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RESUMO

NEVES, Pedro Henrique Costa, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, marco de 2024.
Alteracoes morfologicas e status oxidativo induzidos pela exposicao subcronica ao
clorpirifés em Artibeus lituratus (Chiroptera: Phyllostomidae). Orientadora: Mariella
Bontempo Duca de Freitas.

O clorpirifés € um pesticida organosfosforado que se configura como um dos mais utilizados
no Brasil nos tltimos anos. Devido a diversos aspectos fisiologicos e ecolégicos, morcegos
se configuram como animais silvestres que acabam entrando em contato direta ou
indiretamente com pesticidas utilizados em cultivos agricolas. Esse contato acarreta danos
sobre a saude, reproducgdo e conservacao das espécies afetadas. O objetivo desse estudo foi
mensurar os efeitos causados pela exposi¢dao oral subcronica do clorpirifés em morcegos
frugivoros neotropicais. Morcegos machos adultos da espécie Artibeus lituratus foram
capturados com redes de neblina, e, apos periodo de aclimatagdo, divididos em dois grupos
experimentais: grupo controle (CT) (n=7), alimentados com frutos sem tratamento e o grupo
Clorpirifés (CP) (n=8), alimentados diariamente com frutos tratados com uma calda de
Capataz ® (ingrediente ativo clorpirifés: 480,00 g/L; 48,0% m/v) a 15mL/L (dose comercial,
recomendada pelo fabricante). Apds 14 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e
os tecidos foram coletados e devidamente armazenados para andlises do status oxidativo,
histolégicas e hormonais. Os resultados mostraram que a exposicao ao clorpirifés causou
reducdo da atividade enzimética da catalase (CAT) no tecido hepético, aumento da atividade
de glutationa s-transferase (GST) testicular e aumento na concentragdo de proteinas
carboniladas (PC) no tecido renal. Na histologia renal foi observado reducdo do epitélio
tubular e da 4rea glomerular dos animais tratados com clorpirifés, assim como aumento de
ocorréncia de infiltracdo leucocitdria, congestdo vascular e marginacdo leucocitdria. Os
resultados obtidos indicam que a exposicdo ao clorpirifés em doses ambientalmente
relevantes foi capaz de gerar alteracdoes deletérias no status oxidativo e aspectos

morfolégicos de morcegos frugivoros.

Palavras-chave: Pesticida; Ecotoxicologia; Estresse oxidativo; Histopatologia; Morcegos.



ABSTRACT

NEVES, Pedro Henrique Costa, M.Sc., Federal University of Vigosa, March 2024.
Morphological changes and oxidative status induced by subchronic exposure to
chlorpyrifos in Artibeus lituratus (Chiroptera: Phyllostomidae). Advisor: Mariella
Bontempo Duca de Freitas.

Chlorpyrifos is an organophosphorus pesticide that has been among the most widely used in
Brazil in recent years. Due to various physiological and ecological factors, bats are wild
animals that often come into direct or indirect contact with pesticides used in agricultural
crops. This contact can lead to adverse effects on the health, reproduction, and conservation
of affected species. The objective of this study was to measure the effects of subchronic oral
exposure to chlorpyrifos in neotropical frugivorous bats. Adult male bats of the species
Artibeus lituratus were captured using mist nets and, after an acclimation period, were
divided into two experimental groups: a control group (CT) (n=7), fed with untreated fruits,
and a Chlorpyrifos group (CP) (n=8), fed daily with fruits treated with a solution of
Capataz® (active ingredient chlorpyrifos: 480.00 g/L; 48.0% m/v) at 15 mL/L (commercial
dose recommended by the manufacturer). After 14 days of treatment, the animals were
euthanized, and tissues were collected and properly stored for analyses of oxidative status,
histological, and hormonal assessments. The results showed that exposure to chlorpyrifos
led to a reduction in catalase (CAT) enzymatic activity in the hepatic tissue, an increase in
testicular glutathione S-transferase (GST) activity, and an increase in carbonylated protein
(PC) concentration in the renal tissue. Histological examination of the kidneys revealed a
reduction in tubular epithelium and glomerular area in chlorpyrifos- treated animals, as well
as increased occurrence of leukocytic infiltration, vascular congestion, and leukocytic
margination. The results indicate that exposure to chlorpyrifos at environmentally relevant
doses can induce deleterious changes in oxidative status and morphological aspects of

frugivorous bats.

Keywords: Pesticide; Ecotoxicology; Oxidative stress; Histopathology; Bats;
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1. INTRODUCAO

Em funcdo da grande capacidade produtiva agricola, o Brasil se destaca no cendrio
internacional como um dos maiores produtores do setor e, ligado a isso, como um dos
maiores consumidores de agrotéxicos do mundo. Em 2022, o peso total em toneladas de
agrotoxicos e afins negociados em todo o territdrio brasileiro foi calculado em 800,652 mil,
o que representa um aumento de 11% em relacdo ao ano anterior IBAMA, 2022). Desde
2008, o crescimento no consumo de pesticidas no Brasil foi de 190%, enquanto o do mercado
global foi de 93% (JOLY et al., 2019). Fatores como o aumento de consumo de sementes
transgénicas e resisténcia de pragas tem tornado os pesticidas menos efetivos, acarretando
uma maior freqii€ncia na aplicacao, uso de doses maiores e de misturas, € maior toxicidade
dos produtos. Essas mudancas justificam também a discrepancia entre o crescimento de
quase 400% no consumo de pesticidas no Brasil na década de 90, enquanto houve apenas
8% de incremento de area plantada (GEORGHIOU; SAITO, 1983; SPARKS; NAUEN,
2015). Na atualidade, ndao apenas o consumo crescente de pesticidas no territério brasileiro
se faz presente como também a estagnacao das politicas de controle e tolerancia dos mesmos
em ambientes naturais. Um exemplo disso € o limite mdximo de residuos de glifosato
permitido em dgua potdvel no Brasil que € atualmente cerca de 5 mil vezes maior do que o
tolerado na Unido Européia, enquanto o de 2,4-D é cerca de 300 vezes maior (BOMBARDI,
2017; IBAMA, 2022)

Uma das classes de pesticidas mais utilizados no mundo € a dos organofosforados
(CORTINA-PUIG et al., 2010). O consumo de organofosforados se intensificou a partir da
década de 70 como forma de substituir o uso de pesticidas organoclorados que acabaram
sendo restringidos ou proibidos devido a sua alta toxicidade (COSTA, 2018; TORQUETTT;
GUIMARAES; SOTO-BLANCO, 2021a). Os inseticidas atuam fosforilando a enzima
acetilcolinesterase (AchE) em animais, inibindo a atividade da mesma de hidrolisar a
molécula do neurotransmissor acetilcolina (Ach), resultando no acimulo dessa nas sinapses.
Assim, o impulso nervoso que chega até a fenda sindptica ndo € interrompido, gerando uma
hiper estimulagdo nervosa. Como resultado sdo geradas contracdes musculares resultantes
de sindrome colinérgica, que culmina em paralisia € morte do organismo alvo (COSTA,

2018; KWONG, 2002). Porém, os organofosforados



também podem apresentar certo grau de toxicidade para organismos nao-alvos, como seres

humanos e outros mamiferos (NASCIMENTO; MELNYK, 2016).

O clorpirifés (CP) € um dos organofosforados mais utilizados no Brasil possuindo
acOes inseticida, formicida e acaricida. Segundo o Relatério de Comercializagdo de
Agrotoxicos de 2022 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), o clorpirifés estd entre os dez agrotoxicos mais comercializados do
Brasil. Seu uso € permitido em culturas de algodao, soja, milho, café, citros, banana, maca,
dentre outras. Entretanto, residuos de CP ja foram encontrados em alimentos de culturas nas
quais o uso deste pesticida € proibido no Brasil, como uva, morango, pimentdo e abobrinha.
Nos ciclos 2018-2019 e 2022 do Programa de Anélise de Residuos em Alimentos (PARA),
o clorpirifés foi detectado em 3,1% das amostras, das quais 1,7% foram irregulares,
ocupando assim o quarto lugar entre os ingredientes ativos com maior nimero de detecc¢des
irregulares (ANVISA, 2015). Em humanos, sua absorcao ocorre pelo trato gastrointestinal,

pele ou inalacdo (ANVISA, 2021).

Por conta de seus efeitos neurotoxicos em fetos e criancas, na ultima década o
clorpirifés foi banido da Unido Européia, China e Canada (EFSA, 2019; EPA, 2021;
HUANG; CUI; DUAN, 2020; MARA, 2013; PMRA, 2021). Além disso, se encontra em
tramitag@o o processo de proibi¢ao do uso de CP em todo o territério dos EUA, enquanto na
Austrélia o seu uso doméstico e em espagos publicos ja foi desautorizado. (APVMA, 2023;
EPA, 2021). Os principais aspectos toxicologicos que levaram a reavaliacdo da liberacdo do
clorpirifés estdo relacionados aos efeitos: 1) genotéxicos, como aberragdes cromossdmicas,
sintese de DNA nao programada e danos ao DNA causados por estresse oxidativo, e II)
neurotoxicos, observados tanto em estudos in vivo quanto em evidéncias epidemiolégicas
que relacionam a exposi¢ao ao clorpirifés com efeitos danosos para o neurodesenvolvimento

em criangas. (ANVISA, 2021; EC, 2019).

Dentre os efeitos ja observados da exposicdo de organismos nao-alvo ao clopirifés
estdo toxicidade reprodutiva, anormalidades no desenvolvimento larval e embriondrio,
carcinogénese e alteracOes no sistema imune (UBAID UR RAHMAN et al., 2021). Além
disso, o CP atua como desregulador enddcrino, e ja foram observadas altera¢des causadas
pelo clorpirifés na sintese, concentragdo plasmatica e expressdo génica de hormdnios
gonadais, tireoidianos, hipofisarios, e outros (ANGELIS et al., 2009; GORE, 2001;
RAWLINGS; COOK; WALDBILLIG, 2010; UMOSEN et al., 2012; VENEROSI et al.,



2012; VENTURA et al., 2016). Histopatologias e alteragdes morfoldgicas teciduais ja foram
observadas em diversos grupos de vertebrados em diferentes 6rgaos, como gonadas, figado,
cérebro e brinquias (ELMAZOUDY; ATTIA; EL-SHENAWY, 2011; EZZI et al., 2016;
HOSSAIN et al., 2022; MARIGOUDAR et al., 2018; MISHRA; GOPESH; SINGH,

2022). Efeitos toxicos como alteracdes na sintese de macromoléculas, impedimento da
diferenciacdo neuronal e da transducdo de sinais, desbalan¢o na producido de espécies
reativas de oxigénio e danos oxidativos também sdo desencadeados pela intoxicacdo com o

clorpirifés (EATON et al., 2008; SAULSBURY et al., 2009).

A avaliagdo do status oxidativo em ensaios toxicoldgicos pode ocorrer através da
mensuragao tanto da atividade de enzimas envolvidas nas reacdes de oxi-reducao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) quanto de produtos resultantes do dano oxidativo celular.

A respiragdo celular por si s6 € um processo que naturalmente gera espécies reativas
que desempenham papéis de sinalizacdo celular em diversas vias. Estima-se que entre 0,1 a
4% do oxigénio utilizado no processo de respiragdo celular pode se converter no radical
superdxido (O27). Além disso, as EROs podem também ser produzidas naturalmente nas vias
de oxireducdo de enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase, na sintese de
prostaglandinas, nos processos fisioldgicos de resposta imune dos leucdcitos, entre outras
vias bioquimicas. Entretanto, diversos elementos podem se comportar como estressores e
aumentar os niveis basais de EROs, como por exemplo, pesticidas. A atuacdo dessas
moléculas xenobidticas pode ocorrer através das reacdes de oxi-redugdo realizadas por elas
ou através de alteragdes na vias bioquimicas da célula, como por exemplo, induzindo
processos inflamatorios teciduais.

O radical super6xido tem seus niveis controlados no interior das células através da acao
da enzima superéxido dismutase (SOD), que é capaz de converter o radical em peroxido de
hidrogénio (H202). Essa se apresenta como uma molécula menos reativa, podendo ser
convertido naturalmente em dgua e gds oxigénio, reacio que pode também ser catalisada pela
acdo da enzima catalase (CAT). Tanto o radical superéxido quanto o peréxido de hidrogénio
sdo capazes de realizar reacdes de oxi-reducio com anions de ferro (Fe™ e Fe*™®) gerando
assim o radical livre hidroxila. A enzima glutationa s-transferase (GST) embora nio tenha

sua atuacdo ligada a uma molécula especifica, atua na célula
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catalisando reacdes de conjugacgado entre gluationa (GSH) e moléculas oxidadas, tornando
essas mais soluveis e com maior capacidade de serem excretadas.

O desbalanco dos niveis normais das enzimas antioxidantes e das EROs é capaz de
gerar danos oxidativos oriundos da reacdo entre os radicais e componentes celulares
estruturais e funcionais. O malondialdeido (MDA) se configura como um produto final da
oxida¢do dos lipideos de membrana apés a reacdo desencadeada entre 0s mesmos e
radicais livres, principalmente a hidroxila. Além do MDA, perdxidos lipidicos e outros
aldeidos de baixo peso molecular sdo originados a partir da peroxidacdo lipidica e possuem
a capacidade de serem mensurados em amostras organicas através da sua reacdo com o
acido tiobarbiturico. Outra macromolécula que pode sofrer efeitos negativos apds reagir
com EROs sdo as proteinas. Essas moléculas podem participar de diversas vias
metabdlicas celulares e, por isso, alteracdes na sua estrutura tercidria sdo capazes de torna-
las disfuncionais. A inser¢cdo de um grupo organico carbonil na estrutura das proteinas,
gera proteinas carboniladas (PC), um indicativo de danos oxidativos decorrentes do
desbalanco entre a producdo de EROs e a capacidade antioxidante do organismo analisado.
Os morcegos sdo representados atualmente por 1445 espécies. No Brasil, ha
ocorréncia de 181 espécies, o que posiciona a ordem Chiroptera como a segunda mais
diversa de mamiferos no pais (ABREU et al., 2021; ASM, 2021). Essa grande diversidade
¢ refletida na variedade de morfologias, dietas e comportamentos das espécies do grupo,
permitindo assim que ocupem diferentes nichos ecoldgicos e habitats (HOFFMASTER;
VONK; MIES, 2016). Dessa forma, morcegos se apresentam como organismos capazes de
oferecer diferentes servigos ecossistémicos em todos os biomas em que ocorrem. Dentre os
servicos mais estudados e com maior potencial de terem seus valores mensurados estao a

polinizacao, dispersdo de sementes e supressao de artropodes pragas e vetores de doengas

(KUNZ et al., 2011; MILLENNIUM ECOSYSTEM ASSESSMENT, 2005).

Em areas florestais Neotropicais, pelo menos 549 espécies de angiospermas tem seus
frutos dispersados por morcegos da familia Phyllostomidae. Dentre as familias vegetais com
maior nimero de géneros que apresentam dispersao de frutos por morcegos estdo inclusas
espécies com grande importdncia na regeneracdo florestal e sucessdo vegetal, como
Solanum, Cecropia, Piper e Vismia (KUNZ et al., 2011; LOBOVA; GEISELMAN; MORI,
2009; MUSCARELLA; FLEMING, 2007).
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Em funcdo de seus variados hébitos alimentares, de explorarem grandes dreas de
forrageio, da alta demanda energética do vdo, e por apresentarem alta longevidade e alto
consumo alimentar, fatores relacionados também a sua elevada atividade metabdlica, os
morcegos estdo particularmente mais expostos a contaminantes ambientais que outros
mamiferos silvestres. (AUSTAD; FISCHER, 1991; MENZIES et al., 2016). O contato e
absorc¢do de pesticidas por morcegos podem ocorrer de forma direta, através do consumo de
agua e alimento contaminados, inalacdo de aerossois e absorcdo pela pele (TORQUETTTI;
GUIMARAES; SOTO-BLANCO, 2021a). Indiretamente, os morcegos podem também
entrar em contato com pesticidas através da ingestao de artrépodes presas contaminados, e
no caso de lactentes, pelo consumo de leite materno contaminado (SCHMIDT et al., 2001;
THIES; THIES; MCBEE, 1996). Além disso, j4 foi observada em morcegos a transferéncia
de pesticidas organoclorados entre fémeas gestantes e embrides através da placenta (THIES;
MCBEE, 1994).

Nesse sentido, o estudo dos possiveis danos que os pesticidas podem causar nos
morcegos é de grande relevancia, uma vez que apesar de haver um consenso de que ao
mesmo tempo em que os pesticidas e demais contaminantes ambientais sao um risco para a
sobrevivéncia e conservacdo dos morcegos, ha também uma grande lacuna no entendimento
dos seus reais efeitos em individuos expostos em condicdes similares as que eles encontram
na natureza. Assim, o presente estudo se propds a investigar o efeito do clorpirifés sobre
diferentes parametros fisioldgicos e morfoldgicos de morcegos filostomideos expostos ao

pesticida clorpirifés.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Autorizacio

A pesquisa foi aprovada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade - ICMBio (SISBIO N° 78915-1) e pelo Comité de Etica Animal da

Universidade Federal de Vicosa (registro N° 63/2021).

2.2. Reagentes Quimicos
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Foi utilizada a formulagdo comercial Capataz ®, que tem como ingrediente ativo o
clorpirifés (480,00 g/L; 48,0% m/v) (formulagdo: O,0O-diethyl O-3,5,6-trichloro-2-
pyridylphosphorothioate), fabricado pela empresa Ourofino Agrociéncia (Uberaba, Minas
Gerais, Brasil).

A dose comercial de Capataz ® utilizada (15mL/L) foi recomendada pelo fabricante

para cultura de frutas. Para dilui¢do, foi utilizada dgua destilada.

2.3. Animais

Morcegos machos adultos (n=15) de Artibeus lituratus foram coletados durante a
estagdo chuvosa de 2022 por rede de neblina em fragmentos da Mata Atlantica, no ponto de
coordenadas 20°48'07" S e 42°51'31" W, na regido de Vigosa, Minas Gerais. Os animais
capturados foram identificados por meio de chave de identificacdo de morcegos brasileiros
(VIZZOTTO AND TADEI, 1973) e levados para o morcegério experimental do Museu de
Zoologia Jodo Moojen da Universidade Federal de Vicosa, que apresenta recintos
individuais com 2m3 cada (um grupo experimental por vez) e alimentados com mamdes
previamente pesados, dgua ad libitum e sob efeitos da temperatura ambiente e ciclo de luz
natural. Antes de serem ofertadas, as frutas eram lavadas com dgua e sabdo para retirar as
impurezas. Os recintos eram visitados diariamente, durante todo o experimento, para limpeza

e substitui¢do dos alimentos e dgua.

2.4. Delineamento Experimental

Ap6s um periodo de uma semana para aclimatacdo, os animais foram separados
aleatoriamente em 2 grupos experimentais, sendo o grupo controle (CT) (n=7), alimentados
com frutos sem tratamento e o grupo CP (n=8), alimentados diariamente com frutos tratados
com uma calda de Capataz ® (ingrediente ativo clorpirifés: 480,00 g/L; 48,0% m/v) a
I5SmL/L (dose comercial, recomendada pelo fabricante). O fruto utilizado durante o
tratamento foi o0 mamao e as porcdes didrias para cada animal foram de aproximadamente
150g. Nos grupos tratados com o pesticida, o Capataz ® foi diariamente diluido em 4gua e a
solucdo foi pulverizada de forma homogénea em toda a casca do mamao, de acordo com as
concentragdes e instrugdes fornecidas pelo fabricante. Apds a secagem, as frutas foram

oferecidas aos animais com a casca voltada para cima. Os
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animais foram alimentados por volta das 18:00h e receberam 4dgua ad libitum durante todo o
tempo em que permaneceram no recinto.

Ap6s 14 dias de tratamento didrio, os animais foram eutanasiados por meio de
deslocamento cervical seguido por decapitacdao e pesados individualmente em balancas de
precisdo. Em seguida, o rim direito foi retirado através de incisdo longitudinal mediana na
regido ventral dos animais, pesados, fixados em solu¢do Karnovsky e conservados em dlcool
etilico 70% para as andlises histologicas. Além disso, rim esquerdo, figado, testiculo
esquerdo e coracdo foram retirados e pesados para andlises hormonais e do status oxidativo.
O sangue também foi coletado logo apds a eutandsia, centrifugado a 1500g por 15 minutos.
O soro foi separado e dividido em aliquotas de 0,5 mL. Os tecidos e soro coletados foram
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a

temperatura de aproximadamente -80 °C para andlises posteriores.

2.5 Massa corporal e indices teciduais

Figado, testiculos e rins de cada animal foram pesados em balancas de precisdo. A
formula para cédlculo do indice dos 6rgdos foi: peso do orgdo/peso corporal total

multiplicado por 100. Os resultados foram expressos em porcentagem (%).

2.6 Analises do status oxidativo

2.6.1 Preparacao dos homogenatos

Fragmentos de 150 mg cada tecido, sendo eles figado, rim esquerdo, testiculo
esquerdo e coracdo foram homogeneizados em tampao fosfato 0,2 mol/L com dcido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 1 mmol/L, pH 7.4, e centrifugado a 12000 rpm, a 4°C,
por 10 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da atividade das enzimas
catalase (CAT), superdxido-dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST), da
concentracdo de malondialdeido (MDA), de 6xido nitrico (NO) e de proteinas totais. O pellet
foi utilizado para mensuragdo da concentragdo de proteinas carboniladas (PC). As andlises
foram determinas usando leitor de microplacas ELISA (Thermo Scientific, Waltham, MA,

EUA) ou espectrofotometro (UV-Mini 1240, Shimadzu, Jap3ao).
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2.6.2 Catalase (CAT)

A atividade de catalase foi determinada através da taxa de degradacdo de perdxido
de hidrogénio (H>,O») 60 mM, seguindo a metodologia de HADWAN; ABED (2016) com
modificacdes. Uma aliquota de 5 pL. de sobrenadante foi adicionada a 100 pL de peroxido
de hidrogénio (H202) (20 mmol/L) ou em 100 pL de tampdo fosfato de potdssio e sédio (50
mmol/L, pH 7,4) para calculo do branco. Apds 3 minutos do inicio da reacdo entre a amostra
e o substrato, a mesma foi parada com a adicdo de 150 pL de molibdato de amonia (32,4
mmol/L). A leitura foi realizada no leitor de microplacas a 374 nm. Simultaneamente, foi
realizada a leitura da absorbancia de uma curva padrdo com concentragdes jd conhecidas de
H>O: cujos valores foram utilizados para conversdo das concentragdes lidas nas amostras.
Os resultados foram expressos em unidades de catalase por miligrama de proteina (U

CAT/mg proteina).

2.6.3 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada, baseando-se na capacidade desta enzima em
catalisar a reacdo de conversdo do superdxido (O?) a peréxido de hidrogénio (H20»),
diminuindo assim a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol, seguindo a metodologia de
DIETERICH et al., (2000). A leitura foi feita a 570 nm e os resultados foram expressos em

unidade de superdxido dismutase por miligrama de proteina (U SOD/mg proteina).

2.6.4 Glutationa S-transferase (GST)

A conjugacdo da glutationa reduzida (GSH) com o substrato 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST produz um composto que pode ser detectado
em 340nm. A atividade enzimatica é proporcional a velocidade de produ¢do do composto
conjugado (HABIG et al., 1976, adaptado). Desta atividade € descontada a reacdo basal
obtida pela leitura da reacdo entre a GSH do ensaio e o CDNB, sem a presenca da amostra.
O ensaio enzimatico de 1 minuto € realizado em uma solu¢cdo mix de tampao fosfato 0,1 M,

pH 7.2, CDNB 40 mM e GSH 40 mM. Os resultados foram expressos em nmol/min/g.

2.6.5 Malondialdeido (MDA)
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A mensuracdo do malondialdeido (MDA) indica o indice de peroxidacdo lipidica
ocorrido nas membranas celulares, ja que o mesmo se forma como produto dessa reagdo. A
determinacdo do MDA se baseou na capacidade desse produto de reagir com o &cido
tiobarbitdrico segundo BUEGE; AUST, (1978). Para a realizacdo da mesma foi adicionada
uma aliquota de 200 pL de amostra a mistura de acido tricloroacético 15%, &cido
tiobarbiturico 0,375% e 4cido cloridrico 0,25M. A mesma foi aquecida em banho-maria por
40 minutos a 90 °C, resfriado por 5 minutos no gelo, centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos
a 15 °C e submetida a leitura de absorbéancia a 540 nm. Os resultados foram expressos em

umol/mg de proteina.

2.6.6 Proteinas carboniladas

Grupos carbonil nas proteinas foram mensuradas segundo Levine et al. (1994). Foram
utilizados os pellets resultantes da homogeneizacdo dos tecidos. A oxidacao sofrida pelas
proteinas foi determinada baseado na reacdo dos grupos carbonil com 2.4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) e mensurado através da luminescéncia obtida pela leitura a 374 nm. O
total de proteinas carboniladas (PC) foi calculado baseado no coeficiente de extingdo molar

de €370=22,000 mM™! cm! e expresso em nmol/mL.

2.6.7 Oxido Nitrico

A produgdo de nitrito, subproduto do 6xido nitrico (NO), foi quantificada de acordo com
a reagdo padrdo de Griess. Assim, 50 pL de sobrenadante de cada amostra foi colocado em
microplaca e adicionado volume igual de reagente de Griess (1% sulfanilamida, 0,1% N-(1-
Naftil) etilenodiamina e 2,5% H3POs) (TSIKAS, 2007). A absorbancia foi determinada em
um leitor de microplacas a 570 nm. A conversdao da absorbancia em concentracdes
micromolares de NO foi obtida a partir de uma curva padrao de nitrito de sédio (0—

100umol/L) e expressa como concentracdes de NO (umol/L).

2.6.8 Proteinas totais


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/ethylenediamine
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A quantificagdo de proteinas totais foi determinada pelo método LOWRY et al.
(1951), utilizando-se albumina de soro bovino como padrao. Os resultados de SOD, CAT,

PC e MDA foram normatizados pela quantidade de proteina total.

2.7  Determinacio dos niveis hormonais

Os niveis de testosterona total e tiroxina (T4) livre foram mensurados usando
aliquotas de soro sanguineo em enzimaimunoensaio (EIA) em microplaca, seguindo os
protocolos do Teste para Determinagao Quantitativa da Concentragao de Testosterona Total
e do Teste para Determinacdo Quantitativa da Concentragdo de Tiroxina Livre (USA

Diagnostica).

2.8.  Analises histolégicas

O rim direito e fragmentos do figado de cada animal foram fixados em soluc¢do
Karnovsky (Paraformaldeido-Glutaraldeido) por 24 horas e entdo colocados em séries
crescentes de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%), com trocas a cada 30 minutos e
embebidos em metacrilato de glicol (Historesin®, Leica, Alemanha). Apds a inclusdo, foram
feitos cortes semi-seriados de 3 pm de espessura em microtomo rotatdrio (RM2265®, Leica,
Alemanha), com intervalos de 30um entre eles, utilizando-se navalhas de vidro. Foram
obtidos 10 cortes por fragmento que foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e com
azul de toluidina. As laminas foram montadas com Entellan® (Merck) e analisadas sob
microscopia de luz. Em seguida, imagens digitais foram feitas por meio do fotomicroscopio
Olympus CX40 (Olympus, Téquio, Japdo), totalizando 10 imagens por animal. As imagens
obtidas do rim foram analisadas morfometricamente pela contagem de intersecao de pontos
sobre glomérulos, espaco capsular, epitélio e limen dos tibulos renais, totalizando 2660
pontos por animal. Além disso, também foram mensurados a drea glomerular total de 20
glomérulos por animal. Para andlises histopatoldgicas renais, foram realizadas contagens de
infiltracdo de leucdcitos, congestdo vascular e marginacdo leucocitdria, totalizando 2660
pontos por animal. No tecido hepatico os parametros histomorfométricos analisados foram
as porcentagens de nucleo, citoplasma, vaso e mensuracdo do didmetro de ndcleo. As

andlises foram feitas por grades com 266
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intersecoes do Software Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, USA) e

os resultados foram expressos em %.

2.9. Analises estatisticas

A distribuicdo dos dados foi determinada pelos testes Shapiro-Wilk e Kolmogorov—
Smirnov, usando o software GraphPad Prism (versdo 8.0, GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). Os dados foram submetidos ao teste t ndo pareado para comparagdes de
médias entre os grupos. Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média

(EPM). A significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.

3. Resultados

3.1. Massa corporal e indices teciduais

A massa de corpo total assim como os indices hepatossomatico e gonadossomatico se
mantiveram inalterados quando feitas as comparagdes entre os grupos tratados e controle. O
indice renal somatico (p =0.0481) se apresentou alterado indicando diminui¢@o da propor¢ao
entre a massa dos rins e a massa do corpo total dos animais do grupo tratado com Clorpirifos

(Tabela 1).

CT Cp
Massa corporal (g) 68.23 £2.31*% 61.85 £2.75%
Indice hepatossomatico
(%) 3.66 £ 0.22% 3.92 £0.32%
Indice
gonadossomatico
(%) 0.38 £ 0.04* 0.34 £0.08*

Indice renalssomatico

(%) 1.10 £0.04* 0.92 +0.07°
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Tabela 1. Massa corporal, indices hepatossomético, gonadossomatico e renalsomatico de
morcegos A. lituratus dos dois grupos experimentais. Letras diferentes na mesma linha

indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

3.2 Status oxidativo

3.2.1 Figado

No tecido hepatico foi observada diminuicdo na atividade da CAT no grupo CP
(p=0,0363) em relacdo ao CTR (Fig. 1-B), sendo que as demais enzimas mensuradas nao
sofreram alteracdes significativas (p > 0,05) entre os grupos (Fig. 1). Os demais parametros

oxidativos mensurados se mantiveram inalterados.
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Figura 1. Status oxidativo do figado de morcegos A. lituratus apds exposi¢ao ao clorpirifos.

A: Atividade enzimdtica da Superéxido Dismutase (SOD); B: Atividade
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enzimatica da Catalase (CAT); C: Malondialdeido (MDA); D: Proteinas carboniladas (PC);
E: Oxido Nitrico (NO). CT: grupo Controle, CP: grupo Clorpirifés. * asterisco indica
diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Os valores representam a média + erro

padrao da média (EPM).

3.2.2 Testiculo

Nos testiculos dos animais do grupo CP foi observado um aumento da atividade da
enzima GST (p=0,0175) quando comparado com o grupo controle (Fig. 2 - C). Os demais
parametros nao apresentaram alteragdes significativas apds a comparagdo entre os dois

grupos experimentais.
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Figura 2. Status oxidativo do testiculo de morcegos A. lituratus apds exposi¢do ao
clorpirifés. A: Atividade enzimdtica da Superéxido Dismutase (SOD); B: Atividade
enzimdtica da Catalase (CAT); C: Glutationa S-transferase (GST) D: Malondialdeido
(MDA); E: Proteinas carboniladas (PC); F: Oxido Nitrico (NO). CT: grupo Controle, CP:
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grupo Clorpirifés. * asterisco indica diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Os

valores representam a média + erro padrao da média (EPM).
3.2.3 Rim

No tecido renal ocorreu o aumento da concentracdo de proteinas carboniladas no
grupo CP (p=0.0114) em comparacdo ao controle (Fig. 3 - D). Nao foram observadas

diferencas significativas nos demais marcadores oxidativos (Fig. 3).
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Figura 3. Status oxidativo renal de morcegos A. lituratus apds exposi¢cao ao clorpirifés. A:
Atividade enzimatica da Super6xido Dismutase (SOD); B: Atividade enzimatica da Catalase
(CAT); C: Glutationa S-transferase (GST) D: Malondialdeido (MDA); E: Proteinas
carboniladas (PC); F: Oxido Nitrico (NO). CT: grupo Controle, CP: grupo Clorpirifés. *
asterisco indica diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Os valores sdo a média +

EPM.
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3.2.4 Coracao

Nao foi observada nenhuma alteracdo nos parametros analisados no cora¢do dos

animais quando comparados o grupo controle com o grupo tratado (Fig. 4).
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Figura 4. Status oxidativo do coracdo de morcegos A. lituratus apds exposi¢do ao
clorpirifés. A: Atividade enzimdtica da Superéxido Dismutase (SOD); B: Atividade
enzimdtica da Catalase (CAT); C: Malondialdeido (MDA); D: Proteinas carboniladas (PC);
E: Oxido Nitrico (NO). CT: grupo Controle, CP: grupo Clorpirifés. * asterisco indica

diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Os valores sdo a média + EPM.

3.3 Analises histologicas

3.3.1 Histomorfometria renal
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Nas andlises histomorfométricas foram encontradas algumas mudancas significativas
na morfologia do tecido renal de morcegos Artibeus lituratus expostos ao pesticida
clorpirifés, quando comparados ao grupo controle (CT). Foram observadas reducdo na
porcentagem de pontos sobre os tibulos renais (p=0,0246) e reducdo na drea glomerular
(p=0,0386) dos animais tratados, em relagdo aos animais do grupo CT. Porém, ndo foram
observadas diferencas significativas na contagem de pontos sobre glomérulos (p=0.6312),
espaco capsular (p=0,6695) e limen tubular (p=0,5366) dos animais do grupo CP em relagcao
ao CT (Fig.5).
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Figura S5: Efeitos da exposicdo ao clorpirifés durante 21 dias sobre parimetros
histomorfométricos no rim de Artibeus lituratus. A: Pontos sobre glomérulos (%), B:
Pontos sobre espago capsular (%), C: Pontos sobre epitélio tubular (%), D: Pontos sobre
limen tubular, E: Area glomerular (um?). * asterisco indica diferenca significativa entre os
grupos CT e o grupo CP (p < 0,05). Os valores sdao a média + EPM.

3.3.2 Histopatologia renal
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Nas anélises histopatoldgicas foram observadas um aumento significativo de pontos
sobre infiltrado leucocitdrio (p=0,0082), congestdo vascular (p=0,0298) e marginagado
leucocitéria (p=0,0286) nos animais do grupo CP, quando comparados ao grupo CT. (Fig. 6
e7).

—
o

]

*F
o
w

]

0.8+

0.2+ T

0.1+

0.6

0.4

Infiltragdo Leucocitaria (%)

o

(=)
1

()
l

o
(=
l

Congestao Vascular (%)
N
1
Marginagao Leucocitaria (%)

o | L

CT CcP CT cpP CT CcP

Figura 6: Efeitos da exposi¢do ao clorpirifés durante 21 dias sobre parametros
histopatoldgicos no rim de Artibeus lituratus. (A) Infiltrado Leucocitario, (B) Congestao
Vascular, (C) Marginagdo Leucocitdria. * asterisco indica diferenga significativa entre o

grupo CT e o grupo CP (p < 0,05). Os valores sdo a média + EPM.
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Figura 7: Fotomicrografia do tecido renal de Artibeus lituratus dos grupos CT e CP. A)
Grupo CT: glomérulo (asterisco); B) Grupo CP: congestdes vasculares (setas pretas),
marginacdo leucocitdria (setas vazadas) e infiltrado leucocitdrio (circulo); C) Grupo CP:
glomérulo (asterisco) e congestdo vascular (seta preta) e infiltrado leucocitdrio (circulo);
D) Grupo CP: congestdes vasculares (setas pretas), marginagdo leucocitdria (seta vazada) e
infiltrado leucocitério (circulo). Coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E). A barra de

escala representa 60 um.
3.4 Analises hormonais
Nao foram observadas alteragdes dos niveis de testosterona total (p=0,1812) e de

tiroxina (T4) (p=0,7615) nos animais tratados com clorpirifés quando comparado com os do

grupo controle.(Fig. 8).
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Figura 8: Efeitos da exposi¢do do clorpirifés sobre os niveis hormonais dos animais dos

grupos controle (CT) e tratado (CP). (p < 0,05). Os valores sdo a média + EPM.

4. Discussao

Os efeitos deletérios causados por organofosforados em quirdpteros ja foram observados
em morcegos das familias Phyllostomidae, Vespertilionidae e Mormoopidae (SANDOVAL-
HERRERA et al., 2023; TORQUETTI; GUIMARAES; SOTO-BLANCO,
2021b). Dentre alguns dos efeitos relatados estdo a deplecio na atividade das
acetilcolinesterases plasmatica e cerebral, aumento de mortalidade e perda de coordenagao
motora (CLARK, 1986; CLARK; RATTNER, 1987). Essa classe de pesticidas € capaz
também de causar altera¢des metabdlicas em morcegos, como aumento da concentracdo de
glicogénio muscular, aumento da concentragcdo de lipideos no figado, aumento do didmetro
celular e ocorréncia de vacuolizacdo nos hepatdcitos em A. lituratus expostos
experimentalmente a doses recomendadas pelo fabricante (AMARAL et al., 2012).
Metodologias de cromatografia gasosa ja identificaram a presenca dos organofosforados
clorpirifés, diazinon e metil paration na carcaca de morcegos de vida livre. Clorpirofés e
diclorvos j& foram também encontrados em amostras de guano de morcegos
vespertilionideos. (EIDELS R. JOHN O. WHITAKER, 2012; EIDELS; WHITAKER JR;
SPARKS, 2007). Mais recentemente, em um levantamento na Alemanha em 2022, o
clorpirifés foi um dos 209 contaminantes encontrados no figado de morcegos (SCHANZER
et al., 2022). Entretanto, a incapacidade de organofosforados se bioacumularem com

facilidade em tecidos organicos faz com que outros parametros sejam
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utilizados para indicar o contato de animais de vida livre com esses contaminantes. Dessa
forma, metodologias que investigam alteracdes ndo relacionadas diretamente a0 mecanismo
de acdo dos organofosforados podem complementar o entendimento sobre a exposicdo entre
estes e organismos nao-alvo (ALBERS, 2002; SCHMIDT et al., 2001). Testes da atividade
da colinesterase cerebral realizados com morcegos de vida livre ja evidenciaram que esses
animais estdo expostos a organosfosforados na natureza (EIDELS

R. JOHN O. WHITAKER, 2012; EIDELS; WHITAKER JR; SPARKS, 2007,
SANDOVAL-HERRERA et al., 2023) A a¢do dos organofosforados sobre a atividade da
acetilcolinesterase ¢ um fendmeno bioquimico muito especifico ja que poucas substancias
sdo capazes de causar o mesmo efeito. Em funcao disso, a reducdo dos niveis plasmaticos
do neurotransmissor observada em animais de vida livre € um indicativo de que os mesmo
apresentaram contaminagdo por essa classe de pesticida (JEBALI et al.,, 2013;

RICHARDSON et al., 2019).

Considerando mais especificamente o pesticida clorpirifds, além das ja relatadas
ocorréncias diretas do pesticida em morcegos, estudos experimentais determinaram a
ocorréncia de aumento da freqii€éncia de micronicleos (genotoxicidade) e reducdo da
atividade da colinesterase (neurotoxicidade) apds a exposicdo a este contaminante. Além
desses parametros fisioldgicos, testes comportamentais ja evidenciaram alteragdes no padrdao
de voo, na memoria associativa e nos reflexos motores de morcegos expostos ao pesticida

(SANDOVAL-HERRERA et al., 2022, 2023).

Os resultados observados no presente estudo apresentam uma perspectiva sobre

tecidos de morcegos que nao estdo diretamente ligados a0 mecanismo de acao do clorpirifos.

O rim € um 6rgdo que possui uma importante funcdo na excre¢do e desintoxicacao
por meio da filtracdo sanguinea, sendo a principal via de elimina¢do de componentes toxicos
do organismo (RAMOS-H; MEDELLfN; MORTON-BERMEA, 2020). No entanto, por
receber um alto fluxo sanguineo, o rim € alvo de substancias quimicas téxicas que podem, a
longo prazo, causar danos teciduais e consequentemente, nas funcdes renais e na homeostase
do organismo (MILLER, 2002). As analises histolégicas do tecido renal demonstraram
alteracdes importantes apds a exposicao ao clorpirifés. A redug¢do da porcentagem de pontos
sobre os tibulos renais e da drea glomerular podem indicar um encolhimento dessas

estruturas, apontando uma possivel degeneracdo tecidual como
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resposta a essa exposi¢do. Essa alteracdo pode também refletir a reducdo do indice
renalsomatico que os morcegos do grupo tratado com o clorpirifés apresentaram. Tais
alteracOoes podem levar a uma diminuicdo na TFG (Taxa de Filtragio Glomerular)
(OWOEYE et al., 2014). Diversos fatores podem afetar a TFG, incluindo alteracdes
hormonais e do sistema nervoso e a autorregulacao do fluxo sanguineo renal, acarretando no
reestabelecimento dos niveis basais da taxa de filtragio (LEATHERBY et al., 2021). Com
a filtracdo glomerular reduzida, é possivel que ocorra retengdo de toxinas que deveriam ser
eliminadas pela urina, acarretando danos teciduais (OWOEYE et al., 2014), bem como maior
dificuldade para manutenc¢io da homeostase hidroeletrolitica.

As andlises histopatoldgicas realizadas por este estudo reforcam que o tecido renal
dos animais do grupo CP sofreu danos quando comparados ao grupo CT. A maior incidéncia
de infiltrado leucocitéario indica um possivel processo inflamatério tecidual. O aumento da
marginalizacdo de leucdécitos para o endotélio também pode ser vista como uma resposta
inflamatdria, pois, ao entrar em contato com o endotélio, os leucécitos tendem a migrar da
luz vascular para o intersticio tecidual e, ao estar dentro do tecido, os leucdcitos migram para
o foco inflamatério. J4 o elevado nimero de congestionamento de vasos sanguineos pode ter
sido causado pelo comprometimento de saida do fluxo sanguineo venoso ocasionado pelo
caréater toxico do clorpirif6s.

Em conformidade com nossos resultados, ratos expostos por via oral a formulagao
comercial do clorpirifés (6,75 mg/kg de peso corporal) por 28 dias consecutivos, também
apresentaram alteracOes histomorfométricas e histopatoldgicas em seus tecidos renais,
evidenciadas pela ruptura na estrutura glomerular e degeneracdo tubular grave, e pela
presenca de necroses, congestdoes vasculares e intensa infiltragdo de células inflamatérias
(KUCUKLER et al., 2021). Em exposicdo por doses menores, porém mais longas, os
resultados das andlises renais também foram parecidos com os nossos achados: ratos
expostos oralmente ao clorpirifés (2,5 mg/kg de peso corporal) por oito semanas,
apresentaram reducdo e degeneracdo do glomérulo e dos tibulos renais, e infiltracio de
leucocitos (NISH; HUNDAL, 2015). Estudos envolvendo outros pesticidas da classe dos
organofosforados também obtiveram resultados semelhantes: ratos expostos por inalagdo ao
diclorvés, em doses recomendadas pelo fabricante, durante 5 semanas, também apresentaram
reducdo no diametro glomerular e nas dimensdes dos corpudsculos renais, o que poderia

prejudicar a fungdo glomerular de ultra-filtracdo (OWOEYE et al., 2014).
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Os processos inflamatdérios observados neste estudo sdo reversiveis, porém se
persistissem por mais tempo, poderiam levar a morte celular (ANDERTON et al., 2020) e
ocasionar danos mais severos ao tecido renal, o que comprometeria o seu funcionamento e
colocaria em risco as funcdes de excrecdo e regulacdo osmdtica ligadas ao tecido renal,
essenciais a sobrevivéncia dos animais.

O aumento na concentracdo de proteinas carboniladas no rim € um indicativo da
ocorréncia pregressa de dano oxidativo causado pelo clorpirifés. Isso explica a ocorréncia
de histopatologias e alteracdes morfoldgicas observadas no tecido renal. Estudos com
vertebrados indicam que os organofosforados dimetoato, malation, fenitrotiona, diclorvés e
diazinon também sdo capazes de gerar oxida¢do de proteinas no tecido renal de forma similar
ao que ocorreu nesse estudo (AYED-BOUSSEMA et al., 2012; BUDIN et al., 2013;
OYAGBEMI et al., 2018; PATIL; DAVID, 2013; VAHIDIRAD et al., 2018).

O aumento da atividade da enzima GST no testiculo ja foi observado em ratos
submetidos a doses orais de pesticidas organosfosforados, juntamente com deple¢do dos
niveis de GSH tecidual. Entretanto, apenas quando submetidos a doses sub-agudas esses
resultados foram observados (KHAN et al., 2001, 2002). Isso sugere que exposicoes
prolongadas e com doses baixas a pesticidas dessa classe pode gerar esse tipo de alteragdo.
Dessa forma, esse tipo de tratamento estimula a conjugacdo da GSH com outros compostos
que poderiam gerar danos oxidativos e teciduais. Além do aumento da atividade enzimatica
de GST e da reducdo dos niveis de GSH, ja foi também observado em ensaios in vitro com
células de Leydig TM3 expostas a organofosforados o aumento da expressao de genes Gstal,
responsaveis pela codificacdo dessa enzima. De forma complementar, o aumento da
concentracdo da enzima glutationa peroxidase (GPX) também ocorreu (CHEN et al., 2015).
Essa enzima também atua de forma similar a GST, conjugando moléculas de glutationa com

compostos potencialmente toxicos para a célula.

A redugdo na atividade de CAT no figado dos animais tratados com clorpirifds
corrobora com resultados observados em outros estudos, indicando que, mesmo apds o
periodo de tratamento, hd um desbalanco na capacidade antioxidante do tecido, ou que o
pesticida pode estar afetando as vias de expressao e producdo dessa enzima. A catalase estd
diretamente ligada na metabolizagdo do peréxido de hidrogénio, e, sendo esse um composto
téxico para a célula, e um desequilibrio dos niveis normais desta enzima pode indicar que

danos oxidativos podem estar ocorrendo no tecido em questao.
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Em relacdo aos efeitos do CP na regulacdao hormonal, foi observado que a média dos
valores da concentracdo de testosterona dos animais do grupo CP (0,2677) foi menor que o
observado nos animais do grupo controle (0,5149), embora essa diferenca entre os valores
ndo se apresente estatisticamente significante. Ratos tratados com clorpirifés em doses bem
abaixo da LDso apresentaram reduc@o dos niveis de testosterona sérica, além de apresentarem
também reducdo da concentragdo de GSH, resultado que corrobora com as andlises
oxidativas do presente estudo (Abdel-Razik, 2021). As possiveis explicacdes para
diminui¢do nas concentragdes séricas de testosterona podem estar relacionadas com
mudancas no funcionamento hipofisério, gerando niveis desbalanceados de gonadotropinas
e outras possiveis alteragdes reprodutivas (Sarkar et al., 2000). Os efeitos da exposi¢ao do
clorpirifés sobre a sintese e concentracao de testosterona também poderia ser explicado pela
acdo do 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) sobre as vias hormonais. O TCP se configura
como um metabolito final do clorpirifés em organismos, e sua presenca € capaz de alterar
ndo apenas a quantidade de testosterona produzida pelas células de Leydig mas também de
reduzir os niveis de proteina Star (steroidogenic acute regulatory protein) e as reacdes de
fosforilacdo envolvidas na sintese de hormonios esterdides. Tanto a exposicao direta ao TCP,
quanto a exposicdo direta ao clorpirifés foram capazes de causar essas alteragdes,
evidenciando assim o efeito do pesticida sobre a capacidade reprodutiva de mamiferos (Li,
et al, 2020). Entretanto, os niveis séricos de testosterona no presente estudo apresentaram
uma variacao alta entre animais do mesmo grupo, como pode ser evidenciado pelos valores
de EPM no grupo CT (0,1535) e no grupo CP (0,0925). Essa oscilagdo pode estar relacionada
aos aspectos fisiolégicos dos animais, ja que fatores como idade e ocorréncia de doengas e
infeccdes podem estar relacionadas com deplecdo na sintese e concentragdo de testosterona

em mamiferos (KETCHEM; BOWMAN; ISALES, 2023).

5. Conclusao

Os resultados observados demonstram que a exposicdo subcronica a doses
ambientalmente relevantes do pesticidas organofosforados clorpirifé foi capaz de gerar
prejuizos morfoldgicos e fisioldgicos a morcegos frugivoros, especialmente dano oxidativo
decorrente da oxidacdo de proteinas e ocorréncia de histopatologias nos rins. As alteragdes

no status oxidativo de rins, figado e testiculo e na morfologia renal sdo capazes de gerar
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alteracOes em diversos tecidos e em vdrios niveis em animais ndo-alvo, podendo
comprometer assim a saude, reproducdo e sobrevivéncia dos individuos, bem como a
viabilidade da espécie e os servigos ecologicos que ela desempenha nos biomas, ja

ameacados por fatores antropicos nos ambientes em que ela ocorre.
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