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RESUMO 

 

GREGÓRIO, Kemilli Pio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2023. Danos 
oxidativos e teciduais induzidos pela exposição subcrônica ao acetato de chumbo em 
morcegos frugívoros que atuam no reflorestamento da mata atlântica. Orientadora: 
Mariella Bontempo Freitas. Coorientadora: Reggiani Vilela Gonçalves.  

 

O chumbo (Pb), metal pesado muito utilizado em diferentes atividades antropogênicas, é 

conhecido por ser um perigoso contaminante ambiental devido suas características não 

biodegradáveis e à sua alta toxicidade, mesmo em baixas concentrações. Sua contaminação é 

capaz de causar diversos danos bioquímicos e teciduais em organismos afetados. Morcegos, 

espécies-chaves para os ecossistemas, são recorrentemente afetados por contaminações de Pb 

por possuírem diferentes habitats e nichos ecológicos e devido seu modo de vida longevo. 

Objetivou-se avaliar os efeitos induzidos pela exposição subcrônica de acetato de Pb em 

morcegos frugívoros. Morcegos machos da espécie Artibeus lituratus foram capturados e 

divididos aleatoriamente em dois grupos. Grupo 1: (Controle - CTR, n=7) recebeu solução 

salina 0,9% via injeção intraperitoneal e Grupo 2: (Chumbo – Pb, n=6) recebeu acetato de Pb 

(20 mg/kg) via injeção intraperitoneal. Ambos os grupos receberam as respectivas injeções uma 

vez a cada 7 dias, totalizando 3 injeções. Após 21 dias, os animais foram eutanasiados e os 

tecidos armazenados para análises oxidativas e teciduais. Nossos resultados mostraram que o 

Pb induziu aumento nos níveis de óxido nítrico (NO) e na atividade da enzima Superóxido 

dismutase (SOD), e diminuição na capacidade antioxidante total (FRAP) no fígado. O tecido 

hepático apresentou também maior incidência de infiltrado inflamatório e congestão vascular e 

diminuição do diâmetro do núcleo de hepatócito. No rim foi observado aumento na atividade 

enzimática da Glutationa-S-transferase (GST) e maior incidência de dilatação de vasos 

sanguíneos. No testículo foi observado aumento nos níveis de malondialdeído (MDA). E no 

músculo peitoral observamos diminuição na atividade enzimática da catalase (CAT). Tais 

achados indicam que a exposição ao Pb pode estar interferindo no metabolismo e na reprodução 

de morcegos frugívoros.  

 

Palavras-chave: Metal pesado. Artibeus lituratus. Ecotoxicologia. Estresse oxidativo. 

Histopatologia. 

 



ABSTRACT 

 

GREGÓRIO, Kemilli Pio, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2023. Oxidative and 
tissue damages induce by subchronic exposure to lead acetate in fruit bats that play in the 
reforestation of the Atlantic forest. Adviser: Mariella Bontempo Freitas. Co-adviser: 
Reggiani Vilela Gonçalves.  

 

Lead (Pb), a heavy metal widely used in different anthropogenic activities, is known to be a 

dangerous environmental contaminant due to its non-biodegradable characteristics and to its 

high toxicity, even at low concentrations. Its contamination is capable of causing several 

biochemical and tissue damages in affected organisms. Bats, key species for ecosystems, are 

recurrently affected by Pb contamination because they have different habitats and ecological 

niches, and because of their long-lived way of life. The objective was to evaluate the effects 

induced by subchronic exposure to Pb acetate in fruit bats. Male bats of the species Artibeus 

lituratus were captured and randomly divided into two groups. Group 1: (Control - CTR, n=7) 

received 0.9% saline solution via intraperitoneal injection and Group 2: (Lead - Pb, n=6) 

received Pb acetate (20 mg/kg) via intraperitoneal injection. Both groups received the 

respective injections once every 7 days, totaling 3 injections After 21 days, the animals were 

euthanized and the tissues stored for oxidative and tissue analyses. Our results showed that Pb 

induced increased nitric oxide (NO) levels and Superoxide dismutase (SOD) enzyme activity, 

and decreased total antioxidant capacity (FRAP) in liver. The liver tissue also showed a higher 

incidence of inflammatory infiltrate and vascular congestion and decreased hepatocyte core 

diameter. In the kidney, an increase in Glutathione-S-transferase (GST) enzyme activity and a 

higher incidence of blood vessel dilatation were observed. In the testicle an increase in 

malondialdehyde (MDA) levels was observed. In the pectoral muscle we observed a decrease 

in catalase (CAT) enzyme activity. These findings indicate that Pb exposure may be interfering 

with the metabolism and reproduction of fruit bats. 

 

Keywords: Heavy metal. Artibeus lituratus. Ecotoxicology. Oxidative stress. Histopathology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Metais pesados são elementos químicos que ocorrem naturalmente na crosta terrestre 

e apresentam elevado grau de reatividade e capacidade de bioacúmulo (Briffa et al., 2020). 

Dentre esses elementos, destaca-se o chumbo (Pb), muito utilizado para a fabricação de diversos 

produtos como cosméticos, medicamentos, tintas, tubos, baterias, pesticidas, fertilizantes e em 

atividades como a mineração (Abdel-Daim et al., 2020; Landrigan et al., 2000). Contudo, 

grandes concentrações desse metal foram e continuam sendo lançadas no meio ambiente 

atingindo diferentes ecossistemas (Briffa et al., 2020). Em áreas da Mata Atlântica brasileira, 

por exemplo, já foi detectado que o solo, o ar e a água estão contaminados com Pb (Nakazato 

et al., 2021; Vormittag et al., 2021; Zebral et al., 2022).   

Em 2022, o Pb foi listado como o segundo metal na lista de prioridade de substâncias 

toxicológicas da Agência de Registro de Substâncias Tóxicas e Doenças (ATSDR) dos Estados 

Unidos. Existe uma grande preocupação quanto à contaminação ambiental por Pb em função 

de suas características não biodegradáveis, somada à sua alta toxicidade, mesmo em baixas 

concentrações (Tchounwou et al., 2012). Além disso, esse metal é apontado como responsável 

por cerca de 10% de toda a poluição ambiental causada por metais pesados (Collin et al., 2022). 

Devido a isso, nos últimos anos, alguns esforços, como a proibição global da produção e uso 

de gasolina contendo Pb, vem sendo adotada a fim de diminuir os impactos causados pelo Pb 

nos ecossistemas (Jie et al., 2022; Lacerda et al., 2023). 

Diversos estudos têm demonstrado que tanto humanos quanto roedores expostos ao 

Pb, mesmo em baixas concentrações, podem sofrer danos em diversos órgãos como fígado, rim, 

testículos, cérebro e coração (Hassan et al., 2019; Javorac et al., 2022; Lakshmi et al., 2013). O 

Pb é capaz de induzir estresse oxidativo, aumentando a formação de radicais livres, e formando 

complexos inativos com enzimas fundamentais para as defesas antioxidantes dos organismos 

atingidos (Bokara et al., 2008; Sharma et al., 2010; Wang et al., 2012). Também é capaz de 

induzir alterações na estrutura de diferentes tecidos e aumentar a incidência de patologias 

(Abdelhamid et al., 2020; Hou et al., 2019). Ratos expostos a 20 mg/kg de acetato de Pb por 

meio de injeção intraperitoneal durante 5 dias apresentaram desbalanço redox com aumento de 

peroxidação lipídica e óxido nítrico e diminuição das atividades das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa S-transferase (GST), e ainda 

aumentaram a incidência de hispatologias como infiltrado inflamatório e apoptose no tecido 

renal (Abdel Moneim et al., 2011). A exposição oral de ratos a 20 mg/kg de acetato de Pb 
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durante 10 dias induziu elevação nos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROS) e de 

peroxidação lipídica no testículo e rim de animais expostos. No testículo, ocorreu degeneração 

com perda da função espermatogênica. No rim foi observado células inflamatórias entre túbulos 

e glomérulos degenerados  (Kelainy et al., 2019). Já foi relatado também que o tecido hepático 

de ratos expostos intraperitonealmente a 15 mg/kg de acetato de Pb por 12 dias consecutivos 

exibiu diminuição das atividades da SOD, CAT e GST. Vacuolização dos hepatócitos, necrose 

periportal e infiltrados inflamatórios também foram observados no fígado de animais expostos  

(Ilesanmi et al., 2022). 

Apesar da periculosidade associada à exposição excessiva ao Pb, existe uma lacuna 

nos estudos em relação aos efeitos causados pela contaminação ambiental desse metal em 

animais silvestres, principalmente aqueles de importância crítica para reflorestamento de áreas 

degradadas, como os morcegos Neotropicais. Morcegos estão constantemente mais expostos a 

metais pesados em função de seu ciclo de vida longevo (podem viver mais de 20 anos na 

natureza), alta taxa metabólica basal (especialmente nectarívoros e frugívoros), dieta variada 

(pólen, néctar, frutas, insetos, pequenos vertebrados e sangue), ampla distribuição geográfica 

(em todo o globo com exceção dos polos), grande riqueza de espécies (mais de 1200 já 

descritas) e por, muitas vezes, coexistir com seres humanos em áreas antropizadas  (de Souza 

et al., 2020; Zukal et al., 2015). Concentrações de Pb, variando entre 5,8 e 8,0 μg/g no fígado 

(Zocche et al., 2010), 5,68 e 69,7 μg/g no rim (Walker et al., 2007) e 0,33 e 53,15 μg/g no 

fígado, rim, estômago e ossos (Hernout et al., 2016) já foram mensuradas em diferentes espécies 

de morcegos no sul do Brasil, na Inglaterra e Países de Gales, respectivamente.   

Morcegos desempenham um papel crucial na dinâmica de florestas Neotropicais. Eles 

atuam como polinizadores de inúmeras espécies de plantas florestais, pioneiras, e/ou espécies 

chaves na dinâmica dessas florestas (Kunz et al., 2011). Durante o voo, as espécies frugívoras 

dispersam sementes de plantas, favorecendo regeneração de florestas (Parolin et al., 2021) e, 

por isso, exercem um importante papel no reflorestamento ambiental como dispersores de 

sementes a longas distâncias (de Souza et al., 2020). Além disso, respondem bem às alterações 

causadas por contaminantes, e por isso, podem ser usados como bioindicadores potenciais de 

qualidade ambiental (Zukal et al., 2015). Os morcegos, também, podem ter um grande valor 

econômico, principalmente, quando associados à agricultura, pois se alimentam de grandes 

quantidades de insetos, inclusive daqueles considerados  pragas agrícolas (Kunz et al., 2011), 

fazendo um controle natural. 

Apesar de sua grande importância ecológica, estudos que fazem monitoramento de 

contaminações por metais pesados e seus efeitos fisiológicos em espécies de morcegos de 
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ecossistemas Neotropicais ainda são escassos. A maioria das pesquisas foram realizadas com 

pelo, pele e/ou guano de morcegos para detecção da presença de metais pesados nos ambientes, 

porém os estudos atuais fornecem poucas informações sobre o potencial tóxico do Pb nesses 

animais. Dessa forma, objetivou-se avaliar a toxicidade induzida por uma exposição subcrônica 

de acetato de Pb em adultos de Artibeus lituratus machos. Para isso foram avaliados os 

marcadores de homeostase redox no fígado, rim, testículo, encéfalo e músculo, e de parâmetros 

histopatológicos no fígado e no rim. Nosso estudo é o primeiro que utiliza a metodologia da 

exposição prolongada de Pb em morcegos em cativeiro para entender como morcegos 

frugívoros respondem aos efeitos induzidos pela contaminação ambiental ao Pb. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1. Autorizações 

 

A pesquisa foi aprovada pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade - ICMBio (SISBIO Nº 78961-1) e pelo Comitê de Ética Animal da Universidade 

Federal de Viçosa (registro Nº 58/2021). 

 

2.2. Produtos químicos  

 

Acetato de Pb neutro trihidratado, (CH3COO)2Pb.3H₂O, (99,5% de pureza) foi obtido 

da Vetec Química (Rio de Janeiro, Brasil). Todos os outros produtos químicos utilizados eram 

de grau analítico e adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA) e Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Água destilada foi usada como solvente para o acetato de Pb.  

 

2.3. Animais 

 

Morcegos machos adultos (N=13, peso corporal=60,65±1,41g), da espécie Artibeus 

lituratus, foram coletados por redes de neblina em fragmentos de Mata Atlântica na região de 

Viçosa, Minas Gerais. Após retirados das redes os morcegos foram pesados, identificados por 

meio de chave de identificação de morcegos brasileiros (Vizotto & Taddei, 1973) e 

transportados para o morcegário do Museu de Zoologia João Moojen da Universidade Federal 

de Viçosa. No morcegário os animais foram randomicamente distribuídos em recintos 
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individuais de alvenaria com 2m², telados, mantidos em temperatura ambiente e ciclo de luz 

natural.  Os animais receberam água ad libitum e mamão (Carica papaya) e permaneceram no 

morcegário durante todo o experimento (um grupo experimental foi alojado por vez no 

morcegário). Os recintos foram visitados diariamente para limpeza e substituição dos alimentos 

e água. O mamão a ser oferecido e as sobras diárias foram pesados para controle alimentar de 

cada animal. 

 

2.4. Desenho experimental 

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 2 grupos, Grupo 1 (Controle- CTR, 

n=7) recebeu injeção intraperitoneal (iip) de 0,7 mL de solução salina 0,9% NaCl semanalmente 

(total de 3x, 1x por semana) e Grupo 2 (Chumbo – Pb, n=6) recebeu injeção intraperitoneal de 

0,7 ml de acetato de Pb (20 mg/kg) semanalmente (idem ao CTR). Antes da exposição, os 

morcegos ficaram em cativeiro por 5 dias para aclimatação, quando receberam água e frutas ad 

libitum. A exposição durou 21 dias. Após esse período os animais foram pesados e eutanasiados 

por deslocamento cervical seguido de decapitação e os órgãos, fígado, rins, testículos, encéfalo 

e músculo foram retirados. Metade do órgão foi conservado em solução Karnovsky para análise 

histológica. Já a outra metade foi congelada em nitrogênio líquido e armazenada em freezer -

80ºC para análise das enzimas antioxidantes e produtos do estresse oxidativo. 

 

2.5. Índices dos órgãos  

 

Fígado e testículo de cada animal foram pesados em balanças de precisão. Para cálculo 

do índice de cada órgão foi feito uma porcentagem: peso do órgão/peso corporal total 

multiplicado por 100. 

 

2.6. Análises de estresse oxidativo 

 

2.6.1. Preparação do tecido 

  

Os órgãos foram homogeneizados (1:10) com um homogeneizador de tecidos (LH, 

OMNI) em tampão fosfato de potássio (0,2 M) com ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 

mmol/L em pH 7,4, em seguida foi centrifugado (12.000 g por 10 minutos a 4º C). O 
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sobrenadante resultante foi utilizado para as análises de FRAP (poder antioxidante redutor 

férrico), dos níveis de óxido nítrico (NO) e malondialdeído (MDA), proteína total (PT) e para 

a atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase 

(GST). O pellet foi utilizado para análise de oxidação de proteínas por meio da quantificação 

das proteínas carboniladas. A leitura das análises foram feitas em leitor de microplacas (Thermo 

Scientific, Waltham, MA, EUA). 

 

2.6.2. Ensaio FRAP 

 

O ensaio FRAP é um método para detectar a atividade antioxidante total (Benzie & 

Strain, 1996). O reagente FRAP foi preparado usando o método previamente descrito. Em 

resumo, tampão de acetato 300 mM (pH 3,6), solução de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 

mmol/L em ácido clorídrico 40 mmol/L e cloreto de ferro (III) 20 mmol/L foram misturados, 

respectivamente, na proporção de 10: 1: 1. O reagente FRAP (190 μL) foi misturado com 10 

μL da amostra e incubado a 37 °C por 4 min. A absorbância de cada um foi medida a 593 nm 

em um leitor de microplacas. Soluções aquosas de concentração conhecida de Sulfato de ferro 

(FeSO 4 .7H 2O) (10–500 μmol/L) foram usadas para conversão da absorbância em 

concentrações micromolares de FRAP. 

 

2.6.3. Produção de Óxido Nítrico 

 

A produção de nitrito, subproduto do óxido nítrico (NO), foi quantificada de acordo 

com a reação padrão de Griess. Assim, 50 μL 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% H3PO4) à temperatura ambiente e incubado no escuro por 10 min 

(Tsikas, 2007). A absorbância foi determinada em um leitor de microplacas a 570 nm. A 

conversão da absorbância em concentrações micromolares de NO foi obtida a partir de uma 

curva padrão de nitrito de sódio (0–100 μmol/L) e expressa como concentrações de NO 

(μmol/L). 

 

2.6.4. Determinação de Malondialdeído 

 

A extensão da peroxidação lipídica (LPO) foi medida de acordo com Buege e Aust 

(1978), envolvendo a medição de malondialdeído total (MDA), que é o principal produto da 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/microplate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/microplate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/ethylenediamine
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653521004549#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653521004549#bib10
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peroxidação lipídica. Resumidamente, 0,2 mL do sobrenadante dos tecidos foram 

homogeneizados em 0,4 mL de uma solução de ácido tricloroacético (15%) /ácido 

tiobarbitúrico (0,375%) /ácido clorídrico (0,6%). A mistura reacional total foi mantida em 

banho-maria fervente por 40 min. Após resfriamento no gelo, álcool butílico (0,6 mL) foi 

adicionado, a solução foi agitada em vórtex por 2 min e centrifugada (9000 g por 10 min), o 

precipitado foi removido. O sobrenadante foi usado para medir a absorbância a 540 nm no leitor 

de microplacas. A concentração de MDA foi determinada usando a curva padrão de 

concentrações conhecidas de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados foram 

expressos em μmol/mg de proteína. 

 

2.6.5. Atividade da Superóxido dismutase 

 

A atividade da SOD foi determinada pelo método baseado na redução do  ânion radical 

superóxido (O2
•−)  em peróxido de hidrogênio, diminuindo assim a auto oxidação do pirogalol, 

segundo Dieterich et al. (2000). A mistura reacional continha 99 μL de tampão fosfato de 

potássio (5 mmol/L, pH 8) e 30 μL da amostra. Inicialmente foi adicionado 6 μL de MTT 

(Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio) e a reação foi iniciada pela 

adição de 15 μL de pirogalol (100 μmol/L) e incubado a 40°C durante 15 minutos. Na sequência 

foi adicionado 150 μL de dimetilsufóxido (DMSO) para interromper a reação. A mistura de 

reação foi medida a 570 nm. A atividade de SOD foi calculada como unidades por miligrama 

de proteína, sendo U de SOD definido como a quantidade que inibiu a taxa de auto oxidação 

do pirogalol em 50%. 

 

2.6.6. Atividade da Catalase 

 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada adaptando o método de Hadwan e Abed 

(2016) usando peróxido de hidrogênio (H2O2) como substrato. Em resumo, para procedimento 

da amostra teste, foi pipetado em microplaca 5 μL de amostra e adicionado 100 μL de peróxido 

de hidrogênio (20 mmol/L). Após 3 min 150 μL de molibdato de amônio (32,4 mmol/L) foram 

adicionados para interromper a reação. Já para o teste controle o peróxido de hidrogênio foi 

substituído por 100 μL de tampão fosfato de sódio e potássio (50 mmol/L, pH 7,0) e adicionado 

em 5 μL de amostra. A leitura foi feita a 374 nm no leitor de placas. Para calcular o valor da 

atividade da CAT, foi feita uma curva padrão com diluição seriada de H2O2 de valores 

conhecidos. Os valores da amostra teste foram subtraídos dos valores do teste controle e usados 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/molybdates
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para obter a atividade de CAT. A atividade de CAT foi expressa em U CAT por miligrama de 

proteína.  

 

2.6.7. Atividade da Glutationa S-transferase 

 

A atividade de GST foi mensurada baseado no método de Habig et al. (1974). A 

atividade da GST foi avaliada de acordo com a formação de 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB) 

conjugado com glutationa S-transferase. Resumidamente, 1 mmol/L de CDNB foi adicionado 

ao tampão contendo 1 mmol/L de GSH e a alíquota (10 μL) da amostra a ser testada. Após a 

adição de CDNB, a mudança foi monitorada a 340 nm por 60 s. O coeficiente de extinção molar 

usado para CDNB foi ϵ340 = 9,6 mmol/L × cm. Uma unidade de atividade da GST foi definida 

como a quantidade de enzima que catalisou a formação de um μmol de produto/min/mL. A 

atividade da GST foi expressa em μmol/min/g. 

 

2.6.8. Oxidação de Proteínas 

 

O teor de carbonila da proteína foi medido usando o procedimento de 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) ( Levine et al., 1994 ) com base nos grupos carbonila reagindo 

com o DNPH. Os pellets resultantes dos homogenatos de extração anteriores foram utilizados 

para quantificação. No tubo A (amostra), contendo 0,5 mL de pellet foi adicionado 0,5 mL de 

solução DNPH 10 mmol/L diluída em ácido clorídrico (7%). No tubo B (branco), contendo 0,5 

mL de pellet foi adicionado 0,5 mL de ácido clorídrico (7%).  O conteúdo dos tubos foi 

misturado em vórtex e mantidos em temperatura ambiente no escuro, agitando-os a cada 15 

minutos, durante 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de TCA 10% gelado a cada 

tubo, que foram centrifugados (3.000 g por 10 min a 25°C) e tiveram o sobrenadante 

descartado. O precipitado foi lavado três vezes com 1 mL de acetato de etila e etanol (1:1 

v/v). Finalmente, 1 mL de dodecil sulfato de sódio (SDS) 6% foi adicionado, os tubos foram 

agitados em vórtex para dissolver o sedimento e o sobrenadante foi medido a 370 nm. Os 

resultados foram expressos em nmol por mg de proteína com base no coeficiente de extinção 

molar de ɛ370 = 22 L x mmol. 

 

2.6.9. Proteína Total  

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S014765132031438X#bib34
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/hydrogen-chloride
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/hydrogen-chloride
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphate
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/sulphate
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Proteína total foi determinada de acordo com (Lowry et al., 1951) usando albumina 

sérica bovina (BSA) como padrão. 

 

2.7. Histomorfometria  

 

Fragmentos de fígado e rim de cada grupo foram retirados e imersos em fixador 

Karnovisky (Karnovisky, 1965) por 24 horas e subsequentemente desidratados em crescentes 

séries de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) e incorporados em metacrilato de 2-hidroxietilo 

(Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Germany). Sessões com uma espessura de 3 μm 

foram obtidas usando um micrótomo rotativo (RM2265 – LEICA), obtendo 10 cortes por 

fragmento. Os cortes de fígado e rim foram corados com eosina e hematoxilina (HE). Na 

sequência fotomicrografias (10 imagens por animal/tecido) foram obtidas em microscópio 

óptico Olympus CX 40 (Olympus, Tóquio, Japão).  

Nas imagens do fígado foram realizadas análises morfométricas. Foram feitas 

contagens de infiltração de leucócitos e congestão vascular totalizando 2660 pontos por animal. 

Além disso, foi mensurado o diâmetro total de 150 hepatócitos e núcleos de hepatócitos por 

animal. As análises foram feitas por grades com 266 interseções do software Image Pro Plus 

4.5® (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). Resultados foram expressos em porcentagem 

(%). Nos rins foram feitas análises morfométricas como: contagens de infiltração de leucócitos 

e dilatação de vasos sanguíneos totalizando 2660 pontos por animal. Além disso, foi mensurado 

a área total de 30 glomérulos por animal por animal para determinação da proporção da área 

golemrular (∑ área glomerular ÷ área total da imagem X 100).  As análises também foram feitas 

por grades com 266 interseções do software Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver 

Spring, USA). Resultados foram expressos em porcentagem (%). 

 

2.8. Análise estatística 

 

A distribuição dos dados foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk usando o programa 

GraphPad Prism (versão 8.0, Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram 

submetidos ao teste t para comparações de médias entre os grupos. Foi considerado um nível 

de significância 5% (P<0.05). 

 

3. RESULTADO 
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3.1. Massa corporal e índices teciduais 

 

Os resultados mostram que, após a exposição ao acetato de Pb, a massa corporal, e os 

índices hepatossomático e gonadossomático não sofreram alterações significativas entre os 

morcegos dos grupos CTR e Pb. O consumo de mamão foi similar entre os grupos durante a 

exposição (Tabela 1).  

Tabela 1. Massa corporal, índices hepatossomático e gonadossomático e consumo de mamão 

de Artibeus lituratus após iip de acetato de Pb. 

 CTR Pb 

Massa corporal 

(g) 59.34 ± 2.10 62.17 ± 1.80 

Índice 

hepatossomático 3.87 ± 0.25 4.04 ± 0.20 

Índice 

gonadossomático 0.21 ± 0.02 0.16 ± 0.02 

Consumo de 

mamão (g) 1.36 ± 0.02 1.34 ± 0.02 

CTR: grupo controle, Pb: grupo chumbo. Os valores são a média ± EPM. 

 

3.2. Estresse Oxidativo 

 

3.2.1. Fígado 

 

No fígado, observamos um aumento na atividade da SOD no grupo Pb (p=0.0049) em 

relação ao CTR (Fig. 1-D), sendo que CAT e GST não sofreram alterações significativas entre 

os grupos (Fig. 1-E e F) após a exposição.  Também observamos uma diminuição nos níveis da 

capacidade antioxidante total (FRAP) no grupo Pb (p= 0.0204) em relação ao CTR (Fig. 1-G) 

e de NO entre os grupos Pb (p= 0.0028) e CTR (Fig. 1-C). MDA e PC não apresentaram 

alterações significativas entre os grupos CTR e Pb (Fig. 1-A e B) após exposição ao acetato de 

Pb.  
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Figura 1. Efeitos da exposição ao acetato de Pb no fígado de Artibeus lituratus após 21 dias.  

(A) Malondialdeído - MDA; (B) proteína carbonilada - PC, (C) Óxido Nítrico - NO, (D) 

Atividade enzimática da Superóxido Dismutase - SOD, (E) Atividade enzimática da Catalase - 

CAT, (F) Atividade enzimática da Glutationa S-transferase – GST, (G) capacidade antioxidante 

total-FRAP. CTR: grupo Controle, Pb: grupo acetato de Pb. * Indica diferença significativa 

entre o grupo Pb e o grupo CTR (p < 0,05). Os valores são a média ± EPM.  
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3.2.2. Rim 

 

No rim, observamos um aumento na atividade da GST no grupo Pb (p=0.0118) em 

relação ao CTR (Fig. 2-F). SOD, CAT, FRAP, MDA, NO e PC não mostraram alterações 

significativas entre os grupos CTR e Pb (Fig. 2-A, B, C, D, E e G) após exposição ao acetato 

de Pb.  
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Figura 2. Efeitos da exposição ao acetato de Pb no rim de Artibeus lituratus após 21 dias.  (A) 

Malondialdeído - MDA; (B) proteína carbonilada - PC, (C) Óxido Nítrico - NO, (D) Atividade 

enzimática da Superóxido Dismutase - SOD, (E) Atividade enzimática da Catalase - CAT, (F) 

Atividade enzimática da Glutationa S-transferase – GST, (G) capacidade antioxidante total-

FRAP. CTR: grupo Controle, Pb: grupo acetato de Pb. * Indica diferença significativa entre o 

grupo Pb e o grupo CTR (p < 0,05). Os valores são a média ± EPM.  
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3.2.3. Testículo 

 

No testículo, observamos um aumento nos níveis de MDA no grupo Pb (p= 0.0186) 

em relação ao CTR (Fig. 3-A). SOD, CAT, GST, FRAP, NO e PC não apresentaram alterações 

significativas entre os grupos CTR e Pb (Fig. 3-B, C, D, E, F e G) após exposição ao acetato de 

Pb.  
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Figura 3. Efeitos da exposição ao acetato de Pb no testículo de Artibeus lituratus após 21 dias.  

(A) Malondialdeído - MDA; (B) proteína carbonilada - PC, (C) Óxido Nítrico - NO, (D) 

Atividade enzimática da Superóxido Dismutase - SOD, (E) Atividade enzimática da Catalase - 

CAT, (F) Atividade enzimática da Glutationa S-transferase – GST, (G) capacidade antioxidante 

total - FRAP. CTR: grupo Controle, Pb: grupo acetato de Pb. * Indica diferença significativa 

entre o grupo Pb e o grupo CTR (p < 0,05). Os valores são a média ± EPM.  
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3.2.4. Encéfalo  

 

No encéfalo, não observamos diferenças significativas nos marcadores do status 

oxidativo entre os morcegos (Artibeus lituratus) dos grupos CTR e Pb (Fig. 4) após exposição 

ao acetato de Pb.  
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Figura 4. Efeitos da exposição ao acetato de Pb no encéfalo de Artibeus lituratus após 21 dias.  

(A) Malondialdeído - MDA; (B) proteína carbonilada - PC, (C) Óxido Nítrico - NO, (D) 

Atividade enzimática da Superóxido Dismutase - SOD, (E) Atividade enzimática da Catalase - 

CAT, (F) Atividade enzimática da Glutationa S-transferase – GST, (G) capacidade antioxidante 
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total-FRAP. CTR: grupo Controle, Pb: grupo acetato de Pb. * Indica diferença significativa 

entre o grupo Pb e o grupo CTR (p < 0,05). Os valores são a média ± EPM.  

 

3.2.5. Músculo 

 

No músculo, observamos uma diminuição na atividade da CAT no grupo Pb (p= 0.035) 

em relação ao CTR (Fig. 5- D). SOD, GST, FRAP, MDA e NO não sofreram alterações 

significativas entre os grupos CTR e Pb (Fig. 5-A, B, C, E e F) após exposição ao acetato de 

Pb. 

 

Figura 5. Efeitos da exposição ao acetato de Pb no músculo peitoral de Artibeus lituratus após 

21 dias.  (A) Malondialdeído - MDA; (B) Óxido Nítrico - NO, (C) Atividade enzimática da 

Superóxido Dismutase - SOD, (D) Atividade enzimática da Catalase - CAT, (E) Atividade 

enzimática da Glutationa S-transferase – GST, (F) capacidade antioxidante total-FRAP. CTR: 

grupo Controle, Pb: grupo acetato de Pb. * Indica diferença significativa entre o grupo Pb e o 

grupo CTR (p < 0,05). Os valores são a média ± EPM. 
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3.3. Histologia 

 

3.3.1. Fígado 

 

No fígado foi observado maior porcentagem de infiltrado inflamatório nos animais do 

grupo Pb (p= 0.0122) em relação aos animais do grupo CTR. A porcentagem de congestão 

vascular foi maior nos animais do grupo Pb (p= 0.0009) em relação aos animais do grupo CTR. 

Foi observado também diminuição no diâmetro do núcleo de hepatócito nos animais do grupo 

Pb (p= 0.0110) em relação aos animais do grupo CTR. Não foram observadas diferenças  no 

diâmetro do hepatócito nos animais do grupo Pb (Fig. 6 e 7).  

 

Figura 6. Fotomicrografia do tecido hepático de Artibeus lituratus dos grupos CTR e Pb. A) 

CTR; B) CTR; C) Pb: congestão vascular (estrela) D) Pb: infiltrado inflamatório (ponta da seta 

preta). Coloração com Hematoxilina e Eosina. A, C e D: barra de escala representa 60 μm. B: 

barra de escala representa 30 μm. 
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Figura 7. Efeitos da exposição ao acetato de Pb durante 21 dias sobre parâmetros histológicos 

no fígado de Artibeus lituratus. (A) Diâmetro de núcleo de hepatócito, (B) Diâmetro de 

hepatócito, (C) Infiltrado inflamatório, (D) Congestão vascular. CTR: grupo Controle, Pb: 

grupo acetato de Pb. * Indica diferença significativa entre o grupo Pb e o grupo CTR (p< 

0,05). Os valores são a média ± EPM.  

3.3.2. Rim 
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No rim foi observado maior porcentagem de vasos sanguíneos dilatados nos animais 

do grupo Pb (p= 0.0321) em relação aos animais do grupo CTR. Não foram observadas 

diferenças na porcentagem de infiltrado inflamatório e na proporção da área glomerular entre 

os animais dos grupos CTR e Pb (Fig. 8 e 9).  

 Figura 8. Fotomicrografia do tecido renal de Artibeus lituratus dos grupos CTR e Pb. A) CTR: 

glomérulo (ponta da seta amarela); B) CTR: glomérulo (ponta da seta amarela); C) Pb: 

glomérulo (asterisco) e dilatação vascular (ponta da seta preta); D) Pb: glomérulo (asterisco) e 

dilatação vascular (ponta da seta preta). Coloração com Hematoxilina e Eosina. Barra de escala 

representa 60 μm. 
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Figura 9. Efeitos da exposição ao acetato de Pb durante 21 dias sobre parâmetros histológicos 

no rim de Artibeus lituratus. (A) Proporção área glomerular, (B) Infiltrado inflamatório, (C) 

Dilatação de vasos sanguíneos. CTR: grupo Controle, Pb: grupo acetato de Pb. * Indica 

diferença significativa entre o grupo Pb e o grupo CTR (p < 0,05). Os valores são a média ± 

EPM.  

 

4. DISCUSSÃO 

 

Este estudo investigou como morcegos frugívoros respondem aos efeitos induzidos 

pela contaminação experimental ao Pb, a fim de se investigar a toxicidade deste metal em 

concentrações ambientais, às quais morcegos estão expostos na natureza. Nossos resultados 

mostraram que morcegos da espécie Artibeus lituratus expostos semanalmente a 20 mg/kg de 

acetato de Pb durante 21 dias apresentaram alterações nos marcadores de estresse oxidativo NO 

no fígado e MDA no testículo, nos níveis da atividade enzimática da SOD no fígado, GST no 

rim e CAT no músculo e na capacidade antioxidante total no fígado. Também observamos 

diminuição no diâmetro do núcleo de hepatócito, aumento da incidência de infiltrado 

inflamatório e congestão vascular no fígado e aumento da incidência de vasos sanguíneos 

dilatados no rim. As alterações variaram de acordo com cada tecido. Fígado e testículo foram 

os órgãos mais afetados. Tais alterações indicam a toxicidade do Pb, em concentrações 

ambientais, em morcegos. E podem interferir no metabolismo e na reprodução desses animais.  

O fígado é responsável por diversas funções vitais no metabolismo, como a 

biotransformação de xenobióticos. Dessa forma, muitas substâncias, após chegarem no fígado 

para serem metabolizadas, podem causar danos oxidativos e teciduais (Ponce-Canchihuamán 
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et al., 2010). Em nosso estudo observamos que o fígado, foi um dos principais órgãos afetados 

pela exposição. Isso pode ser devido ao seu papel no metabolismo dos organismos, por se tornar 

um dos principais alvo do estresse oxidativo induzido pelo Pb (Matović et al., 2015). Nosso 

estudo mostrou que a exposição de A. lituratus ao Pb induziu aumento nos níveis de NO nos 

animais do grupo Pb em relação aos animais do grupo CTR. A presença do radical superóxido 

(O2
•−) desencadeia uma série de reações, produzindo o  peroxinitrito (ONOO-), um agente 

oxidante (Valez et al., 2013). Aumento nos níveis de radicais livres como NO e EROS geram 

um aumento na atividade de enzimas e outros fatores antioxidantes no tecido para se proteger 

de seus possíveis efeitos deletérios (Barbosa et al., 2010). Nosso estudo observou um aumento 

na atividade da SOD nos animais que receberam Pb.  A SOD é uma das enzimas da linha de 

frente no combate a EROS, responsável por decompor radical superóxido (O2
•−) em peróxido 

de hidrogênio (H2O2) (Al-Megrin et al., 2020). Em conformidade com nossos estudos, 

alterações nos níveis de NO e na atividade da SOD foram observadas no fígado de ratos 

expostos a 20 mg/kg de acetato de Pb por injeção intraperitoneal, durante 14 dias (Albasher et 

al., 2020). Apesar do aumento da atividade da SOD, foi observado uma diminuição nos níveis 

da capacidade antioxidante total do fígado dos morcegos tratados com Pb. Este resultado indica 

comprometimento das demais defesas antioxidantes totais hepáticas. O aumento na atividade 

da SOD e diminuição nos níveis da capacidade antioxidante total não são contraditórios. A 

capacidade antioxidante total envolve uma série de outras enzimas e moléculas antioxidantes 

como GSH e α-tocoferol, que podem ter, junto com a SOD, atuado no combate aos radicais 

livres (Prior & Cao, 1999) oriundos da presença do Pb no tecido, mas atingiram seus estados 

de exaustão e diminuíram suas atividades.  

As análises histológicas do fígado demonstraram danos importantes após a exposição 

ao Pb. Foi observado maior incidência de infiltrado inflamatório e congestão vascular nos 

animais do grupo Pb comparado aos animais do grupo CTR. E uma diminuição no diâmetro do 

núcleo dos hepatócitos dos animais do grupo Pb comparados com os animais do grupo CTR. A 

maior incidência de infiltrado inflamatório e congestão vascular, somado aos níveis mais 

elevados de NO, reforça que o tecido hepático dos animais do grupo Pb passava por um 

processo inflamatório. Durante processos inflamatórios é comum os vasos sanguíneos dilatarem 

para permitir uma maior migração de mediadores inflamatórios e células de defesa até as 

regiões possivelmente lesadas (Liu et al., 2012). Quando ativadas, pela presença de Pb, por 

exemplo, células de defesa como macrófagos secretam NO e aumentam os níveis desse radical 

tóxico para o tecido (Abdel Moneim, 2016).   Em conformidade com nosso estudo, ratos 

expostos oralmente a 50 mg/kg de acetato de Pb durante 60 dias também apresentaram dilatação 
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de capilares sinusóides e maior incidência de infiltrados leucocitários no fígado (Abo-EL-

Sooud et al., 2022). Codornas expostas oralmente a 50, 250, 500 e 1000 mg/kg de acetato de 

Pb durante 49 dias apresentaram diminuição na atividade enzimática da SOD, CAT e GST, e 

aumento nos níveis de MDA, sugerindo que exposições mais prolongadas podem prejudicar o 

sistema antioxidante e consequentemente o tecido. Dilatação de capilar sinusóide, 

vacuolização, congestão severa dos sinusóides e hepatócitos necróticos também foram 

observados no fígado (Kou et al., 2020). Se o processo inflamatório persistir por muito tempo 

ele pode estimular morte celular no tecido (Anderton et al., 2020). A diminuição no diâmetro 

do núcleo dos hepatócitos dos animais do grupo Pb pode ser indicativo de que as células 

estavam passando pelas primeiras etapas da série de alterações morfológicas que levam até a 

morte celular (Elmore, 2007; He et al., 2009). Tem sido mostrado que o Pb pode induzir fatores 

pró-inflamatórios que induzem morte celular (Abdel-Emam & Ali, 2022; Li et al., 2023).  

O rim é outro importante órgão que ajuda na eliminação de contaminantes, e fica assim 

suscetível aos danos oriundos da presença desses no tecido (George et al., 2017). Neste órgão, 

foi observado aumento na atividade de GST nos animais do grupo Pb. A GST é parte de uma 

superfamília de enzimas que atua na desintoxicação celular e na prevenção de danos oxidativos 

(Hayes & Pulford, 1995; Tew & Townsend, 2012). Seu aumento pode indicar uma resposta 

adaptativa do tecido em resposta a presença de Pb Não foram observadas alterações nos 

marcadores de estresse oxidativo como NO, MDA e PC, indicando que o sistema antioxidante, 

composto por inúmeras enzimas, agiu sobre possíveis EROS/ERNS para garantir a manutenção 

do estado redox do rim e evitar consequentes danos. Contudo, outros estudos relataram que 

ratos expostos, por injeção intraperitoneal, a 20 mg/kg de acetato de Pb por 5 dias (Abdel 

Moneim et al., 2011), por injeção intraperitoneal a 5 mg/kg de nitrato de Pb por 30 dias 

(Lakshmi et al., 2013) e oralmente a 50 mg/kg de nitrato de Pb por 50 dias (Sharma et al., 2010) 

tiveram a atividade enzimática da GST e os níveis de GSH diminuídos nos rins. Além disso, o 

tecido renal apresentou maior incidência de vasos sanguíneos dilatados nos morcegos do grupo 

Pb. Essa alteração pode indicar que a taxa de filtração glomerular estava aumentada a fim de 

eliminar o Pb do tecido. Uma eventual dilatação da arteríola aferente dos néfrons poderia 

permitir maior fluxo sanguíneo para a filtração glomerular e consequente secreção do 

xenobiótico (Leatherby et al., 2021). Reforçando nossos resultados, ratos expostos oralmente a 

60 mg/kg de nitrato de Pb durante 30 dias apresentaram maior incidência de infiltrados 

inflamatórios e alta dilatação dos vasos sanguíneos (Bidanchi et al., 2022).   

O testículo, ao ser atingido por metais pesados pode ter  sua função reprodutiva 

comprometida (Al-Attar, 2011; Vukelić et al., 2023; Zhang et al., 2021). Nosso estudo observou 



30 

 

elevação no nível de MDA nos animais do grupo Pb. MDA é um dos produtos da peroxidação 

lipídica (Cui et al., 2018). Isso sugere que o Pb atingiu o tecido, aumentou a formação de EROS 

e induziu a peroxidação lipídica, que pode prejudicar a estrutura das membranas lipídicas das 

células testiculares (Kelainy et al., 2019; Sudjarwo et al., 2017). O testículo de A. lituratus não 

apresentou alterações nos demais marcadores, assim como relatado por outros autores, após 

exposição ao Pb. Contudo, o aumento nos níveis de MDA pode indicar que o Pb causou 

toxicidade no testículo. O estresse oxidativo é apontado como um dos principais mecanismos 

de toxicidade do Pb (Bidanchi et al., 2022). Diferentes estudos mostram que ratos intoxicados 

com acetato de Pb apresentaram alterações nos níveis de marcadores de danos oxidativos e na 

atividade das enzimas antioxidantes testiculares. Ratos expostos pela via intraperitoneal a 20 

mg/kg de acetato de Pb por 3 semanas sofreram aumento nos níveis de MDA e NO e também 

diminuição nos níveis da atividade enzimática da SOD, CAT e GST (Udefa et al., 2020).  A 

exposição oral a 20 mg/kg de acetato de Pb durante 56 dias também induziu aumento nos níveis 

dos marcadores NO e MDA e diminuição na atividade enzimática da SOD e GST em ratos 

(Hassan et al., 2019).  Aumento nos níveis de MDA e diminuição na atividade enzimática da 

SOD, CAT e GST também foram reportadas em ratos expostos oralmente a 100 mg/kg de 

acetato de Pb durante 3 semanas (Elsheikh et al., 2020). 

No encéfalo, o Pb é conhecido por ser neurotóxico por meio da indução de  estresse 

oxidativo e leva consequentemente a neurodegeneração (Gautam & Flora, 2010; Khalil et al., 

2018; Lalith Kumar & Muralidhara, 2014; Udi et al., 2022). Porém, nosso estudo não observou 

nenhuma alteração nos marcadores de danos oxidativos, na atividade das enzimas e na 

capacidade antioxidante total no encéfalo de A. lituratus expostos ao Pb nesta concentração 

ambientalmente relevante por 21 dias. Isso pode indicar uma resposta adaptativa do tecido, a 

presença do Pb, processo conhecido como eustresse. Esta resposta adaptativa tem uma 

importante função de defesa contra o estresse oxidativo. Neste processo de eustresse, os 

organismos respondem a presença de baixo nível de estressores, como toxinas, aumentando a 

expressão de enzimas antioxidantes e a capacidade de reparos (Niki, 2016).  

No músculo peitoral, importante tecido para a capacidade de voo dos morcegos, a 

demanda energética é muito alta. Isso pode acarretar em níveis altos de EROS e ERNS, bem 

como atividade enzimática elevada para combater tais compostos (Cao & Jin, 2020). Contudo, 

a presença de contaminantes como Pb nos tecidos pode inibir a função das enzimas oxidantes 

(Gurer & Ercal, 2000). Pb é conhecido por se ligar a oligoelementos essenciais para a estrutura 

e atividade das enzimas, mudando suas conformações, inativando-as e impossibilitando dessa 

maneira suas respectivas funções (Lakshmi et al., 2013). Confirmando essa tendência, nossos 



31 

 

resultados mostraram uma diminuição na atividade enzimática da CAT nos animais do grupo 

Pb em relação aos animais do grupo CTR. CAT é uma enzima da linha de defesa antioxidante 

dos tecidos combatente de peróxido de hidrogênio, convertendo-o em água (H2O) e oxigênio 

(O2) (Ighodaro & Akinloye, 2018; Kouam et al., 2022). Assim, a diminuição na sua atividade 

pode resultar em aumentos nos níveis de danos em exposições mais prolongadas. Outros 

trabalhos também mostraram que a exposição oral ao acetato de Pb causou diminuição na 

atividade enzimática da CAT e de outras enzimas como SOD e GST no músculo cardíaco de 

ratos (Aksu et al., 2017; Bozdağ & Eraslan, 2020). 

Pouca ou nenhuma alteração foi observada em relação ao balanço oxidante do rim, 

encéfalo e músculo.  Isso sugere que morcegos frugívoros potencialmente possuem um forte 

sistema de reparação de danos oxidativos. Esse sistema envolve altos níveis de componentes 

antioxidantes, quando comparados a outros mamíferos (Schneeberger et al., 2013). Os 

morcegos frugívoros são capazes de produzir níveis mais elevados de enzimas antioxidantes 

endógenas somadas a antioxidantes exógenos, oriundos da sua dieta, baseada principalmente 

em folhas e frutos de espécies florestais, ricas em compostos antioxidantes, fornecendo assim 

uma forte barreira antioxidante para o animal, culminando em níveis mais baixos de estresse 

oxidativo em comparação com morcegos que possuem outros tipos de dieta (Schneeberger et 

al., 2014). Este fator parece ter contribuído para a proteção tecidual no rim, encéfalo e músculo 

de morcegos contra o excesso de EROS e ERNS geradas em função da exposição ao Pb. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Este é o primeiro estudo que avalia o efeito tóxico do Pb em morcegos frugívoros em 

cativeiro. Nós observamos aumento nos níveis de NO e da atividade enzimática da SOD e 

diminuição na capacidade antioxidante total no fígado, danos oxidativos no testículo com 

aumento nos níveis de MDA e alteração na atividade enzimática da GST no rim e da CAT no 

músculo peitoral de Artibeus lituratus. O Pb também induziu diminuição no diâmetro do núcleo 

de hepatócito, aumento da incidência de infiltrado inflamatório e congestão vascular no fígado 

e aumento da incidência de vasos sanguíneos dilatados no rim. Portanto, tais achados indicam 

que a dose avaliada de Pb é tóxica para morcegos frugívoros. Mais análises como hormonais e 

moleculares precisam ser feitas bem como estudos com outras doses para investigar as vias 

pelas quais o Pb causa toxicidade em morcegos Neotropicais com importante papel ecológico, 

especialmente em ambientes florestais ameaçados.  
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