H20: é transformado pela catalase e peroxirredoxinas em oxigénio molecular e agua a

GPx utiliza a glutationa como cofator para reduzir o peréxido de hidrogénio a agua. (Figura adaptada de Lushchak
e Semchyshyn ,2012).
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1.7. Dietas pro-oxidantes e antioxidantes

Os primeiros humanos foram datados a mais de 2 milhdes de anos, mas as
necessidades nutricionais foram evoluindo durante mais de 25 milhdes de anos de
desenvolvimento evolutivo de primatas antropdides*®. Em 400 a.C Hip6crates
escreveu “deixe que os alimentos sejam sua medicina e que sua medicina sejam os
alimentos”, referente a isto sabemos que a saude alimenta € um conceito bem
antigo®. Ha aproximadamente 12000 anos comecou a agricultura organizada e isso
estimulou mudancas alimentares e sociais que ultrapassou em muita nossa
capacidade biolégica de adaptacédo*.

Isso levou a vérias hipéteses de que as “doencas da civilizagdo” estdo
enraizadas em uma incompatibilidade cronica entre nossa programagao nutricional
antiga (mas ainda atual) e nossa entrada dietética contemporanea*® 4, uma
incompatibilidade chave entre o suprimento dietético e a necessidade fisiologica pode
estar nos micronutrientes antioxidantes*®. Este conceito é apoiado por evidéncias
crescentes de que o dano em macromoléculas (dano oxidativo) desempenha um
papel no desenvolvimento de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, entre
outras doencas crbnicas, como as relacionadas a idade (artrite e artrose), e que os
antioxidantes dietéticos se opdem a isso e reduzem o risco destas doencas*®.

A evidente participagdo dos radicais livres na fisiopatologia de doencas
relacionadas ao envelhecimento colocou a dieta antioxidante como uma forte
alternativa na prevencdo de doencas. Essas doencas podem ser crbnicas ou
inflamato6rias e alguns tipos de tumores e cancer. Segundo esta hipotese, a
administragdo de suplementos alimentares antioxidantes poderia aumentar a
expectativa de vida ao prevenir essas doencas.

Em particular, acredita-se amplamente que dietas ricas em frutas e vegetais
(dieta antioxidante) desempenham um papel fundamental na prevencéo de doencas
humanas, em uma recente revisdo concluiu-se que ha evidéncias convincentes de
gue o0 aumento do consumo de vegetais e frutas reduz o risco de desenvolver doencas
cronicas e inflamatdrias®’.

Infelizmente, a maioria dos estudos em pacientes utilizando suplementagéo
antioxidante tém apresentado resultados bastante decepcionantes, principalmente na

administracéo de vitaminas, como a vitamina A, C e E*8 4950,
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Apesar disso, estudos populacionais mostram que dietas ricas em
antioxidantes consumidas durante um longo periodo da vida dos individuos, como a
dieta do mediterraneo, e dietas ricas em vegetais, trazem beneficios tanto no aumento
do tempo de vida como na prevencéo de doencas®’ %2, Corroborando esta ideia, dietas
pro-oxidantes, como excessiva fonte de proteina animal, colesterol e graxas saturadas
e poucos vegetais (dietas pro-oxidantes) podem promover danos no figado,
aterosclerose e diminuicdo da expectativa de vida e aumento, principalmente, de

doencas cardiovasculares®?.

1.8. Dietas pro-oxidantes e antioxidantes em morcegos

A restricao de nicho alimentar em morcegos se torna muito interessante sob o
ponto de vista do estresse oxidativo, pois existem espécies que apresentam dietas
altamente oxidantes, no caso dos hematofagos e altamente antioxidantes, como € o
caso dos frugivoros. A ingestdo exclusiva de sangue é considerada pro-oxidante
devido a altas concentracdes de ferro. Metais de transicdo como o ferro e o cobre sao
responsaveis pela formacédo de radicais livres altamente oxidantes através da reacao
de Fento®3.

Por outro lado, uma dieta frugivora é considerada antioxidante devido a
presenca de importantes antioxidantes ndo-enzimaticos produzidos pelas plantas e
presentes em altas concentracdes nos frutos. Podemos destacar entre estes
antioxidantes a vitamina C, carotenoides e flavonoides, dentre muitos outros. Além
disso, frutos podem ser fonte de metais e outros elementos necessarios para a
atividade de enzimas antioxidantes®. Um estudo prévio sugere que a dieta frugivora
€ a mais antioxidante quando compara a onivora e animalivora, porém utilizando
apenas medidas de pré- e antioxidantes totais no plasma sanguineo destes animais®®.
Apesar de ser um indicativo de que a dieta frugivora realmente contribui na protecao
contra o estresse oxidativo, ndo é possivel compreender os mecanismos de dano e

protecdo nas espécies estudadas.
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1.9. Microbioma e microbiota

O termo microbioma refere-se a todo o habitat, incluindo o microorganismos,
composto principalmente por bactérias, seguido dos fungos e virus e todos os seus
genomas (ou seja, genes) e as condicdes ambientais circundantes. Essa definicédo é
baseada na de “bioma”, os fatores bidticos e abidticos de determinados ambientes. A
caracterizacdo do microbioma pode ser realizada pela aplicagdo de uma ou
combinagdes de metagenbmica, metaboldomica, metatranscriptbmica e
metaprotedmica combinada com metadados clinicos ou ambientais®¢. O microbioma
intestinal € a relacdo simbiotica que existe entre esses microrganismos (bactérias,
fungos, protozodarios e virus) e o intestino de cada organismo®’.

Nos ultimos anos a comunidade cientifica tem demonstrado um interesse
significativo sobre a composicao bacteriana do microbioma intestinal, pois ela tem sido
associada a uma grande variedade de doencas humanas como diabetes, obesidade,
inflamacGes intestinais e até cancer®® 5% 60 61,62 A Figura 9 mostra algumas das
funcdes do microbioma.

Ao longo da vida, a composicdo, e consequentemente o funcionamento do
microbioma, pode sofrer influéncias de diferentes fatores, tais como: ambiente,
alimentacdo, antibiéticos, doencas, senescéncia, entre outros®’.

Ja o termo microbiota é o conjunto de microorganismos presentes em um
determinado meio ambiente. O termo microbiota foi definido pela primeira vez por
Lederberg e McCray em 2001.

Eles enfatizaram a importancia dos microorganismos que habitam o corpo
humano na saude e na doenca. Este censo microbiano é estabelecido usando
métodos moleculares baseados predominantemente na analise de genes 16S rRNA,
genes 18S rRNA ou outros genes marcadores e regifes gendmicas, amplificados e
sequenciados de determinadas amostras bioldgicas. As atribui¢cdes taxondémicas sado
realizadas usando uma variedade de ferramentas que atribuem cada sequéncia a um
taxon microbiano (bactérias, archaea ou eucariotos inferiores) em diferentes niveis

taxonémicos de filo para espécie®®.
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metabolismo dos diversos 6rgaos (Figura adaptada de Zhang, 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

No presente estudo pretendemos compreender e comparar como dietas pré-
oxidantes ou antioxidantes modificam o metabolismo oxidativo e a composi¢cédo da
microbiota intestinal utilizando érgdos como coracédo e figado de morcegos como

modelo experimental.

2.1. Por que utilizar morcegos?
Sdo modelos ndo candnicos de estudos, importantes ecolégica e
economicamente, baixa incidéncia de tumores e cancer, dietas extremas

(frugivoras = antioxidantes e hematofagas = pro-oxidantes).

2.2. Por que utilizar coragao?
Por ter uma alta frequéncia cardiaca nestes animais, alta taxa metabdlica e
frequéncia respiratoria acelerada. Com tudo isso este 6rgao pode ter mais geracao

de ERs e por isso gerar mais dano oxidativo no tecido cardiaco.

2.3. Por que utilizar figado?
O figado € um 6rgao importante na detoxificacdo de xenobidticos lipossollaveis

e produz e armazena antioxidantes ndo enzimaticos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Principal

Investigar a relagdo entre as diferentes dietas alimentares e a resposta ao
metabolismo oxidativo e a microbiota intestinal em quatro espécies de morcegos
machos das espécies nectarivoras, frugivoras, insetivoras e hematofagas da fauna do

sul do Brasil.

3.2. Especificos

Caracterizar e comparar a microbiota intestinal de quatro espécies de morcegos
machos da fauna do sul do Brasil (Capitulo 1).

Avaliar a frequéncia de diferentes filos, classes, ordens familiares e géneros
microbiota intestinal de quatro espécies de morcegos machos da fauna do sul do Brasil
(Capitulo 1).

Comparar a atividade metabdlica em 6rgaos coracao e figado pela atividade da
enzima fumarase microbiota intestinal de quatro espécies de morcegos machos da
fauna do sul do Brasil (Capitulo 2).

Analisar e comparar marcadores de dano oxidativo em proteinas e lipidios em
orgaos coracao e figado microbiota intestinal de quatro espécies de morcegos machos
da fauna do sul do Brasil (Capitulo 2).

Analisar e comparar as atividades das enzimas antioxidantes SOD, GPx, GST
e consumo de H202 em 0rgdos coracdo e figado microbiota intestinal de quatro
espécies de morcegos machos da fauna do sul do Brasil (Capitulo 2).

Analisar e comparar os niveis dos antioxidantes ndo enziméaticos glutationa e
nitritos e nitratos em 6rgdos coracao e figado microbiota intestinal de quatro espécies
de morcegos machos da fauna do sul do Brasil (Capitulo 2).

Analisar e comparar os niveis de antioxidante ndo enzimatico vitamina C em
orgaos coracao e figado microbiota intestinal de quatro espécies de morcegos machos
da fauna do sul do Brasil (Capitulo 3).
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4.MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS E
DISCUSSAO

4.1.CAPITULO 1
MICROBIOTA INTESTINAL

(Artigo foi submetido a Revista Microbial Ecology na data 26-05-2023)

Contribuicéo do autor

Diego Antonio Mena Canata: Coleta e processamento de 0rgaos, extracdo e

purificacdo de DNA, analises de resultados e manuscrito cientifico.



32

4.2.CAPITULO 2
ESTRESSE OXIDATIVO

(Artigo foi submetido a revista Antioxidants na data 18-05-2023)
(Os dados relacionados ao rim ja foram apresentados na dissertacdo de

mestrado da Francielly Dias Pereira)

Contribuicéo do autor

Diego Antonio Mena Canata: Coleta e processamento de 6rgaos,

experimentos, analises de resultados e manuscrito cientifico.
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4.3.CAPITULO 3
VITAMINA C

Contribuicéo do autor

Diego Antonio Mena Canata: Coleta e processamento de 6rgaos,

experimentos, analises de resultados e manuscrito cientifico.



0=

CERTIFICATE OF PUBLICATION

an Open Access Journal by MDPI

Certificate of publication for the article titled:
Vitamin C Levels in Different Organs of Bat Species from Different Food Groups

Authored by:
Diego Antonio Mena Canata; Mara Silveira Benfato; Francielly Dias Pereira; Maria Jod3o Ramaos Pereira; Pabulo
Henrique Rampelotto
Published in:
Life2022, Volume 12, Issue 12,2121

ﬁ’h\ngy st opn s g

Basel, December 2022

34



35

life

an Opben Access Jlournal bv MDPI

Vitamin C Levels in Different Organs of Bat Snecies from Different Food

Grouns

Diego Antonio Mena Canata: Mara Silveira Benfato: Franciellv Dias Pereira: Maria Joao Ramos

Pereira: Pabulo Henriaue Rambpelotto

2 .Volume 12. Issue 12. 2121



36

Communication

Vitamin C Levels in Different Organs of Bat Species from Different Food Groups

Diego Antonio Mena Canata 12, Mara Silveira Benfato 12, Francielly Dias

Pereira 12®, Maria Jodo Ramos Pereira 3and Pabulo Henrique Rampelotto 4*

check for
updates

Citation: Mena Canata, D.A,;
Benfato, M.S.; Pereira, F.D.; Pereira,
M.J.R.; Rampelotto, P.H. Vitamin C
Levels in Different Organs of Bat
Species from Different Food Groups.
Life 2022, 12, 2121. https://doi.org/

10.3390/life12122121
Academic Editor: Einar Ringg

Received: 31 October 2022
Accepted: 13 December 2022

Published: 15 December 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral with

regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional
affiliations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This
article is an article

open access

distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
(cCc BY) (https://
creativecommons.org/licenses/by/

4.0/).

Attribution license

1 Biophysics Department,
Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre
91501-970, Brazil

2 Graduate Program in Cellular
and Molecular Biology,
Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre
91501-970, Brazil

3 Graduate Program in Animal Biology, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre 91501-970, Brazil
4 Graduate Program in Biological Sciences: Pharmacology and Therapeutics, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre 91501-970, Brazil
*Correspondence: prampelotto@hcpa.edu.br

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
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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 [8].

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, respectively, 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 pumol/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 (SUPELCOSIL™ 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 puL. The
absorbance of the column effluent was monitored at 254 nm [9].
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2.4. Statistical Analysis and Data Normalization

To test for significant differences among sample grouping, nonparametric permutationbased
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 performed. 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, (regardless of the organ),
no significant differences 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
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 Cin 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 0.3234 0.3708 0.8576
(nectarivorous)
S. lilium 0.3234 0.9719 0.7154
(frugivorous)
M. molossus 0.3708 0.9719 0.4864
(insectivorous)
D. rotundus 0.8576 0.7154 0.4864

(hematophagous)
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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.
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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, MS = 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).

Heart Liver
30000 10000

a 9000 )
25000

8000
7000 b
20000
. ’
15000 b
10000

5000 T
m = LR
2000 a
5000

Vitamin € [nmol/mg protein)
Vitamin C (nmol/mg protein)

5000
3000

1000 N .
o )
G, soricina S, lilium M. molossus D. rotundus G. soricina . lilfum M. molossus D. rotundus
(nectarivorous) (frugivorous) (insectivorous)  (hematophagous) (nectarivorous) (frugivorous) (insectivorous)  (hematophagous)
Brain Kidney
1000 80

900
800
700
600 a
500
400

T c 30 |
L f 20

€ (amol/mg protein)
P
& 3

Vitamin C (nmol/meg protein)

it

. ’ |
a
100 10
0 0
G. soricing S. lilium M. molossus D. rotundus G. sericing S. lifium M. molossus D. rotundus
(nectarivorous) (frugivorous) (insectivorous)  (hematophagous) (nectarivarous) (frugivorous) (insectivorous) (hematophagous)

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).
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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 SVCT2 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 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 Cin 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].
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In summary, the fact that these bat species do not present differences in the concentration 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 animal.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/life12122121/s1. Table S1: Location and coordinates of each sample collection site in
Southern Brazil.
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6. RESULTADOS SUPLEMENTARES
6.1. CAPITULO 1 - MICROBIOTA

Figura suplementar 1: Curva de rarefagdo
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Figura suplementar 2C: Abundancia relativa. Género.
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Figura Suplementar 1: Abundancia relativa onde a escala taxon6mica é apresentada em niveis de: A. Filo, B. Familia e C. Género respectivamente,
em cada grupo de morcegos.
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Tabela suplementar 1: Lista de género das quatro espécies de morcegos

Genus

Mycoplasma
Enterobacteriaceae_un
Clostridium_sensu_stricto 1
Clostridiaceae_un
Pasteurellaceae_un
Streptococcus
Neisseriaceae_un
Bacilli_un
Lactobacillales_un
Lactobacillus
Lactococcus
Helicobacter
Pseudomonas
Micrococcaceae_un
Acinetobacter
Staphylococcus
Comamonadaceae_un
Lactobacillaceae_un
Lachnospiraceae_un
Corynebacterium
Dietzia
Bacteroides
Lawsonella
Limosilactobacillus
Faecalibacterium
Enterobacterales_un
Ligilactobacillus
Ruminococcaceae_un
Oscillospiraceae_un
Peptostreptococcaceae_un
Rhizobiaceae_un
Chryseobacterium
Butyricicoccus
Erysipelatoclostridium
Bacillales_un
Hafnia_Obesumbacterium
Alistipes
Brevibacterium
Shewanella
Parabacteroides
Sphingomonadaceae_un
Stenotrophomonas
UCG_005
Brachybacterium
Romboutsia
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Tabela Suplementar 2: Lista de taxa no nivel de género exclusivo paraum

grupo.

Insectivorous Hematophagous Frugivorous Nectarivorous

Murdochiella Pasteurella Chlamydiales_un Ureaplasma
Arcanobacterium WPS 2 ge Pir4_lineage Alysiella
Actinomycetaceae_un Gemmataceae_un JG30_KF_CM45 ge Wolbachia
Corynebacteriaceae_un Bergeyella Luteimonas Bartonella
Weeksellaceae un Unknown_Family _ge Aeromicrobium Paraclostridium
Mageeibacillus Ktedonobacteraceae_un Intrasporangiaceae_un Capnocytophaga
Zoogloea Tomitella Micromonosporaceae_un  Leptotrichia
Dysgonomonas Pygmaiobacter Moraxellaceae_un Leuconostoc

Cardiobacteriaceae_un
Campylobacterales_un
Family_XI_un
Leptotrichiaceae_un
Oscillibacter
Proteocatella
Saccharimonadaceae_un
CAG_873

Prevotella
NK4A214_group
Sulfuricurvum
UCG_002
Burkholderiales_un
M2PB4 65 termite_group_ge
Nosocomiicoccus
Trichlorobacter
Aminomonas
Desulfobulbaceae_un
Geobacteraceae_un
Ruminococcus
Tolumonas
Gastranaerophilales_ge

Prevotellaceae_ NK3B31_group

Anaerolineaceae_UCG_001
Ferribacterium

Geobacter
Oxalobacteraceae_un
Selenomonadaceae_un
Brachymonas
Flavobacterium
Lachnospiraceae_ UCG_010
Oscillospirales_un
Propionivibrio
Rhodopirellula

Corynebacteriales_un
Sphingomonas
Aminaobacter
Crossiella
alphal_cluster
Aquisphaera

DSSD61

Nocardia
Christensenellaceae_R_7_group
Globicatella
Marvinbryantia
Mogibacterium
Erysipelotrichaceae_ge
Rhizobiales_un

Rhodobacteraceae_un
Pedomicrobium
Actinotighum

Actinobacillus
Cardiobacterium
Nocardiaceae_un




6.2. CAPITULO 3-VITAMINA C

Tabela Suplementar 3: Localizacao e coordenadas de cada local de coleta de amostras no Sul do Brasil

sziges Food Group n Location (City - State) Coordinates
G. soricina Nectarivorous 10 Dom Pedro Alcantara - RS 29°24'22.35"S49°51'4.56"W
S. lilium Frugivorous 10 Dom Pedro Alcantara - RS 29°24'22.35"S49°51'4.56"
M. molossus Insectivorous 10 Treviso - SC 28°30'47.52"S49°27'26.6"
D. rotundus Hematophagous 9 Criciima -SC 28°41'27.7"S 49°25'50.6"
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5. DISCUSSAO GERAL

Os morcegos séo economicamente e ecologicamente importantes. No primeiro
caso, auxiliam no controle de pragas (insetos e outros invertebrados) que podem ser
prejudiciais a agricultura, e ecologicamente importantes, pois sao os reflorestadores
das florestas, atuando como agentes polinizadores e dispersores de sementes? 63,

Nos ultimos anos os morcegos tém chamado a atencdo dos pesquisadores
como animais de experimentacdo, por apresentarem baixa incidéncia de tumores,
sistema imunologico eficiente, alta expectativa de vida em comparacdo com
mamiferos do mesmo porte e por possuirem dietas restritivas e diferenciadas?”’.

Além disso, os morcegos sao reservatorios ndo so de ectoparasitas (pulgas,
carrapatos, fungos, entre outros), mas também de virus como raiva, ebola,
coronavirus, hantavirus, etc., que podem causar doengas zoondéticas®# °,

Visto dessa forma, ndo sO os virus neles contidos podem causar zoonoses,
mas também as bactérias presentes na microbiota intestinal desses animais. Neste
trabalho foram coletadas quatro espécies de morcegos com diferentes héabitos
alimentares, todas elas coletadas no sul do Brasil (Tabela Suplementar 3).

A partir do Capitulo 1 (Microbiota), as sequéncias obtidas do Sistema Miseq
foram processadas e analisadas e utilizou-se um filtro de qualidade das amostras,
fazendo-se uma curva de rarefacao (Suplementar Figura 1), onde as sequéncias com
baixa qualidade, com comprimento de reds incorreto, com bases ambiguas ou
sequéncias que poderiam ser potencialmente quimeras foram eliminadas
automaticamente (o que aconteceu com as amostras insetivoros 10 e 6 e hemato6fago
4). Essas sequéncias incorretas geralmente vém de purificacdo PCR ou
sequenciamento.

Os resultados da microbiota intestinal nas quatro espécies de morcegos
demonstram que os habitos alimentares dos morcegos podem ter um impacto
significativo na diversidade das comunidades bacterianas intestinais.

Quando o numero de taxons foi medido pelos indices de Shannon e Simpson,
observamos uma diferenca de diversidade significativamente maior em morcegos
nectarivoros e insetivoros, ou seja, uma maior diversidade de comunidades
bacterianas quando comparados a morcegos frugivoros e hematéfagos.

Esses resultados podem sugerir que as diferencas nas dietas podem estar

associadas aos diferentes papéis ecolbgicos (polinizadores e controladores de



53

pragas) e preferéncias por determinados habitats ou recursos, como por exemplo,
morcegos nectarivoros e insetivoros podem alimentar-se de um nimero muito amplo
de espécies. Em relacdo aos morcegos hematofagos esta dieta tdo especializada faz
com que a diversidade bacteriana seja baixa.

Apesar de sua extensa dieta de frutas, baixa diversidade bacteriana foi
observada em morcegos frugivoros. Uma possivel explicacdo para essa observacao
€ gue o sistema digestivo do morcego pode ter evoluido para digerir e extrair nutrientes
de sua dieta com eficiéncia, resultando em uma diversidade bacteriana reduzida no
intestino. Esse fendmeno ja foi observado em outros animais, onde o sistema digestivo
do hospedeiro favorece seletivamente certas espécies bacterianas em detrimento de
outras, resultando em baixa diversidade de comunidades bacterianas®®: 67: 68,

Os resultados da diversidade beta (PCoA) das quatro espécies de morcegos
corroboram mais fortemente o que foi observado na diversidade alfa, que a
composicdo microbiana difere com os habitos alimentares, mas observa-se uma
associacao entre os grupos, pois observando o que foi encontrado em componentes
microbianos Unicos e compartilhados (Diagrama de Veen), vemos que morcegos
insetivoros e hematéfagos compartiham 93 géneros bacterianos e morcegos
nectarivoros e frugivoros compartiiham 63 géneros bacterianos. Uma possivel
explicacdo € que este pode ser o componente majoritario de cada alimento, no
primeiro grupo “insetivoros e hematéfagos" sua alimentacdo € principalmente
baseada em proteinas e no segundo grupo "nectarivoros e frugivoros" sua dieta é
baseada principalmente em carboidratos.

A lista de géneros Unicos para cada espécie pode ser visualizada na tabela
Suplementar 2.

Em relacdo a composicdo microbiana ao nivel de filo, observamos maior
abundancia relativa para Firmicutes com 72% para as quatro espécies, seguido de
Proteobacteria com 14% e Campylobacterota com 5%, os outros filos ndo excederam
5% de abundancia (Figura Suplementar 2A). As familias dominantes com abundéancia
relativa maior que 10% foram Mycoplasmataceae (15%), Acholeplasmataceae (12%)
e Streptococcaceae (11%) (Figura Suplementar 2B).

Ao nivel do género, Mycoplasma (0,13%), Acholeplasmataceae _un (12%),
Streptococcus (10%), Peptostreptococcaceae_un (9%) e Enterobacteriaceae_un (5%)

foram os géneros com maior abundancia relativa (Figura Suplementar 3C), os demais
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géneros nao excederam 5%, a lista de géneros das quatro espécies pode ser
observada na tabela Suplementar 1.

Conforme demonstrado neste trabalho, foram encontrados 12 géneros de
bactérias potencialmente patogénicas nas quatro espécies de morcegos, a saber:
Bartonella, Brucella, Campylobacter, Chlamydia, Clostridium_ss_1, Mycobacterium,
Mycoplasma, Peptostreptococcaceae unclassified, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus e Treponema. E importante levar em consideracio esses achados, pois
a cada dia estamos mais em contato com esses animais, devido as mudancas em seu
habitat natural, e ndo apenas os morcegos hematéfagos podem transmitir virus e/ou
bactérias aos seres humanos.

Um total de 23 vias metabdlicas foram diferencialmente abundantes. As
andlises das vias funcionais na microbiota intestinal das quatro espécies de morcegos
revelaram diferencas significativas em seu potencial metabdlico relacionado aos seus
nichos alimentares.

Observando e analisando os resultados do capitulo 2 (estresse oxidativo),
podemos dizer que os danos as macromoléculas (neste caso proteinas e lipidios)
revelaram variacdes entre as diferentes espécies e 6rgados de morcego. Os niveis de
grupos carbonila e malonaldeido exibiram padrées distintos no coracao, figado e rim.

Os morcegos hematofagos apresentaram baixos niveis de dano oxidativo no
coracdo, mas altos niveis no figado. Este achado sugere que 0s morcegos
hematofagos possuem mecanismos de defesa antioxidantes eficientes no coragéo, o
gue pode ser atribuido aos seus habitos alimentares Unicos e adaptacoes fisioldgicas
associadas.

Os resultados obtidos em relacdo as enzimas antioxidantes também
demonstraram variacdes nas atividades destas enzimas entre os diferentes grupos de
alimentacéo e 6rgaos.

Os antioxidantes ndo enziméticos também apresentaram variacfes entre as
espécies e oOrgaos dos morcegos. Morcegos hematofagos exibiram proporcdes
GSSG/GSH mais altas no coracao, indicando um desequilibrio no estado redox,
potencialmente devido a presenca de pro-oxidantes na alimentacdo destes morcegos.

Curiosamente, 0s morcegos nectarivoros exibiram maiores razées GSSG/GSH
no figado e no rim, sugerindo uma maior demanda por reciclagem de GSH e
capacidade antioxidante nesses o6rgdos. A razdo GSSG/GSH é um importante

indicador de estresse oxidativo e equilibrio redox, e sua elevagcdo em o6rgdos
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especificos reflete a natureza dindmica dos mecanismos de defesa antioxidante em
morcegos.

Com relacdo ao capitulo 3 (Vitamina C), diferencas adicionais nos niveis de
vitamina C s6 foram observadas quando cada 6rgéo foi analisado de acordo com a
espécie/dieta. A este respeito, sabe-se que 0s morcegos tém um metabolismo e uma
frequéncia cardiaca elevados, pelo que podemos supor que a distribuicdo da vitamina
C é principalmente para o coracao, e ainda mais nas espécies nectarivoros, uma vez
gue estes animais, como o0s beija-flores, devem manter o véo enquanto se
alimentam®. Com a frequéncia cardiaca elevada, pode ser gerado dano oxidativo e,
para tentar preveni-lo ou reduzi-lo, prioriza-se a distribuicdo dessa vitamina para esse
orgao vital.

Em resumo, o fato dessas espécies de morcegos nao apresentarem diferencas
na concentracdo de vitamina C, apesar da diferenca marcante no tipo de dieta,
mantendo um alto grau de homeostase metabdlica, nos leva a questionar qual estagio
seria o responsavel por esses resultados intrigantes: A absorcao intestinal seria mais
eficiente em animais com dietas contendo menores concentra¢des de vitaminas? Ou
haveria transportadores presentes nos tecidos?

Esses achados contribuem para nossa compreensdo da intrincada relacéao
entre habitos alimentares, microbiota intestinal e metabolismo oxidativo em espécies
de morcegos neotropicais.

As dietas restritivas variadas dos morcegos ndo apenas moldam suas
estruturas morfolégicas, mas também modulam seus padrées metabodlicos e
microbiota intestinal. Essas adaptacdes permitem que eles mantenham processos
energéticos normais durante o voo, minimizando os efeitos dos danos oxidativos
adversos.

Podemos ressaltar que, apesar dos morcegos possuirem altos picos
metabdlicos, os efeitos prejudiciais sdo minimos devido a oxidacdo. Esse fendbmeno
sugere um sistema unico de regulacdo metabdlica em morcegos que mitiga
efetivamente os efeitos adversos da oxidacao. A capacidade de manter um alto nivel
de atividade metabdlica com estresse oxidativo minimo destaca as impressionantes
adaptacdes fisiolégicas dos morcegos e ressalta a importancia de estudar seus

processos metabalicos.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusé@o, este estudo fornece evidéncias de que os hébitos alimentares
dos morcegos podem influenciar a diversidade e composi¢do de suas comunidades
bacterianas e nas respostas aos danos oxidativos através das enzimas antioxidantes
e antioxidantes n&o enzimaticos. A analise das vias funcionais na microbiota intestinal
das quatro espécies de morcegos revelou diferencgas significativas em seu potencial
metabolico relacionado aos seus nichos alimentares como assim também nas
analises do metabolismo oxidativo netas espécies estudadas.

Além disso, a identificacdo de bactérias potencialmente patogénicas sugere
que o transporte de patdgenos microbianos por morcegos pode variar dependendo
dos habitos alimentares e de fatores especificos do hospedeiro. Essas descobertas
tém implicacBes importantes na saude publica e também para a conservacédo das
comunidades de morcego destacando a necessidade de promover diversos habitats
e fontes de alimento para sustentar essas espécies ecologicamente importantes.

Os padrdes distintos observados no dano oxidativo, nas atividades das enzimas
antioxidantes e os niveis de antioxidantes ndo enzimaticos entre os diferentes 6rgaos
e espécies de morcegos sugerem que cada 6rgdo tem suas proprias demandas e
adaptacdes especificas para lidar com o estresse oxidativo com base em suas
funcdes fisiolégicas e exposicdo a diferentes componentes da dieta.

Em relacdo as vias metabdlicas e ao metabolismo oxidativo, ndo foi observado
sinergismo entre elas, podendo estar presentes, mas nao relativamente abundantes
como demonstrado para outras vias metabolicas relacionadas aos habitos alimentares
de cada espécie. Estudos e/ou trabalhos relacionando essas vias com o metabolismo
oxidativo devem ser aprofundados.

Trabalhos futuros devem ter como objetivo investigar oS mecanismos
moleculares subjacentes responsaveis pelas variacdes observadas no status
antioxidante entre espécies de morcegos com diferentes habitos alimentares. Além
disso, estudos longitudinais que examinam os perfis antioxidantes e as respostas ao
estresse oxidativo de morcegos em diferentes contextos ambientais e condi¢cbes
fisiol6gicas aumentardo nossa compreensdo da natureza dindmica dos sistemas de

defesa antioxidante.
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7. Perspectivas

Projetos futuros envolvendo morcegos machos e fémeas devem ser realizados
para investigar possiveis diferencas especificas de sexo em suas caracteristicas
metabdlicas.

Diferentes espécies coletadas de outras regides e/ou paises também devem
ser incluidas para comparar ndo apenas o metabolismo oxidativo, mas também a

microbiota desses animais.



7. ANEXOS

A. Carta de Aprovagéo para uso de animais

UFRG S PRO-REITORIA DE PESQUISA %‘;CEUA

UFRGS

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVAGCAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 33339

Titulo: 5 APTACAO 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
FERNANDA SCHAFER HACKENHAAR - pesquisador desde 02/01/2018

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reuniéo realizada em
28/08/2017 - SALA 330 DO ANEXO - PREDIO DA REITORIA DA UFRGS/CAMPUS
CENTRO/UFRGS, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo de 80
morcegos, 10 machos e 10 fémeas de cada especie (espécies hematéfagas, insetivoras,
onivoras e frugivoras), provenientes de fauna do RS, com a finalidade de (captura e coleta),
possuindo autorizagdo da SISBIO N° 47202-1; de acordo com os preceitos das Diretrizes e
Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008,
o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produ¢ado, manutengéo
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 8 de Setembro de 2017
-' e

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comisséo de ética




B. Licenca para coleta de material zoologico SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
N Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 47202-1 | Data da Emissédo: 26/01/2015 16:52
Dados do titular
Nome: Maria Jo&o Veloso da Costa Ramos Pereira CPF:704.293.951-40
Nome da Institui¢éo : UFRGS - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL CNPJ: 92.969.856/0001-98

Observagoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o temitorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difus&o ou a pesquisa, estéo sujeitas a autonzagao do Ministério de Clencla e Tecnolog_

Alicenca permanente nao € valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de é das de exti ; b) manutencao de

5 espécimes de fauna silvestre em cativeiro; c) recebimento ou envio de material biologico ao exterior; e d) realizacéo de pesquisa em unidade de conservacéo federal
ou em caverna. A restricdo prevista no item d ndo se aplica as categorias Reserva Particular do Patrimonio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de
Protecéo Ambiental constituidas por terras privadas.

O pesquisador titular da licenca permanente, quando acompanhado, devera registrar a expedicao de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedicéo, que constardo no comprovante de registro de expedicéo para eventual apresentacéo a fiscalizagéo;

Esta licenca pemanente NAO exime o pesquisador titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
4 | consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de
conservacdo estadual, distrital ou municipal.

5 Esta licenca pemanente nao podera ser utilizada para fins comerciais, industriais ou esportivos ou para realizagao de atividades integrantes do processo de
licenciamento ambiental de empreendlmentos

Este documento NAO exime o titular da necessi de atender ao disposto na Instrucao Normativa Ibama n° 27/2002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

7__| O pesquisador titular da licenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

8 O drgao gestor de unidade de conservacao estadual, distrital ou municipal podera, a despeito da licenca permanente e das autorizacdes concedidas pelo ICMBio,
estabelecer outras condices para a realizacao de pesquisa nessas unidades de conservacao.

O titular de licenca ou autorizag@o e os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
9 [ ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titular da licenca permanente devera ap 2 ite, relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emisséo da licenca permanente.

O titular de autorizacao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violacdo da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,
11 | omiss&o ou falsa descricao de informacoes relevantes que subsidiaram a expedicao do ato, podera, medlante decisao motivada, ter a autorizacéo ou licenca

suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da | em vigor.
12 Alicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituicéo cientifica a qual ele estava vinculado por ocasido da
solicitagao.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislacao que dispde sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territorio nacional, na
13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccdo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informacoes em www.mma.gov.br/cgen.

Outras ressalvas

| 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 Inovacéao.

Taxons autorizados

# Nivel taxonémico Taxon(s)

1 | ORDEM Chiroptera

2

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino

1| UFRGS - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL | colecao

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do

Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 36714429 ""”“ H" Hl ‘l || “ |||
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizag&o e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 47202-1 Data da Emissdo: 26/01/2015 16:52
Dados do titular
Nome: Maria Jo&o Veloso da Costa Ramos Pereira |CPF: 704.293.951-40
Nome da Institui¢éo : UFRGS - UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL ICNPJ: 92.969.856/0001-98

Registro de coleta imprevista de material biol6gico

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nio
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normmativa n° 03/2014. Através do
codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacdo: 36714429 ”"HH V“ ”l ‘l ‘l ” m
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