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RESUMO

Os morcegos desempenham importantes fungdes ecoldgicas e apresentam caracteristicas
fisiologicas que os tornam relevantes modelos para estudos ecotoxicologicos. A exposicao a
contaminantes ambientais, como pesticidas, pode afetar diferentes componentes do sistema
imunologico desses animais, comprometendo sua capacidade de resposta a desafios
infecciosos. A deltametrina ¢ um inseticida amplamente utilizado, cuja presenca no ambiente
pode representar riscos a fauna silvestre. Neste contexto, o presente estudo avaliou os efeitos
da exposicao aguda a deltametrina sobre parametros imunolégicos de morcegos frugivoros e
insetivoros da Mata Atlantica, respectivamente as espécies Artibeus fimbriatus (n=10) e
Molossus molossus (n=13), divididos em grupo controle (CTL) e exposto ao pesticida (DTM).
Foram avaliados a atividade antimicrobiana do plasma sanguineo frente a diferentes espécies
bacterianas, a producdo de 6xido nitrico por esplendcitos estimulados com lipopolissacarideo
(LPS), Zymosan (ZMS) e PMA (forbol 12-miristato 13-acetato associado a ionoforo de
calcio), além do perfil proteico plasmatico por eletroforese capilar. De modo geral, o plasma
dos animais expostos e ndo expostos apresentou capacidade de inibir o crescimento
bacteriano, indicando a manutencdo de mecanismos constitutivos da imunidade inata.
Entretanto, para Bacillus cereus, o grupo exposto a deltametrina apresentou menor capacidade
inibitéria em comparacao ao grupo controle. A produgdo de 6xido nitrico revelou respostas
distintas entre guildas alimentares, com maior produ¢do pelos morcegos frugivoros expostos
ao pesticida, sugerindo modulagdo diferencial da resposta imune entre os grupos. A andlise
por eletroforese capilar indicou alteragcdes no perfil proteico plasmatico dos morcegos
insetivoros expostos, evidenciando possiveis mudancas em proteinas associadas a resposta
inflamatoria e imunologica. Em conjunto, os resultados demonstram que a exposi¢do a
deltametrina pode promover altera¢cdes nos mecanismos imunoldgicos de morcegos. Esses
achados reforgam a importancia da integragdo entre ecotoxicologia, imunologia ¢ conservacao

da fauna silvestre para compreender os impactos de contaminantes ambientais.

Palavras-chave: Chiroptera, resposta imune, pesticida, ecotoxicologia
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1- INTRODUCAO

Os morcegos (Chiroptera) apresentam ampla distribuicdo no Brasil, constituindo a
segunda maior ordem de mamiferos e uma das que apresentam maior diversidade de
individuos, j4 que sdo os unicos capazes de voo verdadeiro (Neuweiler, 2000). Essa elevada
diversidade se reflete em suas dietas e estratégias alimentares, visto que os morcegos podem
ser classificados em diferentes guildas alimentares: frugivoros (consomem frutos), insetivoros
(consomem insetos), nectarivoros (alimentam-se de néctar), carnivoros (predam pequenos
vertebrados), onivoros (dieta mista), hematéfagos (alimentam-se de sangue) e piscivoros
(consomem peixes) (Kunz et al, 2011). Cada guilda alimentar desempenha fungdes
ecologicas especificas nos ecossistemas: os frugivoros atuam como importantes dispersores
de sementes, contribuindo para a regeneracdo florestal; os nectarivoros sdo polinizadores
essenciais de diversas plantas tropicais; os insetivoros realizam o controle bioldgico de
populagdes de insetos; e os hematdfagos, embora com papel ecoldgico distinto, regulam
populagdes de presas (Kunz et al.,, 2011). Além disso, as diferentes dietas influenciam
diretamente a fisiologia dos morcegos, afetando seu metabolismo energético, sistema
digestorio, composi¢do da microbiota intestinal e, especialmente, a regulacdo do sistema

imunologico (Brook e Dobson, 2015; Schneider et al., 2021).

O género Artibeus (Phyllostomidae) destaca-se por apresentar forte preferéncia por
frutos de espécies como Ficus spp. (Moraceae) e Cecropia spp. (Urticaceae), além de
Solanum spp. e Piper spp., que sdo componentes comuns de dreas em regeneragdo (Parolin;
Bianconi; Mikich, 2016). Espécies frugivoras como Artibeus fimbriatus e Artibeus
Jjamaicensis atuam como dispersores de sementes vidveis ao defecarem durante o voo
(Morrison, 1978; Muscarella e Fleming, 2007; Trevelin et al, 2013). A rapida digestdo comum
ao género (aproximadamente 15 minutos) torna esses morcegos importantes para a
restauracdo florestal, pois dispersam sementes em areas abertas e distantes das plantas-mae,
favorecendo a conectividade ecoldgica e a recuperacao de fragmentos degradados (Muscarella
e Fleming, 2007; Trevelin et al, 2013). Além disso, estudos mostraram que existe uma
preferéncia alimentar por frutos nativos, mesmo em paisagens agricolas (Mphethe et al,

2023), fator que contribui para que o reflorestamento seja com espécies nativas da regiao.

Ja os insetivoros, como a espécie Molossus molossus, tém o forrageamento como
importante método de controle de pragas, uma vez que ¢ estimado que morcegos insetivoros

consomem, em média, cerca de 25% de sua propria massa corporal em uma tnica noite (Kunz



et al., 2011). Sua dieta ¢ composta predominantemente por Coleoptera (41,3%) e
Hymenoptera (37,7%), além de Lepidoptera, Diptera ¢ Hemiptera (Silva-Duarte et al., 2024).
Seu forrageamento ¢ comum em dareas abertas, utilizando voo rapido e continuo em grandes
altitudes, com emergéncia crepuscular e atividade concentrada no inicio da noite (Freitas et

al., 2020).

Estima-se que os servigos ecossist€émicos relacionados ao consumo de artropodes em
plantacdes nos Estados Unidos da América sejam em média até US$ 53 bilhdes por ano
(Maine e Boyles, 2015). No entanto, esse servigo ecoldgico tem sido severamente ameagado
pela sindrome do nariz branco (“white-nose syndrome” ou WNS), uma doenga flingica
causada por Pseudogymnoascus destructans, que dizimou populagdes de morcegos
insetivoros na América do Norte desde sua introducao em 2006 (Blehert et al., 2009). A morte
de morcegos devido 8 WNS pode acarretar prejuizos de até 3,7 bilhdes de dolares por ano
para a agricultura norte-americana (Boyles et al., 2011), evidenciando o impacto dos
morcegos insetivoros na economia do pais. Estudos recentes sugerem que a exposicao a
pesticidas pode comprometer pardmetros imunologicos em morcegos, potencialmente
aumentando sua suscetibilidade a doengas infecciosas, incluindo a WNS (Torquetti;
Guimaraes; Soto-Blanco, 2021). Além disso, estudos experimentais com deltametrina
demonstraram alteragdes fisiologicas e imunologicas que reforgam essa hipdtese (Oliveira et
al., 2021a). Nesse sentido, a modulacdo da resposta imune causada por contaminantes
ambientais pode aumentar a vulnerabilidade de populacdes de morcegos frente a doengas

infecciosas emergentes.

Na década de 80 houve o aumento da popularidade dos inseticidas piretroides como
alternativa ao uso de outros inseticidas considerados mais toxicos, e por sua eficacia no
controle de insetos (Torquetti; Guimaraes; Soto-Blanco, 2021). No Brasil, a expansao das
atividades agricolas tem sido acompanhada por um aumento expressivo no uso de pesticidas.
Entre 2010 e 2020, a quantidade de ingredientes ativos de agrotoxicos comercializados
nacionalmente aumentou 78,3%, enquanto a area cultivada cresceu apenas 27,6%, indicando
uma intensificagcdo do uso desses compostos superior a propria expansdo da area agricola
(Hess; Nodari, 2022). Esse cenario amplia o potencial de exposicao indireta de organismos
ndo alvo aos pesticidas, principalmente pela contaminagdo do solo, da dgua e dos recursos
alimentares. Em morcegos, essa exposicao pode ocorrer pela ingestdo de frutos contaminados

ou de presas que acumularam residuos desses compostos, possibilitando a ocorréncia de



alteracdes fisioldgicas, reprodutivas, comportamentais e imunologicas (Torquetti; Guimaraes;

Soto-Blanco, 2021).

Entre os pesticidas mais utilizados na agricultura, destaca-se a deltametrina (DTM),
[(S)-alpha-cyano-3-phenoxybenzyl (1R)-cis-3- (2,2-dibromovinyl) 2,2
dimethylcyclopropanecarboxylate]. A deltametrina ¢ um piretroide sintético tipo II de uso
agricola e veterinario. Ela pode ser aplicada de forma pulverizada ou por imersdo, em
concentragdes que variam entre 30 e 500 mL de ingrediente ativo por hectare diluidos em
agua (Brasil-ANVISA, 2003). Apesar da eficacia contra as pragas agricolas, estudos mostram
os efeitos neurologicos e cardiovasculares, estresse oxidativo e diminuicdo da
acetilcolinesterase provocados pelos pesticidas piretroides nos organismos nado alvo
(El-Demerdash, 2011b, 2011a; Lu et al., 2019; Pitzer; Williams; Vorhees, 2021; Valentine,
1990). Seus efeitos em mamiferos, como camundongos e ratos, incluem efeitos genotdxicos
(Chauhan et al., 2007), indugdo de estresse oxidativo, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e

neurotoxicidade (Lu et al., 2019; Oliveira et al., 2022; Pitzer; Williams; Vorhees, 2021).

Estudos prévios conduzidos com o morcego frugivoro Artibeus lituratus, submetido a
exposicao oral a deltametrina durante sete dias, demonstraram que esse pesticida € capaz de
induzir alteragdes fisiologicas. Entre os efeitos observados destacam-se o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), indugdo de estresse oxidativo, elevagao
das atividades plasmaticas das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), que sdo biomarcadores de lesdo tecidual (Oliveira et al., 2018).
Além disso, também observaram alteragdes histopatologicas no figado, rins e intestino
(Oliveira et al., 2022), e danos morfoldgicos aos testiculos (Oliveira et al., 2021a). EROs
também atuam como moléculas sinalizadoras envolvidas na regulag¢ao de vias inflamatdrias e
na atividade de células imunologicas (Forrester et al., 2018). Dessa forma, alteragdes na
producao e no controle dessas moléculas podem modificar a resposta imune dos organismos

em questdo.

A deltametrina exerce impacto direto sobre o sistema imunoldgico de mamiferos,
conforme demonstrado por diversos estudos experimentais em modelos murinos. A exposi¢ao
a DTM induz apoptose de timécitos e esplendcitos por meio da ativagdo da via mitocondrial
dependente de caspase-3, acompanhada por aumento da fragmentacdo do DNA e redugdo da
viabilidade celular (Kumar; Sasmal; Sharma, 2014; Kumar et al., 2016). Analises de

subpopulagdes linfocitarias revelam diminui¢ao significativa de linfécitos T (CD3*) e B
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(CD19%) no bago e no timo, indicando imunossupressdo celular (Kumar; Sharma, 2015). A
deltametrina também compromete a resposta humoral, reduzindo o nimero de células
formadoras de placas (PFC) e de anticorpos séricos (Lukowicz-Ratajczak; Krechniak, 1992;
Rehman et al., 2017). Esses achados em mamiferos modelo sugerem que a exposi¢do a

deltametrina pode comprometer a competéncia imunologica de organismos nao alvo.

O sistema imunologico dos morcegos vem chamando a atencao da ciéncia nos ultimos
anos devido as suas peculiaridades, como o fato de serem hospedeiros de multiplos patdgenos
virais, bacterianos e fungicos, frequentemente sem manifestar sinais clinicos das doengas
(Banerjee et al., 2020; Irving et al., 2021). Essa capacidade tem sido associada a um conjunto
de respostas imunes antivirais, cuja evolucao pode ter sido influenciada pela longa coevolugao
entre morcegos € virus (Banerjee et al., 2020). Além disso, acredita-se que as elevadas
demandas metabolicas impostas pelo voo, incluindo o aumento da temperatura corporal para
valores superiores a 40°C e da producgdo de espécies reativas de oxigénio, tenham favorecido
a selecdo de mecanismos capazes de equilibrar a contengdo de patdégenos com a limitagao de

respostas inflamatoérias excessivas (O'Shea et al., 2014; Banerjee et al., 2020).

A exposi¢ao aos pesticidas pode induzir quadros de imunossupressao em morcegos,
aumentando sua vulnerabilidade a agentes infecciosos (Oliveira et al., 2021b). Compreender
os fatores que afetam sua imunidade ¢é relevante também para a Satde Unica, ja que diversas
espécies de morcegos sdo reservatdrios de virus, bactérias e outros agentes infecciosos. Entre
os virus, destaca-se o da raiva (RABV), cujo principal reservatério na América Latina € o
morcego hematdfago Desmodus rotundus, embora espécies insetivoras, como Tadarida
brasiliensis, Eptesicus fuscus e espécies do género Myotis, também possam hospedar
variantes do virus (Calisher et al., 2006). Os morcegos também sdo reconhecidos como
importantes reservatorios de coronavirus. Os parentes genéticos mais proximos do
SARS-CoV e do SARS-CoV-2 foram identificados em morcegos do género Rhinolophus
(Rhinolophidae), na Asia (Letko et al., 2020), enquanto 0 MERS-CoV tem sido associado a
morcegos frugivoros da familia Phyllostomidae no Neotrdpico e a espécie Rousettus
aegyptiacus na Africa (Bonilla-Aldana et al., 2021). Além disso, Rousettus aegyptiacus é o
principal reservatorio conhecido dos filovirus Marburg e Ebola (Letko et al., 2020). Morcegos
do género Pteropus (Pteropodidae), distribuidos no Sudeste Asidtico e na Oceania, estdo
associados aos henipavirus Nipah e Hendra (Calisher et al., 2006; Letko et al., 2020).
Recentemente, estudos metagendmicos demonstraram que morcegos nheotropicais, como

Artibeus lituratus, Artibeus jamaicensis e Carollia perspicillata, abrigam uma diversidade
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viral ainda pouco explorada, incluindo adenovirus, herpesvirus e coronavirus (Vicente-Santos

et al., 2023).

No ambito bacteriano, os morcegos também sdo reconhecidos como reservatorios de
diversos géneros com potencial zoonotico. Revisdes sistematicas indicam que Bartonella,
Leptospira e Staphylococcus estdo entre os géneros bacterianos mais frequentemente
identificados em morcegos ao redor do mundo, seguidos por Escherichia, Salmonella,
Pasteurella, Brucella e Yersinia (Muhldorfer, 2013; Ferreira et al., 2024). Na América do Sul,
estudos detectaram espécies patogénicas de Leptospira em morcegos como Carollia
perspicillata, Glossophaga soricina, Desmodus rotundus e Artibeus planirostris (Mateus et
al.,, 2019). Além disso, espécies de Bartonella também foram identificadas em morcegos
filostomideos no Brasil, ampliando as evidéncias da circulagcdo desse género bacteriano em
populacdes de quirdpteros neotropicais (Ferreira et al., 2024). Esses achados evidenciam a
ampla diversidade de microrganismos associados aos morcegos e reforgam a importancia de
compreender as interagdes entre hospedeiros, patdgenos e ambiente. Alteragdes ambientais
decorrentes da a¢do humana podem modificar esse equilibrio, aumentando as oportunidades
de contato entre fauna silvestre, animais domésticos e seres humanos. Nesse contexto,
compreender esses processos é essencial para a abordagem de Satde Unica e para o
desenvolvimento de estratégias voltadas a conservagdao da biodiversidade e a prevencao de

Z00noseEs.

A avaliagdo da resposta imune em morcegos tem sido realizada por meio da aplicacdo
de diferentes agentes imunomoduladores que mimetizam infec¢des por classes distintas de
patdgenos. O lipopolissacarideo (LPS), componente da parede celular de bactérias
Gram-negativas, ¢ utilizado como desafio imunologico bacteriano. Estudos com morcegos da
familia Phyllostomidae demonstraram que a administragdo de LPS induz uma resposta de fase
aguda, com alteragdes em proteinas de fase aguda, reducdo da massa corporal e modulacao do
consumo alimentar, variando conforme dose, tempo pds-desafio e disponibilidade energética
(Cabrera-Martinez et al., 2018; Melhado et al., 2020; Viola et al., 2022). O Zymosan (ZMS) ¢
uma substancia de origem fungica derivada da parede celular da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Ele intensifica a resposta inflamatéria por meio da ativacdo de receptores
especificos do sistema imunoldgico presentes em células como macrofagos, células
dendriticas e neutréfilos (Fitzpatrick e DiCarlo, 1964; Venkatachalam et al., 2020). O forbol
12-miristato 13-acetato (PMA) ¢ utilizado como controle positivo de ativagdo celular in vitro

por ser um potente ativador da proteina quinase C (PKC). Ele atua induzindo a produgado de
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espécies reativas de oxigénio e a liberagdo de mediadores inflamatdrios por células imunes
(Damascena et al., 2022). Dessa forma, a utilizagdo combinada de LPS, ZMS ¢ PMA como
desafios imunologicos in vitro permite investigar diferentes vias de ativagdo da resposta

imune em morcegos.

Diante da importancia ecologica dos morcegos como dispersores de sementes,
polinizadores e predadores naturais de populacdes de insetos, bem como dos beneficios
econdmicos associados aos servicos ecossistémicos que desempenham, ¢ fundamental a
ampliacdo de estudos sobre os efeitos de pesticidas no sistema imunoldgico desses
organismos. Este trabalho visa, portanto, avaliar a resposta imune de morcegos das espécies
Artibeus fimbriatus e Molossus molossus, representantes das guildas alimentares frugivora e
insetivora, respectivamente. Para isso, foram comparados parametros imunologicos de
individuos expostos e ndo expostos a deltametrina, a fim de identificar possiveis alteragdes

imunologicas associadas a esse contaminante.

2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral:

Avaliar a atividade imunolédgica de morcegos frugivoros e insetivoros expostos ao inseticida

piretréide deltametrina.
2.2- Objetivos especificos:

e Avaliar a atividade de esplendcitos de morcegos frugivoros e insetivoros, expostos e
nao expostos a DTM, frente aos desafios lipopolissacarideo (LPS), Zymosan (ZMS) e
PMA (forbol 12-miristato 13-acetato associado a ion6foro de célcio);

e Avaliar os niveis de oOxido nitrico produzidos pelos esplendcitos de morcegos
frugivoros e insetivoros expostos a DTM;

e C(Comparar a capacidade inibitéria do plasma sanguineo de morcegos frugivoros e
insetivoros expostos e nao expostos a DTM;

e Avaliar o perfil proteico do plasma de morcegos frugivoros e insetivoros expostos a

DTM.
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3- MATERIAL E METODOS
3.1- Coleta e aclimatagdao dos morcegos

Foram coletados individuos machos adultos das espécies Artibeus fimbriatus (n=10) e
Molossus molossus (n=13) na regido de Marliéria - MG e na Mata do Paraiso do Campus da
Universidade Federal de Vigosa - MG. A captura foi feita por meio de redes de neblina e
busca ativa em abrigos. Apds a coleta, os animais foram identificados com a Chave de
Identificagdo de Morcegos Brasileiros (Vizotto; Taddei, 1973), pesados ¢ imediatamente
levados ao morcegario localizado no Museu de Zoologia Jodo Moojen, em Vigosa - MG.
Apos um periodo de aclimatagdo de dois dias, os animais foram distribuidos em baias
contendo cinco individuos cada, protegidas por arvores, com livre acesso a agua e
alimentagdo fornecida diariamente durante cinco dias. Durante todo o procedimento, os
morcegos insetivoros receberam larvas de tenébrio e os morcegos frugivoros receberam
banana ¢ mamao (devidamente higienizados). A equipe possuia experiéncia prévia com
manipulacdo de morcegos em cativeiro e ensaios ecotoxicologicos utilizando esses animais. O
presente projeto foi aprovado pelo SISBIO - Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade (N° 78665-1), autorizacdao de coleta do Instituto Estadual de Floresta (IEF) e
da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV.

3.2- Pesticida

O pesticida piretroide deltametrina foi obtido com o Laboratério de Manejo Integrado
de Pragas da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vigosa, Minas Gerais, Brasil. A dose
utilizada foi escolhida com base em concentragdes previamente estudadas por nosso grupo de

pesquisa (Oliveira et al. 2018, 2021a).

3.3- Manutencao dos animais e exposi¢ao experimental

Os animais foram divididos em 2 grupos, sendo controle (CTL) e grupo exposto a
deltametrina (DTM). Para os morcegos frugivoros, cada grupo foi composto por n=5
individuos (5 CTL e 5 DTM), enquanto para os insetivoros cada grupo foi composto por
n=7/6 individuos (7 CTL e 6 DTM). O grupo CTL recebeu 0,5 mL de dgua de injegdo via
intraperitoneal (i.p.) e alimentagdo com aproximadamente 200g/individuo de banana e mamao

papaia (frugivoros) e 100g/individuo de larvas de tenébrio (insetivoros). O grupo DTM
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recebeu 0,5 mL de deltametrina na dose de 2,0 mg/kg de peso corporal, diluida em agua de
injecdo, € o mesmo tipo de alimentacdo do grupo CTL. Apods 24 horas da exposicao, os
animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg), sendo realizada
a coleta sanguinea por pun¢do cardiaca. Apos a coleta, os animais foram eutanasiados por
exsanguinacdo total seguido de deslocamento cervical. O bago foi removido cirurgicamente
para a realizagcdo dos ensaios imunoldgicos deste estudo. Os demais 6rgdos foram coletados e
congelados para utilizagdo em pesquisas futuras, visando maximizar o aproveitamento

cientifico das amostras bioldgicas obtidas.

3.4- Preparo das amostras

O sangue foi coletado em tubos contendo heparina como anticoagulante e,
posteriormente, submetido a centrifugagdo para obtencdo do plasma sanguineo (armazenado
em freezer). Apds a remocao cirurgica do bago, os esplenocitos foram obtidos pela lavagem
do 6rgdo, em seguida suspensos em 4 mL de meio de cultura RPMI. As células foram
incubadas durante 4 minutos em tampao de lise (contendo nove partes de cloreto de amoénio a
0,16 M e uma parte de Tris-HCI a 0,17 M) para rompimento das hemacias e viabilidade das
células imunes. Os esplendcitos foram lavados novamente e ressuspendidos a uma
concentragdo de 1 x 107 células/ml em meio RPMI suplementado com 5% de soro bovino

fetal, 20 mM de L-glutamina e 20 pg/mL de sulfato de gentamicina.

3.5- Estimulagao de células esplénicas

Os esplenocitos foram distribuidos em placas de cultura de 24 pogos na concentragdo
de 5 x 10° células/mL/pogo e divididas em 6 grupos para cultivo na presenga de diferentes
desafios: lipopolissacarideo (LPS), para simular uma infec¢do bacteriana, Zymosan (ZMS),
simulando uma infec¢do fungica e PMA (forbol 12-miristato 13-acetato associado a ion6foro
de célcio) utilizado como controle positivo de ativacdo celular. Os grupos experimentais
foram LPS1 e LPS2 (concentracdes 0,1 e 1 pg/mL, respectivamente), ZMS1 e ZMS2
(concentracdes 0,1 e 1 pug/mL, respectivamente), PMA (0,1 pg/mL) e o grupo controle (CTL)
contendo somente meio de cultura. Todos os grupos experimentais foram plaqueados em
triplicatas. Apds o periodo de incubacdo de 24 horas a 37°C, o meio de cultura foi removido e

reservado para andlises de 6xido nitrico (NO).
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3.6- Determinagdo do nivel de Oxido Nitrico (NO)

Um volume de 50 pL do sobrenadante das culturas descritas anteriormente foi
adicionado a microplacas com igual volume do Reativo de Griess (1% de sulfanilamida e
0,1% naftil-etileno-diamina em 2,5% de H3PO4), seguido de incubacdo a temperatura
ambiente por 15 minutos. A absorbancia foi medida a 540 nm em um espectrofotometro leitor
de microplacas. A concentragdo do NO no sobrenadante das amostras foi medida a partir de

uma curva padrao de nitrito de sddio conhecida (Sun et al., 2003) e expressa em nmol/mL.

3.7- Capacidade inibitoria do plasma sanguineo

Foram coletados plasma sanguineo dos grupos CTL e DTM das espécies frugivoras e
insetivoras apoOs eutanasia, seguido de incubagao do plasma de cada morcego com diferentes
espécies bacterianas (Bacillus cereus, Enterobacter sakazakii, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Proteus vulgaris, Salmonella enterica e Shigella
flexneri). A cinética de crescimento bacteriano foi monitorada por espectrofotometria com
densidade optica inicial do indculo de 0,1 (DO1 = 0,1) comparando cultivos contendo plasma

dos grupos CTL e DTM com um controle sem plasma (apenas meio de cultura).

3.8- Eletroforese capilar

O plasma sanguineo (40 puL) de morcegos frugivoros e insetivoros dos grupos CTL e
DTM também foi analisado por eletroforese capilar utilizando o equipamento MINICAP
Flex-Piercing® para determinacio do perfil proteico. E gerado um “gel virtual” e um
eletroferograma, no qual cada pico representa um conjunto de proteinas. A metodologia da

analise foi feita com base nas instrucdes do fabricante.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Atividade imune de esplendcitos expostos a LPS, ZMS e PMA e niveis de Oxido Nitrico

produzidos

Células do bago de morcegos dos grupos CTL e DTM foram desafiadas com
diferentes concentragdes de estimulos inflamatérios (LPS 0,1 pg/mL e 1 pg/mL; Zymosan 0,1
pug/mL e 1 pg/mL; e PMA 0,1 pg/mL), além da avaliagdo da produgado basal (apenas meio de

cultura).

Nas células derivadas de morcegos frugivoros (Figura 1), a produgdo basal de NO
(células mantidas apenas em meio) foi significativamente maior no grupo DTM em
comparag¢do ao grupo CTL (p < 0,05). Este achado indica que a exposi¢do prévia ao pesticida
¢ capaz de induzir, por si s6, um estado de ativacao celular ou estresse oxidativo basal nesta

guilda.

Figura 1 - Graficos de estatistica por Teste T da producio de Oxido Nitrico (NO) de morcegos frugivoros
dos grupos CTL e DTM. Os animais foram submetidos & exposi¢do aguda (24 horas). Foi avaliada a produgéo
de NO dos esplendcitos desses animais. Tratamentos no eixo X sdo, respectivamente, grupo controle (CTL)
contendo somente meio de cultura, LPS1 e LPS2 (concentragdes 0,1 ¢ 1 pg/mL), ZMS1 e ZMS2 (concentragdes
0,1 e 1 pg/mL), PMA (0,1 pg/mL). O asterisco (*) significa diferenca estatistica por Teste T. O eixo Y representa

o valor em nmol/mL da producdo de NO.
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Quando submetidas aos estimulos inflamatorios, observou-se que a presenca da
deltametrina manteve a produ¢do de NO em patamares consistentemente mais altos na
maioria dos tratamentos (LPS1, LPS2, ZMS1, ZMS2 e PMA). No entanto, o pico maximo de
liberacdo de NO nesta guilda alimentar foi registrado sob o estimulo de LPS a 1 pg/mL
(LPS2), onde o grupo controle atingiu valores individuais expressivos (max. 53,44 uM),
demonstrando uma forte capacidade de resposta inata a altas concentragdes de
lipopolissacarideos, independentemente da exposicdo ao agrotoxico. Os estimulos com
Zymosan (ZMS1 e ZMS2) e PMA induziram respostas mais homogéneas, com o grupo DTM

apresentando menor variagdo entre as replicatas e médias superiores ao controle.

Ja o perfil de resposta nas células de morcegos insetivoros (Figura 2) revelou um
impacto menos agressivo da exposicdo a deltametrina. A producdo basal de NO ndo
apresentou mudanga significativa em relagdo ao controle. Frente aos desafios imunoldgicos, o
grupo DTM manteve niveis de NO ligeiramente superiores ao CTL em todos os cenarios,

porém sem significancia estatistica.

Figura 2 - Grificos de estatistica por Teste T da producio de Oxido Nitrico (NO) de morcegos insetivoros
dos grupos CTL e DTM. Os animais foram submetidos & exposi¢do aguda (24 horas). Foi avaliada a produgéo
de NO dos esplendcitos desses animais. Tratamentos no eixo X sdo, respectivamente, grupo controle (CTL)
contendo somente meio de cultura, LPS1 e LPS2 (concentra¢des 0,1 e 1 pg/mL), ZMS1 e ZMS2 (concentragdes
0,1 e 1 pg/mL), PMA (0,1 pg/mL). O eixo Y representa o valor em nmol/mL da produgdo de NO.
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Embora os morcegos insetivoros sejam considerados mais vulneraveis a exposi¢do
ambiental a pesticidas devido a contaminacao de potenciais presas e biomagnificacdo tréfica
(Torquetti et al., 2021; Stechert et al., 2014), diversos fatores podem explicar a maior
responsividade dos esplendcitos dos frugivoros a deltametrina. Diferengas fisiologicas entre
as espécies analisadas, incluindo varia¢des na taxa metabolica, podem influenciar a dindmica
de exposi¢do aos contaminantes. Morcegos frugivoros de maior porte, como Artibeus
fimbriatus, apresentam menor taxa metabolica especifica em comparagdo com morcegos
insetivoros de menor porte, como Molossus molossus, caracteristica associada a escala
alométrica do metabolismo em mamiferos (Speakman; Thomas, 2003). Essas diferencas

metabolicas podem contribuir para variagdes na absor¢do e eliminagao de pesticidas.

O NO produzido em excesso pode exercer funcdes benéficas na sinalizagdo imune e
na defesa contra patdogenos, mas também contribuir para danos teciduais (Bogdan, 2001;
Pacher et al., 2007). A ativagdo persistente da resposta imune pode representar um custo
energético para o organismo, ja que demanda recursos metabolicos que poderiam ser
direcionados para processos como crescimento, reprodu¢do e manutengao fisioldgica. Esse
cendrio pode ser particularmente relevante em morcegos expostos a deltametrina,
considerando que estudos anteriores com Artibeus lituratus demonstraram redugdo da massa
corporal e alteracdes em reservas energéticas apOs exposicao ao pesticida (Oliveira et al.,
2018; Oliveira et al., 2021a). Assim, a resposta diferencial entre espécies reforca a
importancia de considerar caracteristicas espécie-especificas na avaliagdo dos impactos de

contaminantes ambientais sobre a fauna silvestre.

4.2- Capacidade inibitoria do plasma sanguineo frente ao desafio bacteriano in vitro

Comparou-se o crescimento bacteriano na presenca de plasma sanguineo dos grupos
CTL e DTM com um controle negativo contendo apenas meio de cultura, na auséncia de
plasma. De modo geral, tanto o plasma do grupo CTL quanto o do grupo DTM foram capazes

de inibir o crescimento das espécies bacterianas testadas, quando comparados ao controle.

Para a maioria das bactérias testadas (Enterobacter sakazakii, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Moraxella catarrhalis, Proteus vulgaris, Salmonella enterica e
Shigella flexneri) ndo foram observadas diferengas significativas na capacidade de inibi¢do
entre o plasma dos grupos CTL e DTM (Figuras 3 e 4). Entretanto, para a bactéria Bacillus

cereus, o plasma do grupo DTM apresentou menor eficacia inibitéria quando comparado ao
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plasma do grupo CTL, resultando em maior crescimento bacteriano (Figura 5). O resultado
sugere que o tratamento com deltametrina pode ter afetado seletivamente componentes
plasmaticos envolvidos no combate a essa espécie bacteriana especifica. Essa alteracdo pode
refletir uma modulacdo diferencial dos mecanismos efetores humorais, que sao mediados por
células B e pela produgdo de anticorpos para combater patégenos (Abbas; Lichtman; Pillai,

2015).

Figura 3 - Graficos da curva de crescimento bacteriano in vifro das espécies bacterianas Bacillus cereus,
Enterobacter sakazakii, Moraxella catarrhalis e Proteus vulgaris. O eixo X indica o tempo médio em minutos
de duracdo da incubacdo das bactérias. O eixo Y indica a cinética de crescimento bacteriano monitorada por

espectrofotometria com densidade ptica inicial do in6culo de 0,1 (DOi = 0,1).
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Figura 4 - Graficos da curva de crescimento bacteriano in vitro das espécies bacterianas Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica e Shigella flexneri. O eixo X indica o tempo médio em minutos
de duracdo da incubacgdo das bactérias. O eixo Y indica a cinética de crescimento bacteriano monitorada por

espectrofotometria com densidade Optica inicial do in6culo de 0,1 (DOi = 0,1).
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Figura 5 - Graficos da curva de crescimento bacteriano in vitro e de estatistica por Teste T de Bacillus

cereus. No primeiro grafico, o eixo X representa a diluicdo do meio de cultura utilizado para incubagdo da

bactéria, enquanto o eixo Y apresenta a porcentagem de crescimento cinético. No segundo grafico, o eixo X

apresenta, respectivamente, o crescimento da bactéria no plasma sanguineo do grupo CTL, seguido do

crescimento em plasma do grupo DTM, por fim o crescimento apenas em meio de cultura. O eixo Y indica a

cinética de crescimento bacteriano monitorada por espectrofotometria com densidade dptica inicial do indculo de

0,1 (DOi =0,1).
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A capacidade do plasma sanguineo de morcegos em inibir o crescimento bacteriano
parece estar relacionada também a atividade do sistema complemento, composto por proteinas
que interagem com outras moléculas do sistema imune para gerar produtos que eliminam os
microrganismos (Abbas; Lichtman; Pillai, 2015). No presente estudo, observamos que o
plasma foi capaz de inibir tanto bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Enterobacter
sakazakii, Moraxella catarrhalis, Proteus vulgaris, Salmonella enterica e Shigella flexneri)
quanto Gram-positivas (Bacillus cereus e Listeria monocytogenes). Isso sugere que os
mecanismos efetores presentes no plasma dos morcegos estudados sdo eficazes contra um

espectro diversificado de alvos bacterianos.

A seletividade do efeito da deltametrina sobre a inibicdo de B. cereus, em contraste
com as demais bactérias testadas, pode estar relacionada a diferengas nos mecanismos de agdo
efetora do sistema imune requeridos para o combate a diferentes espécies bacterianas. B.
cereus € uma bactéria Gram-positiva formadora de esporos e produtora de toxinas (Kotiranta
et al., 2000; Stenfors Arnesen et al., 2008). A eliminagdo dessa espécie bacteriana pode
depender de vias efetoras especificas do complemento ou de peptideos antimicrobianos que

sdo particularmente suscetiveis a modulacio pela deltametrina.

Corroborando com essa interpretagao, Moore et al. (2011) demonstraram que o plasma
sanguineo de morcegos Mpyotis lucifugus apresenta atividade bactericida mediada por
proteinas do complemento contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A capacidade de
lise microbiana foi significativamente maior contra a bactéria Gram-negativa E. coli do que
contra a Gram-positiva S. aureus. Essa diferenga na suscetibilidade entre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas a atividade do complemento tem sido atribuida, em parte,

as diferengas estruturais da parede celular (Janeway et al., 2001).

Essa capacidade de regulacdo imunoldgica € consistente com a hipdtese de que os
morcegos evoluiram mecanismos de tolerdncia a patégenos e de regulacdo da resposta
inflamatoria. Essas adaptacdes podem estar relacionadas ao voo, que demanda elevadas taxas
metabolicas e gera subprodutos que poderiam ativar o sistema imune (Morales et al., 2025;
Banerjee et al., 2020). Nesse contexto, a manutengdo da atividade antibacteriana do plasma
frente & exposicdo a um contaminante ambiental pode representar uma vantagem adaptativa
importante para a sobrevivéncia desses animais em ambientes antropizados. Porém, mais
estudos sdo necessarios para entender como a regulagdo imunologica desses animais ¢ afetada

por estressores ambientais.
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Do ponto de vista ecoldgico e sanitario, a capacidade do plasma de morcegos em
inibir bactérias potencialmente patogé€nicas, como Salmonella enterica, Shigella flexneri ¢
Escherichia coli, evidencia a importancia dos mecanismos antimicrobianos presentes nesses
animais. Esses microrganismos sdo agentes causadores de doengas entéricas em humanos e
animais domésticos, e sua circulagdo em populagdes de morcegos que habitam areas urbanas
pode representar um risco potencial para a saide publica (Federici et al., 2022). Esses
resultados reforcam a importancia de compreender os morcegos dentro de uma perspectiva de
Satide Unica. Portanto, a associacio desses animais com agentes zoondticos deve ser
interpretada considerando as alteracdes ambientais e os desequilibrios nas interagdes entre

fauna, seres humanos e ambiente, e ndo como uma caracteristica intrinseca dos morcegos.

4.3- Perfil proteico do plasma sanguineo de morcegos insetivoros e frugivoros

A andlise de eletroforese capilar resulta em um grafico chamado de eletroferograma e
um “gel virtual” (Figura 6). Na comparacao dos eletroferogramas obtidos para os morcegos
insetivoros dos grupos CTL e DTM, revelou-se diferencas visuais no perfil proteico entre os
grupos experimentais. Observou-se que os animais expostos a DTM apresentaram maior
variagdo nos picos das fragdes proteicas quando comparados ao grupo CTL (Figura 7),
indicando alteragdes na composicdo proteica do plasma. Esse resultado sugere que a
deltametrina pode promover alteracdes na composicdo das proteinas plasmaticas,

particularmente em componentes relacionados a resposta imune e inflamatoria.

Figura 6 - “Gel virtual” gerado a partir do eletroferograma dos morcegos insetivoros dos grupos CTL e

DTM. Observam-se diferencas na intensidade e no padréo de distribuigdo das bandas entre os grupos.

Insetivoro
CTL DTM
- -



23

Figura 7 - Eletroferograma do perfil proteico dos morcegos insetivoros dos grupos CTL e DTM, obtido

por eletroforese capilar. Da esquerda para a direita, os picos correspondem as fragdes albumina, al, a2, 1, B2

ey.
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No eletroferograma, cada pico representa um conjunto de proteinas, sendo elas
respectivamente Albumina, Alfa 1, Alfa 2, Beta 1, Beta 2 e Gama, no qual as fragdes de Alfa
a Beta sdo proteinas de fase aguda. E importante destacar que essa técnica fornece o perfil
proteico quantitativo das fragdes sem identificar proteinas especificas individualmente. Cada
pico do eletroferograma representa um conjunto de proteinas com mobilidade eletroforética
semelhante (Larsson; Hansson, 2006). Portanto, alteragcdes em picos especificos podem
indicar mudancas na concentra¢do de uma ou mais proteinas constituintes, mas a identificacao

precisa das proteinas envolvidas requer testes complementares.

Para os morcegos frugivoros, ndo foram observadas diferencas visuais significativas
entre o perfil proteico dos grupos CTL e DTM (Figura 9). O mesmo resultado se repete no
“gel virtual” (Figura 8), no qual ndo podem ser observadas diferengas significativas na
intensidade e padrao de distribuicdo das bandas entre os grupos experimentais. Esses achados
sugerem que a exposicdo a deltametrina, nas condi¢des avaliadas, ndo promoveu alteragdes

detectaveis no perfil proteico plasmatico de Artibeus fimbriatus.
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Figura 8 - “Gel virtual” gerado a partir do eletroferograma dos morcegos frugivoros dos grupos CTL e

DTM. Nao podem ser observadas diferengas na intensidade e no padrdo de distribuigdo das bandas entre os

grupos.
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Figura 9 - Eletroferograma do perfil proteico dos morcegos frugivoros dos grupos CTL e DTM, obtido por

eletroforese capilar. Da esquerda para a direita, os picos correspondem as fragdes albumina, al, a2, B1, B2 e y.
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A eletroforese capilar tem se mostrado uma ferramenta eficiente para a analise do
perfil proteico em diferentes contextos experimentais e clinicos, com vantagens
metodoldgicas significativas em relagdo a eletroforese em gel de agarose (Crivellente et al.,

2008). Estudos demonstraram que a exposi¢do a deltametrina induz alteragdes associadas ao



25

estresse oxidativo em morcegos frugivoros, caracterizadas pelo aumento da producgdo de
espécies reativas de oxigénio. Além disso, também identificaram alteragdes histopatoldgicas
em figado, rim e intestino (Oliveira et al., 2018; Oliveira et al., 2022). Considerando que o
desequilibrio redox pode influenciar vias relacionadas a inflamacdo, a exposi¢do a
deltametrina pode promover alteracdes sistémicas capazes de refletir no perfil de proteinas

plasmaticas associadas a defesa imunolégica.

As proteinas de fase aguda ndo apenas refletem alteragdes associadas a processos
inflamatorios, mas também desempenham fungdes efetoras na resposta imune, participando
do transporte de moléculas e modulagdo da resposta inflamatodria (Cray et al., 2025). Nesse
contexto, a maior variagao observada no perfil proteico plasmatico dos morcegos insetivoros
do grupo DTM sugere uma possivel modulacio de componentes envolvidos na resposta

inflamatoria e imunologica.

Embora a eletroforese capilar ndo permita identificar isoladamente quais proteinas
foram alteradas, as diferencas observadas sugerem que a exposi¢do a deltametrina pode estar
associada as mudancas no perfil proteico dos animais. Dessa forma, essa abordagem apresenta
potencial como indicador complementar para a avaliagdo dos efeitos fisiologicos decorrentes

da exposi¢do a contaminantes ambientais.

5- CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que a exposi¢dao aguda a deltametrina, na
dose testada, pode influenciar parametros imunologicos especificos em morcegos, embora os
efeitos observados tenham sido pontuais. A produgdo de 6xido nitrico basal apresentou
aumento nos esplenodcitos de morcegos frugivoros do grupo DTM. A atividade antimicrobiana
do plasma diferiu entre os grupos frente a Bacillus cereus, com maior crescimento no grupo
DTM. Além disso, a andlise do perfil proteico plasmatico indicou diferengas visuais entre os
morcegos insetivoros CTL e DTM, observadas nos eletroferogramas e nos géis virtuais, mas

sem alteragdes evidentes nos frugivoros.

Do ponto de vista ecologico e sanitario, compreender os efeitos de pesticidas sobre o
sistema imunoldgico de morcegos ¢ fundamental ndo apenas para a conservagdo desses
mamiferos, mas também para a abordagem de Saude Unica. Como perspectivas futuras,

espera-se ampliar a investiga¢do para diferentes guildas alimentares de morcegos, realizar
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ensaios imunoldgicos frente a exposicdo cronica do pesticida, incluir analises utilizando
outros biomarcadores imunologicos, identificar as proteinas alteradas na eletroforese capilar e
aumentar o numero de individuos nas andlises. Os achados reforcam a necessidade de integrar
abordagens ecofisioldgicas, toxicologicas e imunoldgicas para compreender os efeitos de
contaminantes ambientais sobre a fauna silvestre, contribuindo para uma avaliagdo mais
completa dos impactos antropicos sobre a biodiversidade e para o aprimoramento de

estratégias de monitoramento ambiental.
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