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|. INTRODUCAO

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera, quesepeeum quarto de
todas as espécies de mamiferos viventes, com dertd00 espécies agrupadas em
200 géneros e duas subordens: Megachiroptera edicoptera.

Os Megachiroptera com uma unica familia, Pteropmli@ 180 espécies
distribuidas nos tropicos e subtropicos do Velhondtu (SIMMONS, 2005),
compreendem animais com habito alimentar predortenaante frugivoro.

Os Microchiroptera apresentam 930 espécies combdig@o mundial
(SIMMONS, 2005) e é constituida de 17 familias pgdas em oito superfamilias,
Emballonuroidea (Emballonuridae), Rhinopomatoide&rageonycteridae e
Rhinopomatidae), Rhinolophoidea (Nycteridae, Megadéidae e Rhinolophidae),
Noctilionoidea (Noctilionidae, Mormoopidae e Phgliomidae), Molossoidea
(Antrozoidae e Molossidae), Nataloidea (MyzopodjdHeyropteridae, Furipteridae
e Natlidae), Vespertilionoidea (Vespertilionidae)lneertae sedis(Mystacinidae)
(SIMMONS e GEISLER, 1998).

No Brasil sdo reconhecidos 57 géneros de Microptera, representantes
de nove familias: Emballonuridae, Vespertilionidaélolossidae que ocorrem no
Velho e Novo Mundo, e Phyllostomidae, Noctilionidd¢ormoopidae, Natalidae,
Furipteridae e Thyropteridae que ocorrem exclusemte nas Américas (PERACHI
et al., 2006).

Os Chiroptera exibem a maior variagdo de estratéglanentares e
forrageamento entre os mamiferos, com especiabsagariando de nectarivoros a
sanguivoros, piscivoros, insetivoros e frugivorBssas especializagBes alimentares

refletem adaptacdes morfolégicas no aparelho crdembal e no esqueleto pos-
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cranial, assim como na histoquimica e ultraestautler trato digestorio e glandulas
salivares entre outras caracteristicas (PHILLIP&E.e1984; TANDLER et al., 1990;
MAKANYA et al, 1995; SCHLOSSER-STURN e SCHLIEMANN1995;
DUMONT, 1997).

O trato gastrointestinal apresenta grande plaatigd associada a
diferencas na capacidade de absor¢ao, que é namtdifem resposta a diminuicao ou
aumento na qualidade ou disponibilidade de alimgRORMAN et al., 1979;
KOVTUN e ZHUKOVA, 1994; DELORME e THOMAS, 1999).

Apesar da grande diversidade de dietas, poucadatdrm sido dada ao
estudo da nutricdo, principalmente ao sistema danas digestivas, que € muito
influenciado pelo tipo de alimento consumido (OGUXIB: OKON, 1976).

Ferrarezi e Gimenez (1996) redefiniram a catego@izaalimentar de
varias espécies de morcegos, atribuindo para arimalelas categorias politipicas.
O uso comum de categorias monotipicas, ndo imgjiem os morcegos tenham
exclusivamente um dnico habito alimentar (excetbearmatdéfagos); somente sugere
gue uma dada categoria alimentar € o tipo de atoredominante de determinada
espécie (CRUZ-NETO et al., 2001).

Em funcdo da capacidade de vbo, as especializagdesentares dos
morcegos capazes de reunir grandes concentrac@esrabntes a partir de alimentos
facilmente digeriveis e absorviveis, uma vez ges ekcessitam de uma digestao
rapida, que facilite a locomocao e forneca a eaargcessaria para o véo, que € um
fendBmeno altamente dispendioso. E nesse momastergram em acdo as enzimas

digestivas e, ndo so elas, mas todas as subst@&nmagdes metabdlicas envolvidas
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com a digestdo e absorcéo, e estas estao diremnetationadas ao tipo de alimento

ou habito alimentar.

l.LA. ALGUNS ASPECTOS SOBRE OS HABITOS ALIMENTARES EM
MORCEGOS

[.A.1. Frugivoria

O habito frugivoro é caracteristico nas espécidamdia Phyllostomidae
gue utilizam os mais variados tipos de frutos, delméctar, pdlen, além de insetos
(GARDNER, 1977).

A utlizacdo de frutas como unico item alimentarc@nsiderada por
muitos pesquisadores uma dieta inadequada, peko ailor nutricional, quando
comparada a outras plantas e fontes de alimemweh(DEMPSEY, 2004).

A maioria das frutas oferece energia na forma debotdratos e
geralmente contém pouca proteig@,6%) (MORTON, 1973; WHITE, 1974), o que
poderia representar um problema para os frugivosobtencdo do conteudo
protéico necessario. Além disso, apenas um conjom@oor de plantas produzem
frutas com altos niveis de lipidios e conteudomadie 6%-7% de proteina por peso
(WHITE 1974).

Para sobreviver, crescer e reproduzir com dietasasinos frugivoros
utilizam ajustes fisiolégicos e comportamentaisncoo uso preferencial de frutas
maduras, que contém mais aminoacidos livres, gakaat por compensar o baixo
valor nutricional (THORPE, 1991). Outras estre@tégao a reducdo na perda de

nitrogénio urinario e nas fezes, através do aumeateficiéncia da digestdo de
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proteinas e absorcao no intestino, e a suplementigdlieta com fontes ricas em
proteina, como insetos, polen e folhas.

Algumas dessas estratégias sdo observadas noefmmagto, onde certas
espécies se alimentam quase que inteiramente ctas filurante o ano todo, e outras
se alimentam também de insetos quando as frutase@os abundantes (HERRERA
et al., 2002).A exemplqg pode-se destacar as espécsgrnira lilium e Carollia
brevicaudaque no final da estacdo chuvosa e inicio da ests&ém quando ha um
declinio na dieta e na proporcéo de proteina dadgd, os insetos tornam-se a fonte
principal de proteina (DEMPSEY, 2004).

Segundo Martinez del Rio (1994), as frutas dastatadispersadas pelos
Phyllostomidae mostram significativa variacdo nateado protéico, sugerindo que
a alimentacdo com ampla variedade de frutas e igadies variaveis de proteinas
pode ser suficiente em uma dieta inteiramente ivfong, que misturaria
seletivamente espécies de frutas para obter andusasuficientes, ndo necessitando
de proteinas de insetos (HERBST, 1988). Contalimns estudos envolvendo a
analise dos frutos ingeridos pGarollia perspicillatarevelaram que eles continham
proteina suficiente para a manutencéo de individ@osreprodutivos, mas nao para
aqueles que eram lactantes, sugerindo que a supkgde de proteina seria
requerida apenas em certos periodos do ano, cammez, lactacdo e crescimento
de jovens (HERBST, 1988; COURTS, 1998).

Qualquer que seja a situacao real das espéciagess® das variacdes
que tém sido relatadas esta diretamente relaciomsnl@special, as especializacbes

digestorias.
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Véarios fatores como condicbes ambientais, variac8agonais e
dimorfismo sexual podem influenciar o armazenameago gordura nas varias
espécies da familia Phyllostomidae. Em muitas aspéede filostomideos
neotropicais, 0s musculos peitorais apresentam rmaividade de enzimas
metabolicas para lipidios, demonstrando que asvesale lipidios constituem a
principal fonte de nutrientes durante o véo (YAC®Eal., 1982). Ja, espécies
nectarivoras apresentam niveis menores de reservgodiura durante o ano,
engquanto que os insetivoros mostram maior variagd@l quando comparados a

outros habitos alimentares como os frugivoros &anigoros (McNAB, 1976).

[.LA.2. Sanguivoria

Estudos em laboratério mostraram que o morcego waniesmodus
rotundus, embora seja um filostomideo, e tenha o habito exdtar mais
especializado, pois é exclusivamente hematofagiheexima susceptibilidade
incomum a falta de comida, mesmo com uma dietaencgroteina (sangue bovino)
e armazenam menos energia do que a maioria dosfenasn{FREITAS et al.,
2005). A concentragdo de lipidios e proteinas igadb e musculo permanece
inalterada nos periodos de jejum, apresentandoncaséle reserva de gordura
abdominal, sugerindo que adquirem a energia net@skasua dieta.

A dependéncia minima de reservas de lipidios (FREIEt al., 2003)
pode ser devido basicamente trés fatores, a caukcitimitada para armazenar
energia em diferentes tecidos, devido o alimentaredisponivel o ano todo, o

comportamento comum entre 0s vampiros, de comipartd alimento que é obtido,
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e também a capacidade inadequada para mobilizarvass de lipidios durante
periodos de escassez. Essas caracteristicas rpareebetir adaptacdes
comportamentais para compensar a susceptibilidadeabdlica para inanicdo

(WILKINSON, 1990).

I.A.3. Insetivoria

Os morcegos insetivoros sao tipicamente pequemesam pequenos
insetos e tém capacidade intestinal limitada, oagurtribui para um consumo diario
alto de energia, particularmente para fémeas driiagravidez e lactacdo (KURTA
et al., 1989; HOOD et al., 2006).

Os morcegos insetivoros do Novo Mundo também mgiam sua
dieta com polen. Essa interpretagéo foi subsidéasa andlises que demonstraram
gue seus intestinos fornecem um ambiente propgnia @ quebra da exina do grdo
de polen, liberando para a absor¢do, um conjuntantiaoacidos, como a prolina,
que € importante para a sintese de tecidos cons¢f{ERRERA e MARTINEZ del
RiO, 1998).

A eficiéncia digestiva dos morcegos insetivoros rédluénciada
principalmente pelo tamanho do alimento. Os irs@btaiores sdo mais faceis de
serem manipulados pois os animais tém habilidadedescartar as porgdes
indigeriveis, sendo o restante digerido mais afteimente do que por¢gbes muito
pequenas. (BARCLAY e DOLAN, 1991).

Outro fator que parece influenciar a escolha dagpéea concentracdo de

acidos graxos, uma vez que uma dieta rica em agido®s essenciais permite uma
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diminuicdo na temperatura do corpo, condicdo ingmbet para mamiferos que
hibernam ou entram em torpor, como ocorre com oxegos insetivoros da zona
temperada, durante o inverno (FRANK, 1991; GEISERale 1992; GEISER e

KENAGY, 1993; SCHALK e BRIGHAM, 1995). Acredita-sgue essa mesma
selecédo seja feita por fémeas gravidas ou lactaptestém maior necessidade de
energia e porque os acidos graxos contém prostigéargue € importante na

gravidez e parto (KURTA et al., 1989; YEN e JAFEBE91).

|.A.4. Nectarivoria

O néctar floral consumido pelos vertebrados é mabmente uma
solucdo aquosa de acucar que varia amplamente reeerdocacdo (10% -53% wi/w)
(BAKER e BAKER, 1982; NICOLSON, 1993, 2002; BERNAEDLO et al.,
2004). Varios estudos tém demonstrado que muitovads nectarivoros ingerem
uma quantidade constante de acucar, regulando omeolde absorcdo para
compensar variagdes na concentracdo de aclcar @-ORELEJA et al., 1997;
MARTINEZ del RIO et al., 2001).

Sob condi¢gbes naturais, 0sS morcegos nectarivoragropécais que
alimentam-se com concentragfes variadas de agackam ajustar o volume de
absorcao de alimento para manter uma ingestaolaraconstante (5%-29% w/w;
von HELVERSEN, 1993; WINTER e von HELVERSEN, 2001Bm razao as suas
altas taxas metabdlicas, uma alimentacdo compeissgiédrece ser importante
guando os morcegos neotropicais alimentam-se desfloom néctar muito diluido

(5%-10% w/w; RAMIREZ et al., 2005).
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Em um estudo realizado na Colémbia, Rivas-Pava let(1996)
observaram queGlossophaga soricina,categorizado como nectarivoro, tem
preferéncia por frutas, sendo podlen e insetos eoitgls em menor escala. No
Brasil, os animais de florestas de galeria téno fie#to de frutas de plantas da espécie
Piper e em areas de cerrado eles utilizam preferencéndrutas (60%),
principalmente da espéciésmiae insetos (40%) (FLEMING, 1981, 1986; WILLIG
et al., 1993; BIZERRIL e RAW, 1997; GALINDO-GONZAIZ 1998).

Um estudo comparativo entre a dieta de machos ed€meG. soricina,
mostrou que o0s sexos podem se alimentar de fotitaengares semelhantes ou
diferentes (ALVAREZ e SANCHEZ-CASAS, 1999). ContydZortéa (2003)
verificou que as proporcbes de cada categoria ataneforam as mesmas para
ambos 0s sexos.

Embora os individuos dé@noura geoffroyie Anoura caudiferasejam
também usuéarios de néctar, eles tém sido categoszaomo generalistas,
alimentando-se de insetos em determinados perttmlaso (GARDNER, 1977). A
adaptacéo para diferentes itens alimentares poderseresposta a variagdo sazonal
na fonte de alimento disponivel, bem como uma €gfica que minimiza a
competicdo entre espécies morfoldgica e ecologintemenuito proximas. As
diferencas encontradas em suas dietd&cam que elas podem selecionar recursos
diferentes para atenuar um possivel processo ciivp¢ZORTEA, 2003).

Embora o pdlen possa ser importante fonte de pigteiitaminas e
minerais, a camada de exina € altamente resistertegradacdo pelas enzimas

digestivas (STANLEY e LINSKENS, 1974). Varios ekts em vertebrados tém
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estimado a eficiéencia na extracdo dos conteudopoten que variaram de 7% a
100% (RICHARDSON et al., 1986; BRICE et al., 1989).

Algumas espécies de morcegos incluem regularmegdlien em suas
dietas e sdo capazes de extrair seu conteudo (GARDNO977). A extracdo do
conteudo de pdlen € maior em morcegos que sadadasés especializados de flores,
do que em visitadores sazonais, sugerindo quetditdsleos nectarivoros tem um
sistema digestivo que permite alimentar-se macsegfiemente de gréos de podlen do
que os frugivoros (HERRERA e MARTINEZ del RIO, 1998

Embora o transito do pdlen através do intestina sgjiavel (de 30
minutos a varias horas), a maior parte da digestdoonteudo de pélen ocorre no
intestino, pela acdo enzimatica na parede do pM&NG et al., 1986). Alguns
estudos demonstram que as diferencas na eficiGeisextracdo podem ser
justificadas pelas diferencas no nivel de atividadkes enzimas intestinais
responsaveis pela degradacéo da parede do pOléRREIRA e MARTINEZ del
RIO , 1998).

A composicao da dieta tem um impacto significatieofuncéo digestiva
e renal, uma vez que as quantidades de agua, deatosi, proteinas e eletrélitos
assimilados da dieta dependem das caracteristiog®légicas e bioquimicas do
trato digestorio e todos os seus anexos, sendsi@ofjia intestinal reflexo das
variacbes e especializacbes nas estruturas digesstéque estdo diretamente
relacionadas aos habitos alimentares (KARASOV eNDDAND, 1988; KARASOV
e HUME, 1997).

Os rins também tém importante papel no sucessbtagio da energia

suficiente para a manutencéo e sobrevivéncia dosa@ Schondube et al. (2001)
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observaram que ingestdo de proteina parece esaiv@mente relacionada com a
habilidade para concentrar urina. Esses resultsdgerem que seja correta a
hipotese de Studier e Wilson (1983), de que a rogi® renal em morcegos é
determinada primeiramente pelo conteudo de praegaletrdlitos da dieta e
secundariamente pela agua do ambiente.

Um outro fator que influencia diretamente a aliragéib das espécies de
morcegos, em especial das fémeas, € a reprodug@o,vaz que as condi¢cdes
ambientais e fatores enddgenos estdo fortemenbeiadss com a reproducédo dos
morcegos (NEUWEILER, 2000). Os fatores climaticosmbinados (temperatura e
chuva) influenciam a disponibilidade de alimentdgiferindo diretamente com os

ciclos reprodutivos desses animais (FLEMING etl#l72; RACEY, 1982).

[.B. MUDANCAS EVOLUTIVAS NA DIETA E NA DIGESTAO EM
MORCEGOS

As relagbes taxonOmicas em Chiroptera s&o ainébatiias.
Classicamente a Ordem pertence a Superordem Aghguoe inclui Primatas,
Dermoptera e Scadentia (NOVACEK, 1992), mas a ittédicional de filogenia de
Mammalia tem mudado freqientemente a medida qu#msias moleculares de
dados nuclear e mitocondrial sédo acrescentadossmpesulacdes (NIKAIDO et al.,
2000; MADSEN et al.,, 2001; MURPHY et al., 2001; ARSION et al.,, 2002;
DEUSUC et al., 2002; SPRINGER et al., 2004). Oscegos tém sido agrupados
em Laurasiatheria junto de Carnivora, PholidotarisBedactyla, Cetartiodactyla

(Artiodactyla mais Cetacea) e Soricomorpha. Os\&es, Dermoptera e Scandentia
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sdo agrupados juntos formando um grupo irmdo cooe®@ e Lagomorpha em
Euarchontoglires (SPRINGER et al., 2004).

Os estudos filogenéticos indicam que insetivoria édieta ancestral dos
filostomideos e que a maioria das dietas evolusamente uma vez dos insetivoros
(WETTERER et al. 2000). A Unica possivel excecampeste padrao parece ser o
habito carnivoro, que pode ter evoluido duas vemsss Phyllostomidae
(SCHONDUBE et al., 2001).

O desenvolvimento do habito frugivoro dos filostdeds € mais recente
do que dos pteropodideos, fato testado pela aréhseificacdo de diferentes graus
de especializacbes morfoldgicas apresentadas geiwgrupos (CRUZ-NETO et al.,
2001).

A evolucdo comparativamente recente de frugivono$byllostomidae é
indicada pela retencdo de muitas caracteristicaOmicas associadas com
insetivoria, incluindo dentes complexos, olhos @ems e ecolocalizacdo
(DELORME e THOMAS, 1999). Até mesmo a maioria did@stomideos, como
espécies dos géner&arollia e Artibeus, continuam incluindo insetos e fracoes
liquidas de folhas ricas em proteina em sua ditENIING et al. 1972; KUNZ e
DIAZ, 1995).

Estudos demonstraram diferencas na expressaaiiasnentre espécies
com diferentes dietas, e essas mudancas alimenigwasam ao aumento ou
diminuicdo da atividade de certas enzimas, de acooth o substrato presente na
dieta (KARASOV et al., 1985, DIAMOND, 1991; DIAMONR HAMMOND,
1992). A exemplo, a atividade da trealase foi zethuquando morcegos mudaram

de insetivoro para todas as outras dietas, senuorgdgrada que sua atividade foi
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maior em morcegos insetivoros do que em fitofagasnivoros e hematéfagos
(SCHONDUBE et al., 2001).

A atividade da maltase e sacarase intestinaleest@ante erd. rotundus
cuja dieta € quase completamente livre de disshoaré carboidratos complexos,
sendo o unico vertebrado conhecido que falta attledda maltase (SCHONDUBE et
al., 2001).

Karasov e Diamond (1988) propuseram que fisiolegidieta interagem
de maneira complexa, criando restricdo e oportaleisla Os resultados de varios
estudos demonstram que mudancas evolutivas na s@@taacompanhadas por
mudancas fisiologicas que facilitam o uso de diesvadas. Uma mudanca de
insetivoro para frugivoro, por exemplo, conduz mento da atividade da sucrase e
maltase, cujas atividades também aumentaram nasingasl de insetivoro para
nectarivoro e frugivoro, diferente da atividade tlealase que foi reduzida
juntamente com a habilidade para concentrar urifda auséncia de grandes
quantidades de agua livre, as mudancas renais poesmngir a habilidade de
morcegos nectarivoros e frugivoros para livrar-se wéia produzida pelo
catabolismo de grandes quantidades de proteinas, cgracterizam uma dieta
insetivora (STUDIER et al., 1983).

Apesar dos relatos sobre as mudancas nas atividdaesenzimas
envolvidas com a digestdo, os estudos moleculaxdstvos de enzimas digestivas
em morcegos sao ainda raros, e certamente a diadeside fontes alimentares
usadas por esses animais deve estar relacionadamandiversificagdo semelhante

de suas enzimas digestivas, tornando um aspeetesstinte para ser estudado.
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[.C. ISOENZIMAS

Um grupo particular de enzimas que tem sido ampiéenavestigado em
varios outros grupos de mamiferos sdo as isoenziu&ssao proteinas diferentes
que catalizam a mesma reacdo. Sao formas multgui@spodem ocorrer na mesma
espécie, no mesmo tecido ou na mesma célula. Comepnapresentam sequéncias
de aminoacidos semelhantes, embora nédo idéntieasrauitos casos compartilham
a mesma origem evolutiva (LEHNINGER et al., 1995) i8oenzimas apresentam
diferentes padrdes de mobilidade eletroforéticagdeeportanto Uteis na deteccéo de
polimorfismos e caracterizacdo de populacdes eceEspéue habitam diferentes
ambientes (SOMERO, 1978).

As isoenzimas desempenham a mesma atividade icatatiias podem ter
diferentes propriedades cinéticas a ser separamagrpcessos bioquimicos. Isto
significa que as isoenzimas de um mesmo grupoedifezntre si na sequéncia de
aminoacidos que possuem, o0 que podera influenaiatiaeza da estrutura protéica
secundaria, terciaria e quaternaria da enzima.e8&& razao, elas tém sido utilizadas
para estimar os niveis de variacao e entenderw@west da variabilidade genética de
populacdes naturais, estudar o fluxo génico entipulpcbes e processos de
hibridacdo natural. A analise comparativa de engimautras proteinas em varios
grupos taxonémicos de plantas (VASSEUR et al., 189DAMBI et al., 1990) e
animais foram usadas também para estudar problenwstivos e taxondémicos
(MILLER e NOVAK, 1983; PADHI e KHUDA-BUKHSH, 1990).

O estudo das isoenzimas, sob o ponto de vistaitgxm| bioquimico e

fisiologico é importante, devido as suas formas emuwhres multiplas, que sé&o



25
INTRODUCAO

comuns em VAarios organismos, apresentam a meswidadgé catalitica, podendo

assim, desempenhar uma funcédo especifica no mistabplem harmonia com

outras enzimas celulares. Freguentemente as ismnapresentam especificidade
celular ou tecidual, e a heterogeneidade delaspoiifexibilidade, versatilidade e

precisao para 0s organismos em termos de funcabdliera, assim a multiplicidade

€ importante para a eficiéncia morfologica.

Entre as varias isoenzimas que vém sendo estudadagertebrados,
podem ser destacadas as esterases e as fosfadseudo das propriedades fisico-
quimicas, estrutura e distribuicdo de enzimas ofeieformacédo valiosa para o
entendimento da funcdo das relacdes funcéo-esrutas diferentes complexos

isoenzimaticos (SALAMASTRAKIS, 1988).

.C.1. As Enzimas Esterases e Fosfatases

I.C.1.a. Esterase (Hidrolases de ésteres carbasds - E.C.3.1.1)

Desde a década de 30 ha registros na literatuestddos com esterases
em mamiferos, e os varios trabalhos relatam a pgasda enzima em diferentes
tecidos como plasma sanguineo, figado, coracdoculigeitoral e rim de
diferentes animais, como cavalo, seres humanospp@ morcegos (CONNORS et
al., 1950; COURVILLE e LEDINGTON, 1951; MOUNTER eal.,, 1956;
MARKERT e HUNTER, 1959; ADLER e KISTIAKOWSKY, 1961PETRAS,
1963; MANWELL e KERST, 1966; PELZER, 1965; RANDERSQO 1965;

MORALES et al., 1991).
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Foi em 1959 que, com o emprego da eletroforeseu#ingson K.B.
revelou pela primeira vez, ao usar substratos etiios especificos e inibidores, a
ocorréncia de variedade de esterases. Pouco depoid963, Holmes e Masters,
estabeleceram o “status” de isoenzima e a basd¢iggedas esterases (KOEHN et al.,
1983). O emprego da eletroforese em gel de amide &cnicas histoquimicas
permitiu a deteccdo de grande numero de enzimawnea$ eletroforeticamente
separaveis, de um mesmo organismo, 0 que possibdiestudo da variabilidade no
padrdo enzimatico de varias espécies.

As esterases sdo enzimas altamente variaveis, gu@reendem um
grupo multifuncional e heterogéneo de enzimas qdelisam preferencialmente
ésteres de acidos carboxilicos e estdo amplamesttdbuidas entre os seres Vvivos.
Contudo, podem atuar sobre outros substratos, goonoexemplo, peptideos e
amidas (WALKER e MACKNESS, 1983; SALAMASTRAKIS, 188 Embora sua
especificidade aos substratos possa ser limitaddavo, algumas sdo capazes de
hidrolisar uma ampla classe de substratositro, sendo que para a maioria das
esterases, seus substratos naturais ndo sao dwotegpara a maioria das esterases
nao especificas também nédo é conhecida a sua ftisighagica (VEINI et al., 1986;
OAKESHOTT et al., 1993; SALAMASTRAKIS, 1988).

Em vertebrados as esterases sao caracterizadagapole variabilidade
genética intra-especifica, e por isso foram ampféenatilizadas como marcadores
genéticos para investigacdes populacionais em smugtpécies (SELANDER e
KAUFMAN, 1973).

O avanco das técnicas de analise eletroforétigpiggou 0 estudo mais

detalhado das esterases, possibilitando a clasgificdessas em grupos distintos.
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Mais de 20 enzimas esterasicas foram classificadaseste método, em diversas
espécies de organismos (HOLMES E MASTERS, 1967; T®At al., 1975;
WALKER e MACKNESS, 1983; OAKESHOTT et al., 1993; WKER, 1993).
Como a atividade das esterases é demonstrada podoséhistoquimicos de
coloracdo com substratos sintéticos, que nao apesserelacdo com 0s substratos
bioldgicos (SCHAW, 1965; BREWER, 1970; HOPKINSON,/4), elas sédo capazes
de hidrolisar um vasto grupo de substratositro. Pela inespecificidade de acao
aos substratos muitas esterases tém sido cladss$icaomo enzimas inespecificas
(SCHAW, 1965). Além disso, outras enzimas que B8terases, apresentam
atividade frente aos ésteres sintéticos utilizguhra a deteccdo das esterases e, por
iSS0, outros critérios sao requeridos para suaifizg;ao funcional.

A classificacdo das esterases mais aceita bas@ia-sua sensibilidade a
trés grupos de inibidores de atividade enzimatsageagentes sulfidrilicos, como o
para-cloromercuriobenzoato (pCMB), os organofosfosa(malathion, por exemplo)
e carbamatos (como exemplo, o sulfato de esert@)MES e MASTER., 1967).
Por esse método sdo diferenciadas quatro classestdeses: carboxilesterases,
arilesterases, colinesterases e acetilcolinesgerase

As carboxilesterases (EC 3.1.1.1) sé&o inibidasapeor organofosfatos.
Catalisam a hidrolise de ésteres de &cidos carboxiem acido e alcool livres.
Agem também sobre amidas aromaticas, ésteres acoma@ tioésteres. Ozols
(1987) demonstrou que a carboxilesterase no figadmamiferos € um catalisador
altamente eficiente na hidrélise de éster, sendaonaoria capaz de clivar

monogliceridios de acidos graxos de cadeia longa.
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Essas enzimas ja foram estudadas em anfibios (REIAR et al.,
1982), peixes (HODGES e WHITMORES, 1977; HARITOSALAMASTRAKIS,
1982), aves (VEINI at al., 1986), coelhos (BELLENak, 1986), preas (MONJELO
e CORDEIRO, 1979), ratos (ROBBI e BEAUFAY, 1983)camundongos (von
DEIMLING et al., 1984).

As carboxilesterases mais conhecidas encontramesefigado de
mamiferos (HUANG et al.1994; MORGAN et al.,1994), ocorrendo na fracao
microssomal, onde compreendem de 5% a 7% do tetglrdieinas. Seu papel
fisiologico € incerto. Junge (1984) sugere a fongd& auxiliar no sistema de
desintoxicacao do organismo, participando do méisaho de ésteres ou amidas.

As carboxilesterases das espécies de Mammalia eemgiem uma familia
multigene, cujos produtos génicos estdo localizadnseticulo endoplasmatico e
citosol de muitos tecidos (SATOH e HOSOKAWA, 2006jua principal
caracteristica é apresentar uma conservacao da téalitica (MARSHALL et al.,
2003), com o sitio ativo composto por uma serima, glutamato e uma histidina
(OLLIS et al., 1992; OAKESHOTT et al., 1999).

Apresentam uma ampla variacéo de fungdes inclunediootransmissao em
animais (VOGT et al., 1995), degradacao de xenigb®tem figado de mamiferos
(SATOH e HOSOKAWA, 1998), resisténcia a inseticidamm insetos
(HEMINGUWAY, 2000), detoxificagdo ou ativacdo mediba de varias drogas,
poluentes ambientais e carcinogénicos (SATOH e HOS®A, 1998).

Os padrbes de expresséo dos genes codificadoresaudiasilesterases sao
regulados durante desenvolvimento pelo estadocrangl, fatores hormonais e

xenobidticos, sendo a sua expressdo observaddpatmente no figado, intestino
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delgado, rim e pulméo (SATOH e HOSOKAWA, 1998; SAT6@t al., 2002). Ha
varios fatores que influenciam a atividade da cedtbsterase, diretamente ou no
nivel da regulacdo da enzima, sendo que a expoaigamuentes ambientais ou a
drogas lipofilicas podem resultar na inducédo dadade (SATOH e HOSOKAWA,
2006).

Os varios estudos realizados em animais tém sidcocdantes quanto a
observacao de que a maior atividade hidrolase @oarifigado (HOSOKAWA et al.,
2001), enquanto que uma atividade moderada foirehde nos tubulos proximal de
ratos (TSUJITA et al.,, 1988, 1993). Também nesseégdiatada uma atividade
significativa da enzima no intestino delgado (INOelEal., 1979; MORGAN et al.,
1994; CAMPBELL et al., 1987).

Uma variacdo na atividade da carboxilesterase agola@o intestino ja foi
verificada, e esta é maior nas porc¢des iniciaisntkstino, em que sua atividade €
cerca de 1,5 vezes maior no jejuno do que no iIBASAKI et al.,
2007, TAKETANI et al., 2007).

Enzimas carboxilesterases foram inicialmente diaagsias por sua
especificidade ao substrato p#. Entretanto, esta classificacdo € ambigua na
sobreposicdo da especificidade ao substrato. Umea reacdo esterolitica é
freqientemente mediada por varios tipos de enzif8A3OH e HOSOKAWA,
2006). Por esse fato, Satoh e Hosokawa (1998upespam uma nova classificagéao e
nomenclatura de isoenzimas carboxilesterases de nMéay classificando as
isoenzimas em cinco subfamilias, CES 1, CES 2, &KZES 4 e CES 5, de acordo
com a homologia da seqiéncia de aminoacidos, sprela identidade de sequéncia

das isoenzimas da carboxilesterase é baseadabwxitesterase do figado humano
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(SATOH e HOSOKAWA, 1998). Como exemplo, as fami&S1 e CES2
compartilham 40-50% de identidade da seqUéncia reoacidos, mas tém
diferentes especificidades ao substrato (SATOH. ,e2@02; IMAI et al., 2006).

Algumas carboxilesterases sdo altamente especititaando somente em
substrato particular (SUSSMAN et al., 1989), embordras sado capazes de
hidrolisar uma ampla variacdo de substratos (OAKEFH et al., 1991). Assim, a
variacdo da distribuicdo das isoenzimas em tecadosiais, como por exemplo,
CES1 e CES2 resulta da diferenca na atividade lagkargao especifica. Quando a
mesma familia de enzima esta presente em um Orgaodiferentes espécies
animais, sua atividade esterase pode ainda vdeargo a diferente especificidade
aos substratos decorrentes da presenca de difersoftermas.

As arilesterases (EC 3.1.1.2) sao inibidas por emt@g sulfidrilicos,
como mercurio e chumbo e por céations metalicosuanatpreferencialmente, sobre
substratos aromaticos. Nos mamiferos estdo adssceaparticulas de lipoproteinas
de alta densidade (VHLP) do plasma, sendo inibptasreagentes como o PHMB
(parahidroximercuribenzoato) e metais pesados ¢aimo Hg*, Cu™ e La™
(JUNGE e KLEES, 1984). Seu papel fisiolégico écdebecido, mas por estar
associada com particulas lipoprotéicas do soredéarse estarem envolvidas no
metabolismo de lipideos.

Alguns estudos tém revelado que certas aves eomsgresentam uma
baixa atividade das arilesterases, o que podepiicax a maior sensibilidade desses
organismos aos inseticidas organofosforados, empa@gdo com mamiferos

(WALKER et al., 1991).
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As colinesterases representam uma das familias pwdimorficas de
enzimas e estao presentes em todos os organis®@as.inibidas por organofosfatos
e carbamatos, sendo esta Ultima substancia reymbnpéla distincdo entre
carboxilesterases e colinesterases. Podem ainda dassificadas em
acetilcolinesterases e pseudocolinesterases.

Essa complexidade nas formas e tipos das estetdsesta também a
caracterizacao funcional de suas atividades.

A atividade dos genes nos tecidos reflete a atudgdomecanismos de
regulacdo no desenvolvimento e na diferenciacaolacel No caso das esterases,
além da regulacéo diferencial, a distribuicdo néesehtes partes do corpo e tecidos
de um organismo pode indicar ou sugerir o posgiagel fisiologico.

Embora as esterases tém sido estudadas em divergasismos, as
melhores informacgdes sobre o seu funcionamentonfoaée 0 momento, obtidas em
insetos, onde estdo envolvidas em processos digss{&APIN e AHMAD, 1980;
SREERAMA e VEERABHADRAPPA, 1991; KERLIN e HUGUES,992;
ARGENTINE e JAMES, 1995), reprodutivos (COSTA et #883; RICHMOND e
SENIOR, 1991; KAROTAN et gl 1993), na regula¢do dos niveis do horménio
juvenil (KORT e GRANGER, 1981; ZERA e HOLTMEIER992; GU E ZERA,
1994) e degradacédo de inseticidas (MUTERO et 841 WHYARD etal.,1994;
FEYEREISEN, 1995).

Em espécies de vertebrados a atividade da carbterdese também pode
estar relacionada a dieta. Geralmente espéciewsranj herbivoras, insetivoras e
granivoras (isto €, onivoras e ndo carnivoras)mamr atividade de carboxilesterase

do que os carnivoros. A possibilidade que tem saisiderada é do requerimento
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desta enzima no metabolismo dos constituintes eta fTHOMPSON et al., 1991).
Westlake et al. (1983) relataram diferencas enavadade geral da esterase no soro
de espécies de mamiferos e aves herbivoros/oniearamivoros. O estudo aponta
a evidéncia de que espécies de passaros onivorasbésoras tém uma maior
variacdo de formas de esterases, acompanhada diaatingdade de carboxilesterase
do que as espécies carnivoras. Este fato sugereuplquer diferenca pode ser

relacionada, primariamente, a fatores alimentanegué fatores metabalicos.

|.C.1.b. Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) ou monoesterofosforico
fosfohidrolase € uma enzima que catalisa a hidrdlie ésteres fosfato em pH
alcalino, resultando na remocé&o de um grupo fogfafd HAU et al., 2000). Sob
condicdes fisiologicas a fosfatase alcalina podfolisar um grande numero de
substratos naturais incluindo piridoxa¥&sfato, B-glicerofosfato, fosfoetanolamina
e pirofosfato (WHYTE et al., 1995).

A fosfatase é amplamente distribuida em variosdtsgi onde aparece
ligada a membrana basal (FUJIMORI-ARAI et al., L99VADA et al., 2001).
Alcanca grande concentracdo no figado, osso, imbest placenta, porém,
praticamente todos os tecidos do corpo contém, rointa, uma pequena
quantidade.

Como as esterases, representa um sistema de masnziodas
glicoproteinas, que diferem em suas propriedadefguimicas e eletroforéticas, e

sdo codificadas por diferentes genes (CALHAU et2000). Modificacdes pos-
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traducéo originam as varias isoformas, cuja des@maeflete o local de expresséo
mais elevada (NEGRAO et al., 2003).

Em primatas superiores sdo descritas trés isoeazimaplacentaria,
intestinal e uma nao especifica, que ocorre enetiifes tecidos (figado/osso/rim)
(SUSSMAN et al., 1989; van HOOF e de BROE, 1994. fosfatase alcalina
intestinal € normalmente expressa somente noimbes¢lgado.

O aparecimento da fosfatase alcalina intestinal pmpriedades Unicas e
alta atividade especifica € uma caracteristica amifieros (KOMODA et al., 1986)
porém, em ratos ha duas isoformas distintas (rIAlEP¥IALP-1l), com 79% de
identidade nos aminoécidos, diferindo notavelmeatextremidade carboxi-terminal
(ENGLE e ALPERS, 1992; XIE et al., 1997). Em caehln fosfatase intestinal
expressa em estagios iniciais da gestacdo no figado (FUJIMORI-ARAI et al.,
1997).

A fosfatase humana consiste de no minimo quatreenBmas
geneticamente diferentes, denominadas tecido in#&@e intestinal, placentaria e
germinativa (MATSUSHITA et al.,, 2000). A fosfatagdcalina inespecifica é
encontrada em quase todos os tecidos, sendo maidaaiie nos rins, 0sso e figado
(van HOOF e de BROE, 1994).

A origem da familia génica das fosfatases alcalédspoteticamente
atribuida a uma série de duplicacdes génicas. phtése estabelece que a primeira
duplicacdo de um gene ancestral deve ter produzigene da fosfatase alcalina
tecido ndo especifica e, uma duplicacdo subseqisae ter, entdo, causado
modificagcbes nos genes para as demais fosfatakEer{faria, fosfatase alcalina

embrionaria/placental-like e fosfatase alcalinastihal) (XIE e ALPERS, 2000).
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Os niveis da fosfatase alcalina sdo regulados iganegnte e a liberacao
de cada uma das isoenzimas e isoformas para antorsanguinea, o lumen
intestinal ou a bile € dependente de situacdeddigcas e patologicas (NEGRAO
et al., 2003).

A fosfatase alcalina tem especificidade para dosesubstratos e, desta
forma, varios métodos tém sido utilizados para tifiear a sua atividade no soro e
outros materiais biologicos, sendo que todos degrarah taxa de hidrdlise de varios
esteres fosfatos sob condi¢cdes especificas de tem@e e pH. Entre os varios
substratos utilizados pode ser destacado o p-aitiidbsfato, um composto incolor,
que apods a hidrolise do grupo fosfato pela enzireaulta na liberacdo de p-
nitrofenol, que tem coloracdo amarela e pode santdicado por espectrofotometria
em 400 nm. A quantidade de p-nitrofenol liberadidida a quantidade de quebras
que ocorreram no substrato e dessa forma permitAlaulo da atividade e
concentracao de fosfatase na amostra (BESSEY, &045b).

Alguns estudos tém constatado que a concentra¢gab da fosfatase
alcalina depende do sexo e da idade. As criamqrasentam altas concentracdes de
fosfatase alcalina Ossea devido ao crescimentogcedmente no periodo da
puberdade. Apds esta fase ocorre um rapido dedM®NG, 1967). Negréo et al.
(2003), ao analisarem a variacdo da atividade sfatlse alcalina sérica humana em
individuos com idade e sexos diferentes, verifitagae a fosfatase alcalina tecidual
nao especifica aumenta gradualmente com a idad@ndms os sexos, sendo mais
acentuada dos 50 aos 60 anos nos homens, diminamdseguida, enquanto nas
mulheres a atividade foi mais acentuada na faixa @b anos. Nas mulheres a

fosfatase alcalina intestinal se estabiliza (dinmda ligeiramente) apds os 69 anos, e
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nos homens a partir dos 59 anos. Em macacos fidlaobma associacao positiva
entre a fosfatase alcalina e idade (LEES e RAMSKO0)9).

Em ratos, mudancas na idade afetam significativéenanestrutura da
membrana da borda em escova dos enterocitos eeis de atividade das enzimas
presentes, sendo observada uma reducéo na abdergatrientes. A diminuicdo da
densidade das microvilosidades foi correlacionamta o declinio da atividade das
enzimas da borda em escova no intestino delgadage@xplicaria a diminuicdo da
atividade da fosfatase alcalina intestinal (JANGIgt2000).

Na gravidez a fosfatase alcalina no soro esta aat@ndevido a
isoenzima placentaria (YONG, 1967), cujos nivei®lesam no inicio do primeiro
trimestre e podem chegar ao dobro do normal né dieste periodo (WHYTE et al.,
1995). Os niveis de fosfatase alcalina permaneslerados até um més apés o
término da gravidez.

A presenca da fosfatase alcalina em varios tedidssmuitas espécies,
desde microrganismos até o homem, indica que elautea funcdo fundamental.
Contudo, seu papel fisiologico ndo esta aindartwate esclarecido (van HOOF e de
BROE, 1994).

Alguns estudos tém fornecido indicios para uma leggio de funcdes
celulares, como proliferacao, diferenciacdo e foansgacdo (CALHAU et al., 2000),
regulacdo em varios processos extracelulares, imgidu formacdo do osso e
mineralizacdo (MAKINEN e PAUNIO, 1969), participacéo transporte de fosfato
inorganico (Pi) no rim, intestino e talvez outresitlos (KEMPSON et al., 1979), e
no transporte intestinal de lipidios (YOUNG et d981). Também tém sido

demonstrado uma correlacdo positiva entre a atieidda fosfatase alcalina por
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unidade de peso no figado, nos rins, no duoderm jejuno, e entre a extensao da
membrana plasmatica apical por unidade de volursertsmos tecidos (CALHAU
et al.,, 1999), o que reforca a associacado entresiatbse alcalina e sistemas de
transporte. Um papel na absorcdo de acidos graembpidratos, aminoacidos e
proteinas do intestino ndo € descartada (WADA ¢t28I01; NARISAWA et al.,
2003).

Variacdo nos niveis alimentares de gordura afetaratiadade da
fosfatase alcalina no intestino, linfa e soro, eipso foi suposto que a enzima tem
funcdo no metabolismo de fosfolipidios (KAPLAN, P97 Pessoas com grupos
sanguineos B ou O, e que sao secretores, apreselgamgdo da fosfatase alcalina
duas horas apos alimentacdo gordurosa (NAOUM, 1988) requerimento para a
acao especifica da enzima poderia explicar a naividade da fosfatase alcalina
durante a alimentacdo rica em gordura do que dmickato, visto que somente 0
lipidio pode requerer fosforilacdo durante o tramsgp Alternativamente, essas
diferencas podem ocorrer em resposta a diferend@sentracdes luminais de
carboidratos, que variam em sua capacidade parmauémst a fosfatase alcalina
intestinal (McCARTHY et al., 1980).

A mucosa do intestino tem o maior contetdo de faséalcalina de
qualquer tecido do corpo (SCHMIDT e THANNHAUSER, 489 e, por isso,
existem muitos estudos sobre a fosfatase alcafitestinal. Estudos em varias
espécies de animais tém mostrado que esta enzidndigegla a membrana apical
através de ligacdo covalente fosfatidilinositolgha (ENGLE et al., 1995). Ela

também tem sido encontrada associada com umayparsierfactante e secretada na
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lamina propria, capilares linfaticos, soro e lundenintestino delgado em resposta a
absorcéo de gordura (ZHANG et al., 1996).

Vérias funcdes associadas com a fosfatase alcalinatinal tém sido
sugeridas, e entre elas estd o de ser responséwehigrolisar ligacbes ester
fosforicas de compostos organicos (SOGABE et 804 uma funcdo na aborgéo
de gordura (MAHMOOD et al.,, 1994; ZHANG et al., 8)9e no transporte
transcelular intestinal de nutrientes (BAILLIEN ©GNEAU, 1995).

Véarios estudos tém demonstrado que multiplas foraasfosfatase
alcalina (isoenzimas) sédo expressas no intestilyade de roedores (ENGLE et al.,
1995), bovinos (BESMAN e COLEMAN, 1985; BUBLITZ at., 1993) e humanos,
porém, as multiplas formas de RNAm codificando sfdtase alcalina intestinal sdo
devidas a diferencas na poliadenilacdo (HENTHORIdl.et1988), e somente uma
proteina € produzida. Porém a maioria das espégijpessam exatamente uma
Unica fosfatase alcalina intestinal, apesar de eqneduas espécies de bovinos, no
minimo duas isoenzimas ja foram encontradas (BESMAGIOLEMAN, 1985), e
em ratos foram isolados dois genes que codifiasfatase alcalina intestinal que,
apesar de apresentarem organizacdo semelhanteemtpra diferentes regides 5
flanqueando as regides promotoras.

Os niveis de fosfatase alcalina intestinal variamree as diferentes
espécies. Em ratos com diferentes dietas foi saderum gradiente proximo-distal
na atividade da fosfatase no intestino. Dietagsriem proteina conduziram a uma
maior atividade da enzima em todas as regides w@stino, enquanto que, dietas
ricas em gordura e carboidrato levaram a diferesgasficativas da atividade em

diferentes regides do intestino. Esses dados wsupa hipdtese de que a fosfatase
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alcalina pode ter importante funcao fisiologicadedosforilacdo de fosfoproteinas e
outros componentes alimentares (McCCARTHY et al80)9

Wada et al. (2001) demostraram que a atividadec#g@eda fosfatase
alcalina nas partes superiores do intestino de éatlta, evidenciando que o0s
nutrientes sédo absorvidos principalmente nest& piarintestino, e a absorcao estaria
portanto, diretamente correlacionada com a atiddda fosfatase alcalina. As
outras isoenzimas do intestino superior desempamhama funcdo na absorcao de
acidos graxos e carboidratos. Em ratos a fogfakslina intestinal no duodeno e
ileo diferem nos parametros cinéticos, provavelmedévido a expressao da
isoforma IALP Il somente no duodeno (CALHAU et 2000).

Em humanos, a maior atividade catalitica da foséa#dcalina intestinal é
observada no duodeno, enquanto a atividade emacéethaior no ileo do que no
duodeno. Essa diferenca tem sido atribuida a wamiagéo funcional da fosfatase
alcalina intestinal humana e de coelho no tratcestiyio desses organismos
(MIURA et al., 1989; FUJIMORI-ARAI et al., 1997).

Também tém sido relatadas diferencas estruturfis@onais entre as
metades proximal e distal do intestino durante sedeolvimento e maturacdo de
ratos que mamam. Durante o periodo de lactacédividlade total da fosfatase
alcalina € maior no ileo e torna-se muito maiormestino proximal. Os resultados
demonstraram que as formas sollUveis e de membeaf@si@dtase alcalina em ratos
gue mamam sao isoenzimas distintas (YEDLIN etlaB]1).

N&o ha nenhum estudo sobre fosfatase em espécrasrdegos, o0 que
seria de grande interesse, uma vez que, COMO Vigas, grupo que entre 0s

mamiferos apresenta a maior diversidade de dMdEMPSEY, 2004).
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Os estudos sobre a nutricdo e o sistema de enaiigastivas em
morcegos sdo raros na literatura, e as indicacéeguéd a atividade da fosfatase
alcalina varia entre diferentes dietas (KEMPSONlgt1979; McCARTHY et al.,
1980; NARISAWA et al., 2003) motivam a obtencaomfermacdes sobre aspectos
da digestdo em espécies de Chiroptera com diferémibitos alimentares. O
desenvolvimento de estudos que caracterizem aladigi enzimatica de diferentes
enzimas relacionadas a digestdo como a fosfatasdinal e as esterases é
interessante e as informacdes certamente serdortanfes para auxiliar na
compreensao da fisiologia do sistema digestorio alumais e para uma melhor

compreensao das func¢des das enzimas.
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[I. OBJETIVOS

A escassez de informacdes e a possibilidade denaksa os sistemas
enzimaticos em quatro tecidos, figado, rim, est@magintestino, em oito
espécies de morcegdglolossus molossus, Molossus rufus, Myotis nigricans
Artibeus planirostris, Artibeus lituratus, Platyirius lineatus, Glossophaga
soricina e Desmodus rotundugjue apresentam diferentes habitos alimentares

motivou o presente trabalho, que teve como objgtivo

1) Identificar a presenca de esterases em indigigertencentes a oito espécies

de trés familias de Chiroptera que apresentamg&ariao habito alimentar;

2) Dosar a atividade enzimatica das esterases fatdegs nas espécies de

morcegos com diferentes habitos alimentares.
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Padréo de esterases no figado, rim, intestino e @stago de espécies de morcegos
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Resumo

Os morcegos apresentam especializacdes alimentares refletem
especialmente nas adaptagbes morfolégicas do hparetanio-dental, na
histoquimica e ultra estrutura do trato digestdras glandulas salivares e no sistema
enzimético. Estes aspectos estimulam o estudo dectedzacdo molecular das
diferentes estratégias nutricionais, através ddisasdbioquimicas de enzimas que
atuam nos processos digestorios. Pela sua angtdbdicdo nos diferentes tecidos
dos organismos, a esteraseima enzima muito estudada, e que participa desvar
eventos, como o transporte de lipidios no intestimms processos digestérios e
reprodutivos e na degradacao de inseticidas. Asandas esterases presentes em
quatro diferentes tecidos (figado, rim, estdbmagmtestino) de oito espécies de
morcegos com diferentes habitos alimentaMsldssus molossus, Molossus rufus,
Myotis nigricans, Artibeus planirostris, Artibeugufkatus, Platyrrhinus lineatus,
Glossophaga soricine Desmodus rotundiisrevelou um padrdo espécie-especifico
para a enzima nos diferentes tecidos, com uma ragmlaridade entre o figado e o
rim, e o estdbmago e intestino, evidenciando umemexpressdo da enzima no
figado e no rim. Observou-se a predominancia-@sterases em todos os tecidos
para todas as espécies, sendo [testerases ocorreram apenas no intestino da
espécieMlyotis nigricans e a-3 esterases foram observadas nas espécies frugivoras
A. planirostris, A. lituratuse P. lineatus,e na espécie insetivoM. nigricans. A
caracterizagdo das esterases com base na inibedoitip identifica-las como
carboxilesterases, embora elas tenham sido inibatsenas parcialmente pelo
malathion e PMSF. A andlise da atividade da carboxilesterase, megela

substrato feniltioacetato detectou, na maioria essecies, maior atividade desta
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enzima no intestino, seguido do rim e figado, éreago. Os resultados do presente
estudo reforcam a idéia de que diferentes dietengente conduzem a mudancas
especificas na atividade de varias enzimas, e semga e a atividade variavel das

esterases nos tecidos das espécies analisadasoedaeima funcéo para a enzima

na digestao ou degradacédo de diferentes compasteanpes na dieta.
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Abstract

The food specialities of bats reflect especiallynoorphological adaptations
of the skull and dental apparatus, in histochemistnd ultraestructure of the
digestive system, in the salivary glands and theymatic system. These features
stimulate the study of molecular characterizatibrdifferent nutritional strategies,
through biochemical analysis of enzymes that adigestive process. For its wide
distribution in different tissues of organisms, #&erase enzymes is very studied,
and it participates in several events, such asp@m of lipids in the intestine, in
digestive and reproductive processes and the dmgvadof insecticides. The
analysis of esterases present in four differersués (liver, kidney, stomach and
intestine) from eight species of bats with diffdrdietary habit{Molossus molossus,
Molossus rufus, Myotis nigricans, Artibeus plantrss Artibeus lituratus,
Platyrrhinus lineatus, Glossophaga soricimand Desmodus rotundusyevealed a
species-specific enzyme pattern for different gssuwith a greater similarity
between the liver and kidney, and stomach andtinegsshowing greater expression
of the enzyme in the liver and kidney. There waselominance of - esterases in
tissues for all specief; esterases occurred only in the intestine of tisetivorous
speciesM. nigricans and 3 - a esterases occurred in frugivorous spedes
planirostris, A. lituratusand P. lineatus The characterization of esterases based on
the inhibition allowed identify them as carboxikstses, although they have been
only partially inhibited by malathion and PMSF. Taealysis of the carboxilesterase
activity, measured by the substrate feniltioacetaiond in most species, higher
activity of this enzyme in the intestine, followeg kidney and liver and stomach.

The results of this study reinforce the idea th&ééeknt diets usually lead to changes
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in specific activity of several enzymes, and theialde presence and activity of
esterases in the tissues of species analyzed sHawncton for the enzyme in the

digestion or degradation of different compoundsent in diet.
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Introducao

Cerca de um quarto de todas as espécies atuaisaméfaros sdo morcegos
(Wilson e Reeder 2005), o que representa 1100 iespéconhecidas mundialmente.
Eles constituem a Ordem Chiroptera, que € subdi@idim duas Subordens, a
Megachiroptera com 180 espécies de morcegos fruimgvgue ocorrem no Velho
Mundo, e os Microchiroptera, com cerca de 930 espémplamente distribuidas
pelo Mundo (Simmons, 2005). Cerca de 75% dos migrotgros alimentam-se de
insetos, contudo outras fontes alimentares sdo naim&es, como outros
invertebrados, peixes, anfibios, pequenos mamif@natuindo outros morcegos),
sangue, frutas, flores, néctar e polen.

O grupo melhor estudado de morcegos é a familild3tymidae, que ocorre
exclusivamente no Novo Mundo, onde constituem angte mais espetacular de
radiacdo adaptativa caracterizada pela grande géimela de dietas refletidas
especialmente na morfologia e comportamento do®retfifes taxons. Os
filostomideos podem alimentar-se de sangue, inspeapienos vertebrados, néctar,
frutas e um complexo de misturas onivoras (Gardr87). Este amplo espectro de
dieta fornece uma oportunidade Unica para investigganfluéncia desta sobre
caracteristicas bioguimicas. Animais que ingereereltes itens alimentares devem
processar 0s nutrientes e toxinas de maneira startita ou variada. Assim, a dieta
tem grande potencial para atuar como uma forcdivselenportante e modeladora
das reacdes digestivas e metabdlicas (Studier, di983; Karasov e Diamond, 1988;
Diamond, 1991).

Os estudos envolvendo a caracterizacdo moleculevotutiva de enzimas

digestivas em morcegos séo raros na literaturalieeasidade da alimentacédo e dos
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recursos utilizados pelos morcegos podem estatadiemte correlacionados com
uma diversificacdo das suas enzimas digestivas, bemo com as enzimas
envolvidas no processo oxidativo muscular, para esedvolvimento do véo
(Buchholz et al., 1958, Yacoe et al., 1982, Herroanst al., 1993; Redondo e
Santos, 2006).

A técnica de eletroforese de proteinas séricagratex de tecidos em gel de
poliacrilamida, seguida da aplicacdo de métodowatbys de histoquimica para a
visualizacdo de proteinas, tem sido utilizada erferelites estudos para a
caracterizacdo de proteinas especificas como inmdga, albumina, esterase
entre outras (Augustinsson, 1961, Paul e Fotti®§1l, Braend e Andersen 1987,
Fisher e Scott, 1978, Bell et al., 1984, Alavi-Sétau et al., 2006). As esterases tém
sido amplamente estudadas em insetos, onde estdlvidas em diversos processos
fisiologicos, como a regulacdo dos niveis de hoio®fjuvenis (Kort e Granger,
1981; Gu e Zera, 1994), reproducédo (Richmond ¢1980; Mane et al. 1983;
Karotan e Oakeshott, 1993), gravidez (Breed e J&B37), digestdo (Argentine e
James, 1995), funcionamento do sistema nervoso ulates e Geula, 1991),
desenvolvimento de resisténcia aos inseticidasr(i@uet al., 1992; Lee et al.,
2000), entre outros. Poucos sdo os trabalhos coemases de mamiferos, e os
estudos tém sido aplicados para a caracterizagéicge de populacdes e espécies e
tém revelado diferencas entre as espécies e mesim® iadividuos da mesma
espécie (Markert e Hunter, 1959, Coutinho et ab4l19Vomack, 1973, Dew e
Kennedy, 1980, von Deimling et al., 1985, Yamadalet1993; Bell et al., 1998,

Verimli et al., 2000; Erdogan e Ozbeyaz, 2004).
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Apesar das extensas investigacdes que vém senlitadea nos diferentes
organismos, pouco se pode dizer quanto ao papetslasases no metabolismo de
mamiferos, com excec¢ao, naturalmente, para adetdsterase, que esta envolvida
na transmissao de impulsos nervosos (Aldridge, 1%6reasen et al., 2001,
Rotundo, 2003).

A caracterizacdo funcional da atividade das esteras complexa e a
classificacdo mais utilizada baseia-se principatmea sensibilidade diagnostica de
concentracbes variadas de trés grupos de reageémt@gores: o acido p-
cloromercurio benzoico (pCMB), organofosforado®©)Pe o sulfato de eserina
(Holmes e Masters, 1967). A utilizacdo destes dates distingue quatro classes de
esterases: acetilesterases, arilesterases, cadiexdlses e colinesterases. Todas as
classes sdo heterogéneas, apresentando multiptaasfaeconhecidas pelos seus
parametros fisico-quimicos e de desenvolvimento.

Entre as esterases, as carboxilesterases tém midalas mais estudadas em
mamiferos. Como as demais esterases, compreendanfaomiia multigene, cujos
produtos génicos estdo localizados no reticulo gadmatico e citosol de muitos
tecidos (Satoh e Hosokawa, 2006). Sua principactaristica € apresentar uma
conservacao na triade catalitica (Marshall et2803), com o sitio ativo composto
por uma serina, um glutamato e uma histidina (@ftisl., 1992; Oakeshott et al.,
1999).

Entre suas varias funcdes pode ser destacada wehn@apeurotransmissdo em
animais, a degradacdo de xenobidticos em figadonamiferos, a resisténcia a
inseticidas em insetos e a detoxificagcdo ou ativap@&tabdlica de varias drogas,

poluentes ambientais e carcinogénicos (Vogt etl@P5, Satoh e Hosokawa, 1998;
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Heminguway, 2000). A modulacdo na expressdo dosesged diretamente
influenciada pelo estado nutricional do organisnmmrmoénios e substancias
xenobidticas, e sua expressao observada principtgnme figado, intestino delgado,
rim e pulméo, sendo a maior atividade hidrolaseendasla no figado (Satoh e
Hosokawa, 1998; Hosokawa et al., 2001, Satoh,e2@02).

Assim como para a maior parte das esterases, exgggcao na atividade da
carboxilestrase ao longo do intestino, onde é naagr por¢cdes iniciais (Masaki et
al., 2007; Taketani et al., 2007).

Em razao da sobreposicdo de especificidade da areidiferentes substratos,
Satoh e Hosokawa (1998) propuseram, baseados naldgiande sequéncias de
aminoacidos, uma nova classificacdo e nomencldeiisoenzimas carboxilesterases
de Mammalia, classificando as isoenzimas em cinddasilias, CES 1, CES 2,
CES 3, CES 4 e CES 5. As enzimas das familias GESES2 compartilham 40-
50% de identidade da sequéncia de aminoacidostémadiferentes especificidades
a substratos tornando a atividade hidrolase danenargao-especifica (Satoh et al.,
2002; Imai et al., 2006).

Mesmo quando a mesma familia de enzima esta peesenum determinado
orgao de diferentes espécies animais, sua ativiedatirasica pode ainda variar,
devido a diferente especificidade ao substrato @oienzima pode apresentar
diferentes isoformas (Imai et al., 2006).

Neste trabalho, a eletroforese em gel de poliawida foi utilizada para
comparar as esterases de quatro orgaos (figadointiestino e estbmago) em oito

espécies de morcegos com diferentes dietas, a dinnwestigar a ocorréncia de
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expressao e os tipos de esterases presentes teesties. Foi analisada o grau de

atividade da carboxilesterase nos quatro tecidos.

Material e Métodos
Material Bioldgico

Foram avaliados tecidos de 10 individuos adultosadia uma das oito espécies
de morcegos:Artibeus lituratus (6M, 4F), Artibeus planirostris (4M, 6F) e
Platyrrhinus lineatus (6M, 4F), frugivoros, Glossophaga soricina(2M, 8F),
nectarivoro, e Desmodus rotundus(10F), hematéfago, todas da familia
PhyllostomidaeMolossus rufuglM, 9F) eMolossus molossugM, 6F), insetivoros
da familia Molossidae, eMyotis nigricans (2M, 8F) insetivoro da familia
Vespertilionidae. Os espécimes foram obtidos exa érbana e rural de Séo José do
Rio Preto, SP. Foram utilizadas redast — netslispostas em rotas de v6o e saidas
de abrigos. Os exemplares capturados foram tralasips ao Laboratério de
Chiroptera do IBILCE-UNESP, onde receberam apegas & permaneceram até o
momento da obtencdo das amostras de tecidos. i@siarforam depositados na
colecdo de quiropteros do Departamento de Zookdatanica do IBILCE/UNESP
— SJRP, mantidos em alcool.

A discriminacéo dos espécimes por familia, esp@cimero de registro, sexo e

procedéncia dos animais esta apresentada na Tabela
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Obtencao dos tecidos e extratos

Os fragmentos com 20 mg obtidos do estdbmago, figado e segmento
proximal do intestino delgado (duodeno) foram aigtidmediatamente apds a morte
dos animais e cuidadosamente lavados com soludi#a sk cloreto de potassio
(KCI) 1,15%. Em seguida eles foram picotados e naalcs em tubogppendorf
contendo de 120 a 500 pl de solugcéo tampao pHT88KCI 0,1 M), a temperatura
de 4 °C. Os homogeneizados foram centrifugado0® $pm por 5 minutos a
temperatura ambiente e os sobrenadantes armazemad0 ° C até o momento da

eletroforese. A diluicdo aplicada a cada amosteaespecificada na Tabela 2.

Identificacédo das esterases

Amostras de 10 ul do sobrenadante foram aplicaslaget de poliacrilamida
10% (PAGE), e submetidas a eletroforese em tampamwiudida Tris-Glicina (0,1M)
pH 8,3 a 180 V durante 6 h (de acordo com Cero881A fim de identificar as
esterases de acordo com a sua afinidadeopafanaftil acetatos, os géis foram pré-
incubados por 30 minutos em 100 ml de tampéao fostatsodio (0,1M) pH 6,2 a
temperatura ambiente (x 25 ° C). Ap0s a remocadatiapdo a atividade das
esterases no gel foi detectada pela solucdo denl@e fosfato de sédio 0,1M, 60
mg dea-naftil acetato, 50 mg denaftil acetato, 120 mg de Fast Blue RR e 10 ml de
N-propanol, por 40 minutos na auséncia de luz 1i8te2 Johnson, 1973). O excesso
de coloracédo foi removido pela lavagem do gel costanpl-acido acético-agua
(50:10:50 vol.). Apés este tratamento, foram carsidaso- esterases as bandas
coradas em pret@-esterases as bandas coradas em vermethe febeta esterases

as bandas coradas em magenta. Os experimentosfi&tasnem duplicata.
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Como controle e acompanhamento das esterases néorgeh utilizados
extratos das espéci€sosophila melanogasteg Zaprionus indianuscujos padrdes

de esterases sdo bem estabelecidos (Galego26G#8),

Testes com inibidores

Para a caracterizacdo bioquimica das esterasesgadof rim, intestino e
estdbmago, foram utilizados trés inibidores: matatgulfato de eserina e fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF). Cada inibidor foi utdado apenas na etapa de coloracao.
Os compostos foram utilizados nas concentracdes fregjuentemente encontradas
na literatura: 1 mM, para o sulfato de eserina &PM 0,7 mM para o malation. Os
seus efeitos sobre a atividade das esterases tamaparados com os controles nédo
tratados, feitos simultaneamente, e submetidossinaeorrida eletroforética. Para
comparacao e controle dos inibidores foram aplisados géis amostras d&
melanogastee Z. indianus A inibicdo da esterases foi classificada comal {et++),
parcial (++) ou fraca (+), de acordo com a inteamd@lde coloracao da banda.

Com base nos resultados de inibicdo as esterasm® fidentificadas como
carboxilesterases (aquelas inibidas por malathiBM8F, neste caso com nucleo de
eserina), colinesterases (inibidas por malathisol@ato de eserina) e acetilesterases
(n&o é afetada por nenhum dos Inibidores) (Holmddasters, 1967; Oakeshott et

al., 1993).

Dosagem da atividade da carboxilesterase
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Para a medida da atividade da carboxilesterasetawidos de figado, rim,
estdbmago e intestino (porcédo proximal) foi utiliaaol substrato feniltioacetato. O
volume final de reacéo de 50Q continha: 154L de feniltioacetato 150 mM , 1L
de ditionitrobenzeno 10 mM (DTNB), 1. da amostra e 468L de Tamp&ao Tris-
HCI 100 mM pH 8,0. A enzima cliva o feniltioaceta¢m fenil + tioacetato, que
reage com o DTNB formando um produto com forte gf@®m em 412 nm. A
cinética de formacéo do derivado tioacetato + DTé&NBroporcional a atividade da
enzima, e é medida em 412 nm por um minuto ¥ 25Uma unidade (U) de
atividade da carboxilesterase representa a qudstida enzima capaz de liberar 1
umol de feniltioacetato/min.

Para os valores de atividade registrados foranmulealos a média, o desvio

padrdo e a mediana representativa da espécie.

Resultados

O padréo eletroforético foi arbitrariamente divliedm trés regides: I, 1l e lll.

A divisdo foi baseada nos agrupamentos das baratesm@as) que refletem as
propriedades bioquimicas das esterases (conforneaczi@a)

A analise dos géis representativos do padrédo zienea expressas nos quatro
tecidos (figado, rim, estdbmago e intestino) dag esipécies de morcegos analisadas
revelou oito diferentes padrbes enzimaticos (Figlya Também foi observada
variacdo no numero de enzimas expressas pelosmisr individuos (dos dois
sexos) nos quatro tecidos, assim como na intersidad bandas. O numero de

bandas/enzimas variou de 3 a 7, sendo esses vabsesvados em diferentes
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tecidos, ou seja, 0s numeros minimo e maximo néarfgarticulares a um anico
tecido (Tabela 3).

Para a maioria dos tecidos e espécies as est@agagram as regides | e |,
sendo algumas poucas enzimas observadas na rikgido |

Com alguma variacdo, as enzimas identificadas qedaatividade com o uso
dos substratog- e p - beta naftil sda - esterases. Enzimfou a-p esterases foram
observadas na espécie insetivbtanigricans () e nos individuos e tecidos das
espécies frugivoras.planirostris A. lituratuse P. lineatus(a-B) (Figura 2 D e E).

O tratamento dos géis com os trés inibidores, Malaf PMSF e sulfato de
eserina nas concentracdes utilizadas n&o foramienties para uma classificacéo
precisa das esterases identificadas, contudo fadficaglo um predominio da

carboxilesterase.

Padrdo das espécies insetivoras: M. molossus, MsaM. nigricans

O numero de esterases expressas em cada indfeidwaiavel nos dois sexos.

Nas trés espécies insetivoras, o tecido com o mdimero de esterases foi o
figado e também o intestino dvh rufus(Tabela 3 e Figura 3A e B).

Em M. molossuse M. rufus & excecdo de 2 e 3 esterases respectivamente, que
ocuparam a regido Il, as outras 4 enzimas obsesvada diferentes tecidos
ocuparam a regiao lll, enquanto que a maioria desases identificadas nos tecidos
de M. nigricans ocuparam a regido |l e dua- (esterases) ocuparam a regiao I.
Além da variacdo no numero e posicdo das enzimasteddos apresentaram
diferencas na intensidade das bandas, que nasdpésies foi maior nas enzimas

presentes no figado, e também no intestino e egtdaeM. nigricans
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O padrdo de expressao das enzimas foi muito simdardiferentes tecidos,
contudo a similaridade foi maior entre o figadane @ entre o estdbmago e intestino.
Apenas enM. rufus foi observada uma variacdo maior na presenca aagas no
tecido do intestino (Figura 2B) em relacdo aosasutrés. Apesar das similaridades
nos padrdes das enzimas nos quatro tecidos da nesgp@eie, e entre os tecidos do
figado e rim das espécid molossuse M. rufus no conjunto eles foram diferentes
entre as espeécies, indicando uma caracteristigeciespespecifica para a presenca
dessas enzimas nesses tecidos.

A maioria das esterases foi reconhecida como atfrase. Apenas duas
diferente3- esterases na regido | foram identificadas nsiime de dois individuos
da espéciaM. nigricans e umaa-beta esterase no estbmago e intestino de um

individuo dessa mesma espécie (Figura 2C).

Padréo das espécies frugivoras A. planirostridjtAratuse P. lineatus

Semelhante ao observado nas espécies insetionage variagdo no numero
de enzimas expressas nos diferentes individuosidoge Contudo, os individuos da
espécieP. lineatusapresentaram uma menor variacdo, 0 que resultounepadrao
homogéneo de enzimas nos diferentes tecidos (T8belkiguras 2E, 3C e D). Em
A. planirostrise A. lituratus o maior numero de bandas foi observado no figado e
rim. Contudo, as esterases identificadas nos guetidos apresentaram o mesmo
padrdo de expressédo. Diferenca na expressao dmsasnzos diferentes tecidos so
foi observada nos individuos &e lineatusem que uma menor expressao foi notada

no estdbmago e intestino.



58
ARTIGO 1

Nas trés espécies as esterases distribuiram-gegiass | e Il. Nas espéciés
planirostris (Figura 2D) eA. lituratustrés enzimas foram reconhecidas comp
esterases, com hidrélise preferencial [faraftil acetato, e quatro conmeesterases.
Em P. lineatusas esterases identificadas foram reconhecidas cofh@sterases,
com preferéncia de hidrolise paranaftil acetato (Figura 2E).

Diferente do observado para as espécies congasbtianolossus M. rufus
emA. planirostrise A. lituratuso padréo de esterases foi variavel nos individiass
duas espécies, que ndo apresentaram um padraarstailexpressdo nos quatro
tecidos analisados. Além disso, o padrdo de enzapeessentado pelas espécies foi

diferente ao d®. lineatus

Padréo das espécies nectarivora G. soricina e héfaga D. rotundus

Conforme se observa na Tabela 3, o nimero deasstenos quatro tecidos das
duas espécies variou, sendo o maior numero de aszivservado no estbmago de
G. soricina e figado e estdmago de. rotundus A semelhanca das espécies
frugivoras, as enzimas foram observadas nas relggdks

A variacdo na intensidade das bandas nos tecid@s dericinae D. rotundus
nao foi tdo evidente como nas espécies insetiwRslineatus(Figura 4 A e B-
colunas 7-9 par&. soricinae Figura 4C e D colunas 4-6 p&asoricinae colunas
7-9 paraD. rotundu3. O padrdao homogéneo de esterases nos diferestielod
reflete uma baixa variacdo nos individuos analisadmdas as enzimas foram
reconhecidas comm-esterases.

O padréao de enzimas nos quatro tecidos das dpasies foi diferente entre

elas e quando comparados ao&dplanirostrise A. lituratus(Figura 4).
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Inibidores

A analise dos inibidores nas espécies insetivorga,atividade foi confirmada
pela observacdo das enzimasiemelanogastee Z. indianus evidenciou que o
malathion e o PMSF inibem parcialmente (++) a ni@aidias enzimas nos quatro
tecidos, sendo a inibicdo pelo malathion facilméséatificada na imagem do gel da
Figura 5 B. Muito embora tenha sido observada umtécéo pelo sulfato de eserina,
esta sempre foi menor que os demais inibidores+)adréo de inibicdo permitiu
reconhecer as enzimas como carboxilesterases. Ni&amf identificadas
colinesterases ou acetilesterases.

Nas espécies frugivor#s planirostris, A. lituratuse P. lineatusos resultados
foram semelhantes aos observados nas espécigsonsgt ou seja, as enzimas sao
parcialmente inibidas pelo malathion e pelo PMSHraeamente pelo sulfato de
eserina.

O padréo de inibicdo das enzimas pelos trés difesenibidores para a espécie
nectarivoraG. soricinae a hematéfag®. rotundusvariou muito pouco em relacao
ao observado nas outras espécies ja apresentapgasas enG. soricinafoi notado
que o PMSF e a eserina inibem fracamente (+) asnasz que foram inibidas
parcialmente (++) pelo malathion. A inibicdo @mrotundusfoi semelhante ao das
espécies frugivoras e insetivoras, com inibicaciglapelo malathion e PMSF e

fraca inibicdo pela eserina.

Atividade da carboxilesterase
A média, desvio e mediana dos valores medidos daidade da
carboxilesterase nas 320 amostras avaliadas pagaab® tecidos e individuos de

cada espécie, estdo apresentadas na Tabela 4.
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Observa-se na tabela quando consideradas as neédmglesvios, que esses
foram muito altos em alguns tecidos e espécies.efsa razdo, as medianas foram
os valores considerados na avaliacédo dos resultados

Para a espécie insetivokh rufus a maior atividade da carboxilesterase foi
observada no intestino (0,43), seguido pelo figed@estomago (0,34 e 0,32,
respectivamente). No rim a atividade foi cerca5@ menor que nos demais
tecidos (0,12).

Em M. molossusas maiores atividades da carboxilesterase tamloéamf
observadas no intestino e no estbmago, porém &ss@s muito maiores, quando
comparadas 8. rufus No estdmago a atividade foi 2,95 e no intesffigl. As
atividades dosadas no figado (0,34) e no rim (Od&Bm baixas e semelhantes ao
observado ery. rufus

Para M. nigricans também insetivora, a maior atividade foi obseavad
figado, e o valor foi muito elevado (23, 94), sestderados os valores observados
nas outras espécies e o desvio padrademigricans Em ordem decrescente de
atividade seguiu o intestino (3,74), rim (0,33¢st6mago (0,14).

As espécies frugivora&. planirostrise A. lituratus apresentaram padrao de
atividade semelhante, em que maior atividade daozdesterase foi observada no
rim (0,83 e 1,46, respectivamente). Contudo Aemlanirostriso figado foi o 6rgao
que apresentou a segunda maior atividade (0,78)ammo que er. lituratusfoi o
intestino (0,80). EmMA. planirostris a atividade no intestino e estdmago foi
semelhante (0,64 e 0,65, respectivamente), eAeltituratus o figado apresentou
atividade de 0,55 e o estbmago 0,36. Diferenteedpgecies dértibeus emP.

lineatusfoi o intestino que apresentou a maior atividddéy), seguido do estébmago
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(0,71), rim (0,18) e figado (0,06). Apesar dasmifcas na atividade nos tecidos das
espécies, 0s valores nao variaram na mesma prapqugio observado para alguns
tecidos das espécies insetivoras.

A espécie nectarivor&. soricina apresentou valores semelhantes e maior
atividade no figado (2,51) e rim (2,4), seguidoedtbmago (1,32) e intestino (1,21).

EmD. rotundus a espécie hematdéfaga, foi expressiva a atividadetestino (6,32).

Discussao

Apesar da ampla distribuicdo e de particularidatkesentre os mamiferos, os
morcegos exibirem a maior variacdo de estratédiasertares, Sd0 poucos 0s
estudos sobre sua nutrigéo, e informacdes sobstems de enzimas digestivas sao
raras na literatura (Ogunbiyi e Okon,1976; Redoadsantos, 2006). E, devido a
complexidade das reagBes metabdlicas, o estudeetdendnacdo e caracterizacao
das fun¢des dos complexos enzimaticos, em especlprocessos de digestao
também séo raros.

Um método muito utilizado na caracterizacdo dasiness presentes nos
diferentes tecidos € a eletroforese em gel, segledeoloracéo (Steiner e Johnson,
1973; Ceron, 1988) com corantes especificos, qumijgen a visualizacdo dos
produtos da reacdo enzimatica na forma de uma &jand gel. Este método
acompanhado da determinagcdo da atividade esped#icama dada enzima, pela
quantificacdo por espectrofotometria através daorbBscia, na presenca de
substratos especificos (Calhau et al., 2000; Wadh, €001) é que tem embasado as
diferentes interpretacfes nos estudos da caramtédazdo papel funcional de varias

enzimas, em diferentes tecidos e organismos.
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No presente trabalho, a aplicacdo dessa metodol@gianalise de esterases
revelou que ha um padréo de expressao dessas snzimaliferentes tecidos, com
uma similaridade maior entre o figado e o rim @eepstdmago e intestino. Além
disso, a marcacdo mais intensa das enzimas noofigatb rim evidenciam uma
maior expressao dessas nesses 0rgaos quando cdagpa@@m O estbmago e
intestino. As variagcfes na posicdo das bandaseh@ gle expressédo refletem a
ocorréncia de um padrdo espécie-especifico dasassse nesses tecidos, que
revelaram oito diferentes padroes enzimaticos. sApedisso, os dados sé&o
semelhantes aos observados em outros vertebradagpes as esterases apresentam
variabilidade genética intra-especifica, que n@ ces espécies analisadas, ndo esta
diretamente relacionada ao sexo dos individuos t{duu et al., 1964; Dew e
Kennedy, 1980; Erdogan e Ozbeyaz, 2004).

A ocorréncia dex e 3 esterases nos tecidos também € condicdo obsesuada
outras espécies animais em especial de insetos @ar quais foi feita a
caracterizagdo das enzimas e, semelhante ao otbsena presente trabalho, a
maioria delas foram classificadas comoesterases (Siquierolli et al., 2004; Sousa-
Polezzi e Campos Bicudo, 2005; Galego et al., 2006)

No presente trabalho foi interessante o fato de ajueaior nimero de-3
esterases foi observado nas espécies frugivlargsanirostris, A. lituratuse P.
lineatuse na espécie insetivok& nigricans. Contudo, a especificidade para os dois
tipos de substratai(e - nafitilacetatos) foi variavel nas espécies eMnmigricans
que também apresentou duBsesterases, e essas enzimas foram variaveis nos

diferentes tecidos, ou seja,[&&sterases ocorreram no intestino a-fisesterases no
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intestino e também no estbmago. Nas espéciesvimagi asa-f3 esterases estédo
presentes nos quatro tecidos.

A afinidade pelos substratas e 3 naftilacetatos esta relacionada a hidrolise
destes substratos e, consequentemente, a semslha@mgastrutura terciaria e na
sequéncia de aminoacidos das enzimas (Oakeshalt, 1993). Com base nisso,
pode-se sugerir que nas espécies congenécasolossuse M. rufus, onde so
foram identificadasa-esterases, ha uma semelhanca nas esterases gwesent
reforcada pelo padrao semelhante das enzimas fewerdes tecidos. O fato dé.
nigricans apresentar também afinidade p@lmaftilacetato demonstra que, mesmo
sendo uma espécie insetivora, contudo pertencentgafamilia (Vespertilionidae),
ela apresentou diferencas nas esterases presestéscidos. Essas diferencas na
presenca de esterases podem estar relacionadas agpecializacdo para uma
alimentacéo diferenciada, o que exigiria um maquon@nzimatico diferente. Isto
pode também estar relacionado ao nimero de enzireasntes nos varios tecidos
dessas espécies.

Nas duas espécies frugivoras congenédcgdanirostrise A. lituratus,apesar
das diferencas no padrdo de expressao e distribuigd enzimas nos diferentes
tecidos elas apresentaram afinidade pelo mesmotratdbgpelo a e pelo 3
naftilacetato). EmP. lineatus,onde as enzimas apresentaram um padrdo mais
homogéneo (em relagdo ao numero) nos diferentetosediferente do observado
nas espécies dertibeus,as enzimasi-f3 esterases apresentam preferéncia para o
naftilacetato, sugerindo diferencas entre essadcEspnos substratos naturais para

essa enzima.
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Os resultadosdle G. soricina e D. rotundugspécies nectarivora e hematoéfaga,
respectivamente, devem, de alguma forma, tambénar estfletindo as
especializacbes no habito alimentar dessas espésiesoricing diferente de todas
as demais espécies, apresentou 0 maior numerozitrasnno estébmago (7) e o
menor numero no figado e intestino (4) e todasniocaesterases. Embor.
rotundus apresente o habito alimentar mais especializado, alsmentando
exclusivamente de sangue, o numero de enzimaseapads nos tecidos nao
evidenciou nenhuma diferenga, quando comparademsid espécies, que pudesse
ser indicativa ou consequente do habito diferemciad\s diferencas observadas
foram apenas no padrdo de expressdo e distribulgoenzimas nos géis. A
afinidade pelo substrato foi semelhant&.asoricing M. molossus M. rufus,e as
enzimas todas caracterizadas comeesterases. Este fato sugere um papel
diferenciado para as-3 esterases nas espécies frugivoras.

A caracterizacdo das esterases com base na inipg@witiu identifica-las
como carboxilesterases, embora nenhum dos trésdonds testados produziu
inibicdo completa das bandas. Elas foram inibpagialmente pelo malathion e
PMSF, sendo por isso, identificadas como carbdeitases com serina no sitio ativo
(serino-esterases).

O padréao de inibicdo das esterases em alguns sngasii como erdrosophila
ja estd bem estabelecido, porém ndo é, necessatgneemesmo apresentado por
outros organismos. No carangudfoocambarus clarkii,por exemplo, Viogque-
Fernandez et al. (2007) observaram que a acetiesitrase € inibida pelo PMSF e
pela eserina, enquanto que apenas a carboxileswoasgado € inibida pelo PMSF,

sendo que nos demais tecidos ela ndo é inibidaps¢emeserina ou pelo malathion.
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Contudo, a inibicdo da carboxilesterase foi veadi& por outros dois inibidores, o
carbaril e o clorpirifos, que sdo compostos da naestasse que a eserina e 0
malathion, respectivamente. O estudo revelou quadrdo de inibicdo é tecido
especifico e também influenciado pelo tipo de dobi Portanto, a falta de inibicéo
completa das esterases em morcegos pode tambainilsgida possivelmente a uma
menor acao dos inibidores utilizados sobre as eawmim O teste com outros
compostos organofosforados, a exemplo do estuddcsitalvez pudesse conduzir a
um padréo mais preciso de inibicdo das esterasessg@cies de morcegos.

As carboxilesterases com serina no sitio ativeglgente estéo relacionadas a
atividade proteolitica (Mateus et al.,, 1996), stigasde uma possivel funcao
digestiva ou de degradacdo de proteinas que camenésteres de acidos
carboxilicos em suas moléculas. O aparente predlorde carboxilesterases nas
espécies analisadas aponta para um alto consumprotieina na dieta dessas
espécies, independente do habito alimentar.

A presenca de carboxilesterases em diferentes $irgéanuitas espécies de
mamiferos ja foi relatada por varios autores e anmtas desses estudos foi notado
que a maior atividade ocorre no figado e intedtitesokawa et al., 2001), e a menor
atividade no rim (Tsujita et al., 1988, 1993). pl@sente trabalho como vimos, a
analise dos géis dos tecidos dos quatro diferedtgdos das oito espécies de
morcegos, revelou que o tecido com maior expredeaesterase para a maioria das
espécies foi o figado, seguido do rim e estomagtestino.

Contudo, na analise de atividade da carboxilesterasmaior atividade da
enzima foi, para a maioria das espécies, obsenmadatestino, seguido pelo rim e

figado, e estbmago.
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Essa alta atividade da carboxilesterase no rim edgecies de morcegos,
também foi observada para outras hidrolases emogoedultos e tem sido
interpretada como conseqiente da assimilacdo d@emtes, que pode ocorrer
também fora do sistema digestério, como por exemgloante a filtracdo e
reabsorcao que ocorre no rim (Smirnova et al., 2005

Muito embora os padroes de expressdo dos genes codidicam as
carboxilesterases sejam regulados, entre outroeefgtpelo “status” nutricional do
individuo (Satoh e Hosokawa, 1998), ndo foi pos$soleservar um padrédo da
atividade da carboxilesterase com relacdo aosedifes habitos alimentares e
condicdo alimentar das oito espécies. Contudopdssivel observar que, das trés
espécies insetivorab). molossuse M. rufus apresentaram atividade semelhante no
figado e rim e maior atividade no intestino. Emnigricans que apresentou valores
de atividade muito maiores, quando comparado aaduas espécies insetivoras,
foi o figado que apresentou maior atividade, ficamdintestino com o segundo
maior valor.

G. soricina,semelhante 3. nigricans,apresentou atividade maior no figado,
contudo, diferente d®l. nigricans também foi maior a atividade no rim. Hb
rotundus semelhante as espécies insetivor&s Bneatus,foi no intestino a maior
atividade, porém para os demais 6rgaos a atividadearboxilesterase foi muito
baixa.

Quando comparadas as atividadesMlemolossuse M. rufus com as deA.
planirostris e A. lituratusque sdo espécies congenéricas, observa-se (ukam juke
atividade enM. molossu® M. rufussao iguais para o figado e rim e, para os demais

orgaos, as atividades sao diferentes, sendoMjumolossusapresentou atividade
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muito maior para o intestino e esttmago dierufus Em A. planirostrise A.
lituratus o padréo de atividade nos quatro 6rgdos analisiasuito semelhante.
Essas variacdes observadas nas quatro espécian ped@dicativas da exploracéo
de nichos diferentes pelas espésiesnolossug M. rufus

As diferencas no padrao de atividade das estetaisdg®em podem ser devidas
ao efeito da sazonalidade, uma vez que os espétmmaes coletados em diferentes
épocas do ano, onde os fatores climaticos podemfleenciado na disponibilidade
de alimento, como por exemplo no aumento ou dimp@&wino numero e no tipo de
presas ou ter coincidido com a floracdo de detexdas espécies de plantas cujos
frutos foram utilizados pelas espécies de morcegogue pode ter refletido na
expressao diferenciada das enzimas.

A falta de um padrédo da atividade da carboxilestem os tecidos nas varias
espécies reforca a idéia de que o estado nutricidaaorganismo, conforme
apontado por Satoh e Hosokawa (1998) atua na ngiduldos genes para a
expressao da enzima, refletida na atividade.

Muito embora os resultados ndo permitam fazer gealinferéncia sobre a
funcdo dessas enzimas nos diferentes tecidos, prasenca e atividade variavel nos
tecidos das espécies evidenciam uma funcdo parazena na digestdo ou
degradacdo de compostos provenientes da dietasenpes nos diferentes tecidos,
reforcando a idéia de que, geralmente, diferentesasd produzem mudancas
especificas na atividade de varias enzimas (Mcatthl., 1980).

A atividade dos genes nos tecidos também é refldaoatuacdo dos
mecanismos de regulacdo no desenvolvimento e dd@gio celular. No caso das

esterases, aléem da regulacdo diferencial, suabdisfio nas diferentes partes do
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corpo e tecidos de um organismo pode indicar seelpfsiolégico (Jones e

Bancroft, 1986). As diferencas na atividade e esgfio destas enzimas nos
diferentes tecidos das espécies analisadas reflgp@ssivelmente, ndo apenas
diferencas nos processos digestorios, mas tamkénertas na regulacéo de outros
processos metabolicos e celulares, uma vez qustasages estdo envolvidas em
Varios outros processos, como reprodutivos, nalaega de hormdnios e na

degradacao de inseticidas.
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Tabela 1. Discriminacdo dos exemplares analisaéts familia, espécie, numero de
registro, sexo, procedéncia.

FAMILIA ESPECIE CFC SEXO PROCEDENCIA
Phyllostomidae Artibeus planirostris 873 Guapiagu - SP
(69 e 49) 882 Nova Alianca - SP

885 S&o José do Rio Preto - SP

888 S&o José do Rio Preto - SP

889 S&o José do Rio Preto - SP

890 S&o José do Rio Preto - SP

8910 S&o José do Rio Preto - SP

892 Sé&o José do Rio Preto - SP

893 S&o José do Rio Preto - SP

895 S&o José do Rio Preto - SP

Artibeus lituratus 847 Séao José do Rio Preto - SP

(42 e 69) 848 Séao José do Rio Preto - SP
8510 S&o José do Rio Preto - SP
852 S&o José do Rio Preto - SP
854 S&o José do Rio Preto - SP
964 Campo Grande - MS
966 S&o José do Rio Preto - SP
971 S&o José do Rio Preto - SP
973 Guapiagu - SP
974 Guapiagu - SP

Platynhinus lineatus 967 Sao José do Rio Preto - SP

(42 e 69) 968 Séao José do Rio Preto - SP
969 Sé&o José do Rio Preto - SP
970 Sé&o José do Rio Preto - SP
9771 S&o José do Rio Preto - SP
979 S&o José do Rio Preto - SP
980 Sé&o José do Rio Preto - SP
985 S&o José do Rio Preto - SP
9897 S&o José do Rio Preto - SP
990 Sé&o José do Rio Preto - SP

Glossophaga soricina 9631 Sao José do Rio Preto - SP

(82 e 29) 965 Sao José do Rio Preto - SP
975 Sé&o José do Rio Preto - SP
976 S&o José do Rio Preto - SP
981 S&o José do Rio Preto - SP
986 Sé&o José do Rio Preto - SP
9871 S&o José do Rio Preto - SP
988 S&o José do Rio Preto - SP
992 Sé&o José do Rio Preto - SP
994 Sé&o José do Rio Preto - SP

HO+0 O3 +O0+0+0+0+0 O340 Oy+tOO+OO+0+0 03 Oy Oy O O Oy Oy O +O+0 4040 O O +O+0 O +O O +0 40 Oy

[IFémeas gravidas
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Cont. Tabela 1. Discriminacdo dos exemplares aws pela familia, espécie, numero
de registro, sexo, procedéncia.

Vespertilionidae  Myotis nigricans 907 Sao José do Rio Preto - SP

FAMILIA ESPECIE CFC SEXO PROCEDENCIA
Desmodus rotundus934 Q  Sebastiandpolis do Sul - SP
(10%)
935 Q  Sebastianépolis do Sul - SP
9360 @  Sebastianopolis do Sul -SP
9370 Q@  Sebastianopolis do Sul -SP
938 Q  Sebastiandpolis do Sul -SP
939 Q  Sebastianopolis do Sul -SP
940 Q  Sebastiandpolis do Sul -SP
941 Q  Sebastianopolis do Sul -SP
942 Q  Sebastiandpolis do Sul -SP
943 Q  Sebastianopolis do Sul -SP
Molossidade Molossus molossus 876 Q Guapiagu - SP
(62 e 47) 879 Q Guapiacu - SP
928 &  Sé&o José do Rio Preto - SP
950 &  Sé&o José do Rio Preto - SP
951 &  Sé&o José do Rio Preto - SP
959 &  Sé&o José do Rio Preto - SP
960 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
961 Q  Séo José do Rio Preto - SP
962 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
991 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
Molossus rufus 875 ©Q Guapiagu - SP
(99 e 19) 900 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
901 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
903 Q  Séo José do Rio Preto - SP
923 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
924 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
925 Q  Séo José do Rio Preto - SP
998 &  Sé&o José do Rio Preto - SP
1001 @ Engenheiro Schimidt - SP
1002 Q@  Engenheiro Schimidt - SP
{
(89 e 29) 908 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
910 Q  Séo José do Rio Preto - SP
911 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
912 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
913 Q  Séo José do Rio Preto - SP
914 Q  Séo José do Rio Preto - SP
932 Q  Sé&o José do Rio Preto - SP
952 &  Sé&o José do Rio Preto - SP
954 &  Sé&o José do Rio Preto - SP

[JFémeas gravidas
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Tabela 2. Numero de bandas no gel e tipo das eszijmanto a hidrélise do substrato

observadas nos quatro tecidos das oito espécimsegos analisadas.

Tecido Figado Rim Estdbmago Intestino Total

aB B aB B aB B aB B aB B

Espécie
M. molossus
M. rufus
M. nigricans

A. lituratus

o o U0 N o Q

D O U1 W W Q

g oo w »~» b Q

O O W N b~ Q
N

o o b~ N O Q

. planirostris

N N =
I
g W W

. lineatus 5 4

o
~
I
~

A
P
G. soricina 4
D

. rotundus 6




Tabela 3. Média, desvio padrdo e mediana dosesalie atividade da carboxilesterase (U/ mg prote@iodigado, intestino, rim e estbmago das
oito espécies de morcegos analisaffas 10).

Espécie Molossus molossus Molossus rufus Myotis nigricans Desmodus rotundus

Média Desvio Mediana Média Desvio Mediana Média Desvio Mediana Média Desvio Mediana

Tecido

Figado 0,37 0,12 0,34 0,31 0,06 0,34 21,48 11,40 23,94 0,27 0,08 0,31
Intestino 2,90 2,61 2,14 1,12 2,22 0,43 6,00 5,37 3,74 12,85 13,17 6,32
Rim 0,12 0,06 0,11 0,13 0,04 0,12 0,39 0,26 0,33 0,06 0,02 0,05
Estbmago 3,16 1,28 2,95 0,36 0,14 0,32 0,20 0,17 0,14 0,09 0,03 0,09
Espécie Artibeus planirostris Artibeus lituratus Platyrrhinus lineatus Glossophaga soricina

Média  Desvio Mediana Média  Desvio Mediana Média  Desvio Mediana Média  Desvio Mediana

Tecido

Figado 0,82 0,44 0,72 0,55 0,25 0,55 0,09 0,07 0,06 2,50 0,56 2,51
Intestino 1,23 1,12 0,64 1,10 0,96 0,80 1,11 0,62 1,03 1,27 1,10 1,21
Rim 0,94 0,62 0,83 2,81 3,70 1,46 0,22 0,08 0,18 12,85 18,12 2,40

Estobmago 0,72 0,25 0,65 0,42 0,17 0,36 0,82 0,40 0,71 1,46 0,7 1,32
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ARSO 1
A Figado B Rim
D Mm Mr Mn Ap Al Pl Gs Dr z D Mm Mr Mn Ap Al Pl Gs Dr z
239 2243928238 94323%2¢° - 23 923 29 ¥4 93 232 ¢

C Estdmago D Intestino
D Mm Mr Mn Ap Al Pl Gs Dr A D Mm Mr Mn Ap Al Pl Gs Dr Z
3 E2 3 R 23 3 243 2% 232 22 3928323 24 %8

Figura 1. Padréo de esterases em gel de poliactdam 10% (C= 5%) de d«
individuos das espécidd. molossus(Mm), M. rufus (M.r), M. nigricans (M.n), A.
planirostris (A.p), A. lituratus(A.l), P. lineatus(P.l), G. soricina(G.9 e D. rotundu:
(D.r) nos quatro tecidos analisados: Figado (A), Rijn E8tdmago (C) e Intestino (|

D: Drosophilae Z:Zaprionus ¢: fémea3: macho.



Figura 2. Padrdo de esterases em gel de poliactdam 10% (C=5%) de .
individuos das espécies. Em A: figadoMlemolossusB: figado deA. planirostris
C: figado deP. lineatus D: rim deD. rotundus E: intestino deM. rufuse F
intestino deM. nigricans D:D. melanogasteiZ: Z. indianus.Q: fémea,J: machc
Em B a seta amarela indicaf3 esterase. Em F as setas vermelhas ind@am

esterases e a seta amarela indifaesterase.
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Figado de A. planirostris

B

Figado de M. molossus
Dz123 45 67 8 910D z

A

7 8 9 10

2 ? ?2?% 8448434

D Z 1 2 3 45 6

Q Q2 2 92 922 22

Rim de D. rotundus
DzZz12 345 6 7 8 910D z

Figado de P. lineatus
Dz12 34567 8910D Z

C

P22 2?2 29¢ 9

9 2 3433 334

Intestino de M. nigricans

F

Intestino de M. rufus
DZ12 3456 78 910D Z

Dz12345678 910D z

P? 22 9 2 244

PR 29?2 2 2 24
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A Figado Intestino B Rim Estémago

D123 456 78 9123456789 Z D123456789 123 45617289 Z

C Figado Intestino D Rim Estdmago
D1234 567891 23456789 Z D1234 5678912 345617189 1Z

Figura 3. Padrdo de esterases em gel de poliaciaem 10% (C=5%) nos tecidos figac
intestino, rim e estbmago das espécies insetidrasB) M. molossugcolunas 1-3)M. rufus
(colunas 4-6) eéM. nigricans (colunas 7-9) e das espécies frugivoras (C &.Dplanirostris
(colunas 1-3),A. lituratus (colunas 4-6) eP. lineatus (colunas 7-9). D:Drosophile
melanogaste e Z: Zaprionus indianu:
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A Figado Intestino B Rim Estémago
D12 3456 78912 34567 89 7 D123 4567 8912345¢6 789 Z

C Figado Intestino Rim Estomago

D123456789 1234561789 Z D123456 789123456789 7

Figura 4. Padréo de esterases em gel de poliaat#aan10% (C=5%) nos tecidos figac
intestino, rim e estbmago das espécies frugiveragctarivora (A e BA. planirostric
(colunas 1-3),A. lituratus (colunas 4-6) eG. soricina (colunas ), e das espéc
frugivora, nectarivora e hematéfaga (C e A)planirostris (colunas 1-3),G. soricine
(colunas 4-6) eD. rotundus(colunas 7-9 (C e D). DDrosophia malanogastere Z
Zaprionus indianus
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A Padrao B Malathion
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Figura 5. Géis da ativadle esterasica na presenca dos inibidores malatBlprPMSF (C)

sulfato de eserina (D). (A) padréo de esteraseetmegpoliacrilamida 10% de dois individuos
espécied!. molossugM.m), M. rufus(M.r), M. nigricans(M.n), A. planirostris(A.p), A. lituratus
(A.D), P. lineatus(P.l), G. soricina(G.s) eD. rotundus(D.r). D: Drosophila melanogasteiZ:

Zaprionus indianus
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Resumo

A diversidade de habitos alimentares apresentado€ieiroptera pode estar
relacionada com a diversidade de enzimas digestigando 0 estudo da
caracterizagcédo dessas enzimas importantes patgo.gEntre as enzimas estudadas
em varios organismos, podemos destacar as fodathsalinas e acidas que séo
amplamente distribuidas em vérios tecidos de megpgécies. Entre as fun¢bes das
fosfatases alcalinas esta a regulacdo de procesdokres como proliferacéo,
diferenciacéo e transformacdao, a participacdo amsporte de fosfato inorganico no
rim, intestino e no transporte intestinal de lipgjie absor¢cdo de &cidos graxos,
carboidratos, gorduras, aminoécidos e proteinastastino. A fosfatase &cida esta
envolvida no metabolismo e transporte transpladentde esteréides e outros
metabdlitos na placenta, nos processos degradassmxiados ao desenvolvimento
de doencas especificas e processos patolégicenalise da fosfatase em diferentes
tecidos e diferentes pHs de sete espécies de nosroemgm diferentes habitos
alimentaresMolossus molossus, Molossus rufinsetivoras) Artibeus planirostris,
Artibeus lituratus, Phatyrrhinus lineatugfrugivora3, Glossophaga soricina
(nectarivorq e Desmodus rotundushématofagp revelou a presenca da fosfatase
acida no figado, rim e estbmago da maioria das cespéVl. molossus, A.
planirostris, A. lituratus, P. lineatus e G. sori@) e apenas no figado e estbmago de
M. rufus enquanto que no rim foi detectada a atividad®sfatase alcalina. EiD.
rotundus foi observada a atividade da fosfatase alcalinafigado e rim, e no
estbmago, a presenca da fosfatase acida. Pamasdspécies, a fosfatase detectada
no intestino foi alcalina e este foi também o teajdie apresentou a maior atividade

da enzima, seguido pelo figado, rim e estbmago. GEsoricina,o rim apresentou
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maior atividade, seguido do figado, intestino éresigo. As analises evidenciaram
que o estado reprodutivo da fémea néo influenciativedade da fosfatase e que
diferencas na atividade da enzima entre machasea® s6 foram significativas para
as espécies congeneérigasplanirostrise A. lituratus Os diferentes pHs bem como
os diferentes tecidos influenciaram significativabteena atividade da fosfatase em
todas as espécies analisadas. Embora outros estedwmnstraram que a atividade
da fosfatase pode mudar dependendo das condi¢gdentdres, neste estudo nao foi
possivel fazer uma correlacdo entre os difererébgds alimentares e a atividade da
enzima, porém é possivel sugerir que as diferenaasatividades das fosfatases

observadas entre as diferentes espécies sejancithga pela composicéo da dieta.
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Abstract

The diversity of food habits presented in Chiroptenay be related to the
diversity of yours digestive enzymes, thereby, tbwdies involving the
characterization of these enzymes is importantthergroup. Among the enzymes
studied in several organisms, we can highlightiaaad alkaline phosphatases that
are widely distributed in various tissues of mapgaes. Among the functions of
alkaline phospatase level is the regulation ofutallprocesses such as proliferation,
differentiation and transformation, participation ithe transport of inorganic
phosphate in kidney, intestines and intestinalsjpant of lipids, and absorption of
fatty acids, carbohydrates, fats, amino acids awtems in the intestine. The acid
phosphatase is involved in metabolism and transmdrtsteroids and other
metabolites in the placenta, in degradative pr@seassociated with the development
of specific diseases and pathological processes. drfalysis of phosphatase in
different tissues and different pHs of seven speokbats with different dietary
habits: Molossus molossus, Molossus ruffissectivorous),Artibeus planirostris,
Artibeus lituratus, Phatyrrhinus lineatugfrugivorous), Glossophaga soricina
(nectarivorousand Desmodus rotundusanguivorous) revealed the presence of acid
phosphatase in the liver, kidney and stomach oftmspscies I. molossus, A.
planirostris, A. lituratus, P. lineatusnd G. soricing and only in the liver and
stomach of M. rufus while in the kidney was detected activity of dika
phosphatase. ID. rotundusthe activity of alkaline phosphatase was obsemedtie
liver and kidney and in stomach was detected tkegmce of acid phosphatase. For
all species, the alkaline phosphatase was detattde intestine and this was also

the tissue that had the highest activity of theyerg, followed by the liver, kidney



87
ARTIGO 2

and stomach. IrfG. soricing the kidney showed greater activity, followed Ine t
liver, intestines and stomach. The analyses shakaidhe female reproductive state
does not affect the phosphatase activity and diitgrences in the activity of the
enzyme between males and females were not sigmifexeceptly to the congeneric
speciesA. planirostrisand A. lituratus The different pHs as well as the various
tissues affected significantly in the phosphatasivity in all species analyzed.
Although other studies have shown that the actiotyphosphatase may change
depending on conditions food, in the present stwdg not possible to make a
correlation between the different dietary habitd awctivity of the enzyme, but it is
possible to suggest that differences in the phdspbaactivities observed between

different species is influenced by the compositbithe diet.



88
ARTIGO 2

Introducao

Poucos tém sido os estudos em Chiroptera voltad@sacterizacdo do papel
funcional ou da atividade de algumas enzimas quesaptam caracteristicas
importantes, especialmente no processo de digdetiwvarios grupos de organismos
(Ogunbiyi e Okon, 197&Redondo e Santos, 2006).

Chiroptera € um grupo de especial interesse paestodo da variacdo
enzimatica, uma vez que ele apresenta grande idigdes de dietas, com habitos
muito especializados como o observado nos mordegostofagos e nectarivoros,
passando por animais carnivoros, insetivoros,\fougs e onivoros (Gardner, 1977,
Dumont, 1997; Dempsey, 2004) e, essa diversidade,poomo o observado em
outros grupos de vertebrados, estar correlaciortaia a diversidade de suas
enzimas digestivas. Entre as enzimas estudadasarios grupos de vertebrados e na
espécie humana estéo as fosfatases.

As fosfatases sdo hidrolases que atuam sobre nteremsle fosfato e estéao
presentes em varios grupos de animais e vegetd&o divididas em 3 grupos
principais: as fosfatases alcalinas, fosfatasetma@ proteinas fosfatases (Aoyama et
al., 2003). A distincdo entre as fosfatases alaalie as acidas e baseada em
diferencas na variacdo de pH em que essas enzinadigas (Neuman, 1968).

As fosfatases alcalinas apresentam um pH o6timoqaédise em torno de 10,0
e atuam em substratos de baixa massa moleculdraiCet al., 2000). Sdo enzimas
que aparecem ligadas a borda em escova dos ddagdéel que hidrolisam
monoésteres de fosfato resultantes da digestéajgalmente de proteinas e lipidios
(Fan et al., 1999). Apesar de serem encontradas/&ios tecidos, apresentam

maiores concentracdes no figado, no epitélio dio todiar e no 0sso. A mucosa
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intestinal, o soro e a placenta também contém tesfa alcalinas (Fujimori-Arai et
al., 1997; Wada et al., 2001). Pela suas caratitassbioquimicas constituem um
grupo de isoenzimas, do tipo glicoproteinas, ccalifas por diferentes genes,
provavelmente originados por duplicacdes génicasgue apresentam varias
isoformas (Fujimori-Arai et al., 1997; Xie e Alper2000; Calhau et al., 2000;
Negrao et al., 2003).

Boa parte das informacfes relativas a presencadodéestases alcalinas nos
tecidos tém sido baseada na determinacdo da alevigspecifica da enzima,
quantificada por espectrofotometria através da r@Ascia com a utilizacdo de
substratos sintéticos especificos, entre os qualem ser destacadospenitrofenil
fosfato, p-nitrofenil fosfato de sodiop-glicerofosfato ep-glicerolfosfato de sodio
(Schmidt e Thannhauser, 1943; Kempson et al., 18Ic@arthy et al., 1980; Yedlin
et al., 1981; Calhau et al., 2000; Wada et al.128@ulen et al., 2004).

Na espécie humana sdo encontradas quatro isoenzouas designacdes
refletem o local de expressdo mais elevada: a thssfaalcalina intestinal, a
placentaria, a germinativa e a tecido-inespeciéista encontrada em quase todos 0s
tecidos (Millan e Fishman, 1995; Matsushita et 2002). Em outras espécies de
vertebrados o numero de isoenzimas € variavel,osemd primatas superiores
descritas trés isoenzimas, a placentaria, a inedstia ndo especifica (Sussman et al.,
1989; van Hoof e de Broe, 1994) e, em ratos, h& diedormas distintas (Engle e
Alpers, 1992; Xie et al., 1997).

Os resultados dos varios estudos desenvolvidosresuggue as fosfatases
alcalinas estédo envolvidas em funcdes como tratespler fosfato inorganico (Pi) no

rim, intestino e talvez outros tecidos (Kempsoalgtl979), no transporte de lipidios
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(Young et al., 1981), na absorcéo de acidos grdwsfyro, carboidratos, gorduras,
aminoacidos e proteinas do intestino (Young et Ed81; Wada et al., 2001,
Narisawa et al., 2003).

Alguns estudos tém demonstrado também, atravésndbses de varios
segmentos do trato intestinal de vertebrados, gatvalade da fosfatase alcalina
varia quando séo consideradas diferentes dietas@n et al., 1979; McCarthy et
al., 1980; Narisawa et al.,, 2003, Sogabe et al042@awlicka e Horn, 2005).
Também tem sido verificada uma relagdo entre aerdra;ao da enzima e 0 Sexo e
idade do individuo, gravidez e lactacdo em féméasg et al., 2000; Negréo et al.,
2003; Sogabe et al., 2004). Embora o papel fisiotbgado seja completamente
conhecido, a sua ampla distribuicdo nos tecidoasesf de desenvolvimento dos
organismos sugere que ela tem um papel fisiolGgiportante.

As fosfatases acidas tém sido isoladas em véarioslo®e de mamiferos,
principalmente prostata, baco, figado (Heinriksb®69), eritrocito humano (Scott,
1966) e placenta (DiPietro e Zengerli, 1967). #ltoiveis de atividade sé&o
encontrados também em osteoclastos e em osteab{hatoet al., 1987).

Na espécie humana as fosfatases acidas sdo edesntem baixas
concentracbes, e mudancas acentuadas na sua SedEB® associadas ao
desenvolvimento e de doencas especificas, onddteaacées nas concentracoes
ocorrem como parte dos processos patolégicos @uwl., 2002). Contudo, outras
funcdes tém sido relatadas também justificandceagmca das fosfatases acidas nos
tecidos, como uma funcdo no metabolismo e transp@msplacentario de esteréides
e outros metabdlitos na placenta, bem como noegsos degradativos associados,

como injuria e morte celular (DiPietro e Zengei!@67).
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Uma vez que estudos sobre a nutricdo e o sistenemzimas digestivas em
morcegos sao raros na literatura, a obtencdo demaf;des sobre aspectos da
digestdo em espécies de Chiroptera com difererdbgos alimentares através de
estudos que caracterizem a atividade de enzimagioehdas a digestdo séo
importantes para auxiliar na compreensdo do fuaoch@mto do sistema digestorio,
podendo fornecer informacdes que podem auxiliabémno esclarecimento das
relacdes taxondmicas e evolutivas do grupo.

No presente trabalho a atividade da fosfatase falida e comparada entre
quatro tecidos que participam ativamente da diges¢ti@ado, rim, estbmago e
intestino) de sete espécies de morcegos que repeasguatro categorias diferentes
de habitos alimentareslolossus molossus Molossus rufusinsetivoros Artibeus
lituratus, Artibeus planirostrise Platyrrhinus lineatus frugivoros, Glossophaga

soricing nectarivoro ®esmodus rotundusiematéfago.

Material e Métodos

Material Bioldgico

A analise de atividade da fosfatase foi realizadageatro tecidos (figado, rim,
estdbmago e intestino) de cinco individuos adultashos e fémeas, algumas dessas
gravidas, pertencentes a sete espécies de mommagadsabitos alimentares variados,
e representantes de duas familias de Chiropidéotossus molossu@8 fémeas e 2
machos) eMolossus rufug4 fémeas e 1 macho), insetivoros da familia Mudess
Artibeus lituratus(2fémeas e 3macho%rtibeus planirostrif3fémeas e 2machos) e
Platyrrhinus lineatus (2fémeas e3machos), frugivorosGlossophaga soricina

(5fémeas), nectarivoro Besmodus rotundugb fémeas), hematofago, todos da
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familia Phyllostomidae. O numero de registro, sexgrocedéncia dos animais

utilizados estéo apresentados na Tabela 1.

Tecidos e extratos

Amostras de tecidos de figado, rim, estdmagoestimo foram obtidas apds a
morte dos animais e imediatamente lavadas em sollg&loreto de potassio (KCI)
1, 15% e armazenadas em tubos estéreis em fre2@et -até o uso. O intestino foi
retirado em sua totalidade e divido em trés segusede igual tamanho classificados,
com relacdo a proximidade do estdmago, como intespiroximal, intestino
intermediério e intestino distal. De cada teciqmecdes do intestino foram retirados
fragmentos de 20 mg e estes foram picotados e admemdividualmente em tubos
eppendorfcontendo 20l de tampé&o de extracdo com pHs variados. Os tasnpde
utilizados foram Tampao Tris-HCI 0,1 M, nos pHs &,9,4; e Tamp&o Acetato de
Sadio 0,1 M, nos pHs 3,5 e 5,5. Apos a homogen&izdgps tecidos as suspensdes
foram centrifugadas a 5000 rpm, a temperatura arejigoor cinco minutos. O

sobrenadante foi utilizado na determinacéo dadasde.

Dosagem da atividade da fosfatase

A medida da atividade da fosfatase foi realizadagaatro valores de pHs (3,5,
5,5, 7,2 e 9,4) para os tecidos figado, rim, esg@ngaintestino proximal, e no pH 9,4
para os tecidos de intestino intermediario e di€iél uL dos sobrenadantes das
amostras foram adicionados a 3280dos tampdes Acetato de Sédio 0,2 M nos pHs
3,5e5,5, e Tris-HCI 0,2M nos pHs 7,2 e 9,4, esntontendo 2 mM MgGIA cada
solucéo foi acrescentado 2D do substrato p-nitrofenil fosfato a 4 mM. Apd3 1
minutos a reacédo foi paralisada com a adicdo de @ensolugcéo de carbonato de

sédio 2 M. O produto liberado da reagdo (p-nitroferfoi quantificado por
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espectrofotometria a 410 nm. Uma unidade (U) tkidatle de fosfatase representa

a quantidade de enzima capaz de libeganadl de p-nitrofenol/min.

Analise estatistica

Para todas as medidas efetuadas nos varios indgjitecidos e espécies foram
calculadas as médias e o desvio padréo. A arddis@riancia em dois fatores em
medidas repetidas (pH) (ANOVA Two Way) foi usadaagpastimar a significancia
estatistica das diferencas entre a atividade datése® em fémeas gravidas e nao
gravidas, em machos e fémeas e entre as espé€les. 0,05 foi considerado
significante. Nesta andlise e para a reducdo tadgeneidade da variancia foram

utilizados dados transformadded transformatioi.

Resultados

A atividade da fosfatase foi determinada para teda830 amostras analisadas
(140 figado, 210 intestino, 140 rim e 140 estbmam®) pHs 3,5, 5,5, 7,2 € 9,4. Os
valores médios da atividade da fosfatase em caildote espécie, nos diferentes
valores de pH, estdo apresentados na Tabela 2 Eigss 1 a 3. E possivel
verificar que eles variaram nos quatro tecidos edigdes de pH em todas as
espécies.

Na espécie insetivor®l. molossus os maiores valores de atividade para a

fosfatase foram observados na porcéo intermedéédistal do intestino, no pH 9,4
(62,58 e 18,11, respectivamente). Nao foi possifietlar medidas de atividade neste
pH para a porgédo proximal do intestino. Nos tezifigado, rim e estbmago os

maiores valores de atividade para a fosfatase foegmtrados no pH 5,5 (4,74, 2,67
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e 1,39 respectivamente) e, para o intestino prdxinmapH 7,2 (3,15) (Figura 1A).
O tecido a apresentar maior atividade de fosfatasepHs acidos foi o figado e no
pH basico foi o intestino.

Em M. rufus os maiores valores de atividade da fosfatasenfoegistrados no
pH 9,4 para o intestino proximal (66,78), interndedi (30,59) e distal (19,19), e
para o rim (6,42). No estbmago e figado, os maivedsres de atividade foram
registrados no pH 5,5 (2,37 e 4,45 respectivamem@pora o rim e intestino
também apresentaram atividade de fosfatase nedteigiita 1B).

Nas espécies frugivoras, ou séja,planirostris A. lituratus e P. lineatusa
atividade da fosfatase apresentou um padrédo semtellmando consideradas as
variacdes nos tecidos, em especial nos pHs acidos.

Em A. planirostrisas medidas de atividade da fosfatase foram maiargsH
9,4, no intestino proximal (14,7) e no intestintermediario (17,28). No figado,
estbmago e rim os maiores valores de atividadendiema foram registrados no pH
5,5 (8,5, 3,58 e 3,74, respectivamente), sendmgine também apresentou atividade
significativa no pH 9,4 (3,52). Novamente, o figafbi o tecido com maior
aitivdade nos pHs acidos (Figura 2A). Em lituratus cujas atividades da enzima
seguiram o padrédo d& planirostris a atividade da fosfatase foi maior no intestino
proximal e intermediario no pH 9,4 (13,01 e 9,&8pectivamente) (Figura 2B).

Os valores de atividade ek lineatusacompanharam a condicdo observada
em A. lituratus ou seja, 0os maiores valores de atividade da tamdfaforam
registrados no pH 9,4 para o intestino proximal398 intermediario (38,52) e distal

(20,11), e no pH 5,5 para o figado (4,37), rim 3R estdbmago (2,26) (Figura 2C).
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Na espécie hematéfagh. rotundus os maiores valores de atividade da
fosfatase em ordem decrescente, foram registraatasoppH 9,4 no intestino porcao
proximal (26,06), porcéo intermediaria (11,22) stali (7,49), no figado (4,86) e no
rim (3,41), sendo que no figado a atividade tambanalta no pH 5,5 (4,72). No
estdbmago foi no pH 3,5 que a fosfatase mostroumadidade (2,37). Semelhante
as espécies insetivoras, o figado foi o tecidoagpwesentou maior atividade em pH
acido (Figura 3A).

Na espécie nectarivofa. soricing as maiores atividades foram registradas nos
pHs 5,5 e 9,4, e, para alguns tecidos, os val@egididade foram muitos proximos
nos dois pHs no mesmo tecido. No figado e no egién@amaior atividade de
fosfatase foi registrada no pH 5,5 (6,72 e 4,3peetivamente), enquanto que no
intestino foi no pH 9,4. No intestino proximal e nm os valores de atividade da
enzima nos pHs 5,5 (3,6 e 7,58 respectivamente) P1 e 7,57 respectivamente)
foram muito semelhantes e os maiores observadsseseecidos (Figura B).

A observacdo dos resultados aponta para uma wvaringaatividade da
fosfatase nos diferentes tecidos e pHs nas seéziespcom alguma similaridade
entre elas, quanto a forma da variacdo. Contudadpsao considerados os valores
meédios de atividade da enzima nas espécies, elesnsdalgumas, muito diferentes,
especialmente no pH 9,4 para o intestino em todasspécies e para o rim de
algumas espécie&( soricina, A. lituratus, A. planirostris, M. ruge D. rotundus

Para as porc¢des do intestino foi evidente a maleidade da fosfatase no pH
9,4 em seis das sete espécies analisadas. Alén) dissnaiores atividades ficaram
igualmente distribuidas entre os dois intestinossaja, ora ela apareceu no intestino

proximal, ora no intestino intermediario (Figura)38penas ent. soricinaalguns
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tecidos como o figado e o rim alcancaram valorestdedades semelhantes aos
observados no intestino.

As médias de atividade da fosfatase apresentadtas f@eneas gravidas e néo
gravidas das espéci€s rotunduse G. soricinaestao representadas nos graficos da
Figura 4, assim como as médias de atividade de osaelfémeas das espéches
planirostris, A. lituratus, P. lineatus M. molossugstéao representados na Figura 5

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) apbcaabs dados das
espécies que apresentaram algumas condicfes pana ®stadas, ou seja, fémeas
gravidas e ndo gravidas, e machos e fémeas nadrasnestdo apresentados nas
Tabelas 3 e 4.

O estado de gravidez na atividade da fosfataseliferentes tecidos e pHs nas
fémeas avaliadas para as espé@essoricina e D. rotundusdo interferiram nos
valores de atividade, pois os valores de F ndosaptaram significancia estatistica
(P= 0,338 e P= 0,602, respectivamente — Tabela 3).

A auséncia de diferenca entre as fémeas possibiitocomparacdo entre
fémeas e machos. A analise foi efetuada para p&cies M. molossus, A.
planirostris, A. lituratus e P. lineatus.Diferencas significativas entre machos e
fémeas foram detectadas nas duas espéciggibdeus,cujos valores de P foram: P=
0,036 pard. planirostris e 0,041 pard. lituratus Nota-se pelos dados das Tabelas
3 e 4 que as diferencas entre tecidos e pH saaseaigpificativas.

A analise de diferencas interespecifica foi apkcasl espécied. molossus, M.
rufus, A. planirostris, A. lituratus, P. lineatus;. soricina e D. rotunduse

envolveram os dados observados nas amostras dagénus pHs 3,5, 5,5 e 7,2. Os
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valores de F foram todos significativos, indicandierencas nas atividades de
fosfatase nos trés pHs, entre as fémeas dessasessf@bela 5).

A analise par a par dessas espécies ndo detefdoengas entre as espéches
planirostrise P. lineatus, A. planirostrie G. soricina, A. lituratug M. molossus, A.
lituratus e P. lineatuse entreD. rotunduse M. molossusentre M. rufus e M.
molossug entreM. rufus e A. lituratus(Tabela 6).

Os resultados evidenciam o papel do pH e dos tecids diferencas.

Discussao

A distribuicdo de enzimas digestivas no sistensrgantestinal de mamiferos
e outros orgaos a ele associados tem sido estymadauitos autores. De forma
geral, as hidrolases tipicas e representadas emasrespécies de vertebrados estao
presentes no intestino delgado, onde promovem estdig de membrana e intra-
celular e, em outros orgdos, como no rim e no figadde participam das etapas
finais de digestdo, conducdo e assimilacdo dosent#s, como por exemplo,
durante a passagem dos mesmos pelo sistema pdiigado e durante a filtracdo e
reabsorcao no rim (Ugolev et al., 1992; Smirnoval.e2005).

A presenca da fosfatase alcalina nos tecidos tdm c®rrelacionada com a
intensidade de absorcdo de nutrientes e diferdi@ifapcional dos enterdécitos (Jang
et al., 2000). E uma enzima que hidrolisa monéstete fosfato resultantes,
principalmente, de proteinas e lipideos e, no timesle vertebrados, tem mostrado
variacdo no gradiente de atividade ao longo do comemto do intestino, que é
atribuida, entre outros fatores, a variagcdo na osigfio da dieta (Kempson et al.,

1979; McCarthy et al., 1980; Gawlicka e Horn, 2005)
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No presente trabalho, o intestino foi a estrutwa gpresentou maior atividade
de fosfatase no pH alcalino 9,4, em seis espén@sadas. Contudo, os valores de
atividade variaram entre as por¢des do intestiom, algumas espécies apresentando
maior atividade na porcéao proximd(rufus, A. lituratus, P. lineatusD. rotundu$
e outras na porcao intermediamd. (molossus, A. planirostrsG. soricing.

A enzima predominante no intestino foi a fosfatakmlina, que pelos altos
valores de atividade observados, pode ser carzatiericomo sendo fosfatase
alcalina intestinal. Nos demais tecidos sua & foi, comparativamente as
atividades observadas nos diferentes pHs, sigtifecao figado dd®. rotunduse no
rim das espéciddl. rufus, A. planirostris, A. lituratus, G. sori@re D. rotundus.

Nos demais tecidos e pHs, valores significativosatieidade da fosfatase
foram observados no figado de seis das sete espagca@isadas, onde a maior
atividade da fosfatase foi no pH 5,5. Apenas Bmrotundusa maior atividade no
figado foi registrada como vimos, no pH 9,4. O e estdbmago no pH 5,5 também
apresentaram maior atividade da fosfatase na raaitas espécies, exceto é&m
rufuse D. rotundusgue apresentaram maior atividade também em pH®#m e
paraD. rotundus que apresentou maior atividade também no estémegpH 3,5.
Na espéciegs. soricinaa atividade da fosfatase no rim foi alta nos pHs 9,4,
enguanto no estémago a atividade foi observadalies,5 e 5,5.

Alguns estudos envolvendo a analise de atividaddostatase alcalina no
intestino verificaram que ha uma variagdo nos gmigaiatividade da enzima ao longo
do eixo longitudinal do intestino. Em ratos e cadungos, 0os maiores niveis de
atividade foram encontrados no duodeno (Bessel, €it%6; Calhau et al., 2000) e

em seres humanos, a maior atividade da fosfatasdinal também foi maior no
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duodeno em relacdo ao ileo (Miura et al., 1989k r€sultados obtidos para as
espécies de morcegos estdo de acordo com os citadibsratura, visto que das sete
espécies estudadas, em quatro delas as maiorédadés foram observadas na
porcdo proximal do intestino. Nas espédss molossus A. planirostris e G.
soricinaa maior atividade da fosfatase alcalina foi obesgawna porcao intermediaria
do intestino, e essa diferenca pode ser atribuidana variacdo funcional da
fosfatase alcalina no trato digestério das difaenespécies, possivelmente
decorrente de variacdo na dieta. Para Miura e{18B9) a atividade elevada da
fosfatase alcalina nas porc¢des iniciais do intestimde em geral ocorre a absorcéo
de nutrientes, esta relacionada a funcéo da fesfapara a qual € sugerida um papel
na absorcdo de &acidos graxos, carboidratos e pastgiMoog e Glazier, 1972;
Dupuis et al., 1977; Wada et al., 2001), substéngrasentes na dieta das espécies
analisadas.

Glossophaga soricinagliferente das outras espécies, apresentou as maiore
atividades no rim e no figado. Essa diferenca destar relacionada ao tipo de
alimento ingerido pela espécie, ou seja, néctalenp

Fan et al. (1999) observaram que o pH 6timo dadatile da fosfatase para
varios segmentos intestinais (duodeno, jejuno @) itke porcos foi 10,5, quando
utilizou o p-nitrofenil-fosfato como substrato. s estudos mostraram diferencas
no pH 6timo para a enzima em diferentes espé@esgoso pH 6timo igual a 9,0 para
ratos e aves e pH 9,5 para bovinos e humanos @BR&inhold, 1972).

Nas espécies de morcegos analisadas, os valareglaltatividade da fosfatase
no pH 9.4 apontam esse como o pH 6timo para adatiei da enzima no intestino de

animais com dietas mais generalistas, como osviougg e insetivoros. Este pH foi
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suficiente para detectar a variacdo funcional madade da fosfatase nos varios
segmentos do intestino.

A baixa atividade da fosfatase em pH neutro, oa, $8j 7,2, evidencia que as
fosfatases presentes nos diferentes tecidos poderasacterizadas como fosfatase
alcalina e fosfatase acida, em funcdo das suasesaidividades nos pHs acidos e
basicos nos diferentes tecidos.

Na maioria das espécies analisadas, a maior alvida fosfatase em pH acido
ocorreu no pH 5,5 no figado. Para este tecidgp@&aeA. planirostrisfoi a que
apresentou a maior atividade (8,5Me rufusa menor (4,45). No rim a fosfatase
apresentou maior atividade em pH 5,5 para a maiasaespéecie#\( planirostris, A.
lituratus, P. lineatus e M. molosgusendo qués. soricinafoi a que apresentou a
maior atividade (7,58) Bl. molossus menor atividade (2,67). As espédiesrufus
e D. rotundusapresentaram as maiores atividades em pH 9,4.

No estdbmago, também foi o pH 5,5 que detectou amadividade da enzima
para a maioria das espécies, sef@losoricinaa espécie que apresentou a maior
atividade (4,32) eM. molossusa menor (1,39). Drotundusapresentou a maior
atividade em pH 3,5 (2,37).

Neste estudo foi possivel observar que em seigiespd. molossus, M. rufus,
A. planirostris, A. lituratus, P. lineatus D. rotundusas maiores atividades da
fosfatase sempre foram detectadas no intestinojdg®glo figado, rim e estémago.
Glossopha soricinapresentou maior atividade no rim, seguido do figadestino e
estbmago. As mais altas atividades foram obsesvadantestino, cujo papel nas
estapas finais de digestédo e absorcdo séo evide@tagudo, nos pHs acidos para a

maioria das espécies e também no pH 9.4 Gasoricina,o figado e o rim, também
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apresentaram valores altos de atividade, enquantestdmago, que participa
diretamente do processo de digestdo, sempre afpasas menores atividades da
enzima. Essa diferenca pode ser atribuida provearge, ao fato de que o rim,
como oOrgdo central de excrecdo, e o figado, quéicipar do metabolismo
intermediario, tém atividade de fosfatase diferels@presentada pelo estbmago.

Egorova et al. (1990) observaram que em ratosyidade de varias hidrolases
foi maior no rim do que no intestino, enquanto aque figado a atividade foi
comparavel com a atividade no intestino delgadoaltaA atividade da fosfatase no
rim pode ser devida ao fato que etapas especifiaadigestdo e assimilacdo de
diferentes nutrientes também podem ocorrer foraigiema digestério, como por
exemplo, durante a passagem pelo sistema portiadof ou durante a filtracdo ou
reabsorcdo no rim. A baixa atividade da fosfatalsservada no estdmago das
espécies analisadas pode ser atribuida ao fataele tansito de nutrientes é muito
rapido em morcegos, uma vez que eles necessitanmdedigestdo rapida e que
forneca altas taxas de energia, facilitando o vijue é um evento altamente
dispendioso.

Diferentes dietas produzem mudancas na atividadéosfatase alcalina em
resposta a mudancas alimentares. Alteracbes mess e gordura afetam sua
atividade no intestino, sendo que uma dieta ricgossteina conduz a um aumento
na fosfatase alcalina na mucosa intestinal, enqugue o jejum reduz a atividade da
enzima (Flock e Bollman, 1948; Jackson, 1952; Mt@yaet al., 1980; Wada et al.,
2001). Embora nado tenha sido possivel descrinosaalimentos ingeridos pelas
espécies analisadas, ao considerarmos 0 habitd desaas espécies, ou seja,

frugivoros e insetivoros, no caso das espécidgtimeuse Platyrrhinuse Molossus,
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respectivamente, acreditamos, embasados nos dadibsrdtura para essas espeécies
que ha em suas dietas, um predominio de protair@gse justificaria os niveis altos
de atividade da fosfatase alcalina no intestin@. dfierencas entre as espécies, que
foram significativas, podem se dever, em parte,iddsva diferencas no tipo e
quantidade de alimento ingerido.

Os morcegos nectarivoros possuem rins especiatizaal@ processar grandes
volumes de agua, apresentando caracteristicas logidas que permitem produzir
grande quantidade de urina diluida (Herrera et2@i01; Schondube et al., 2001).
Essa especializacdo e o tipo de alimento consump@oesses animais pode ter
implicado na necessidade de atividade diferenadileddeterminadas enzimas, como
por exemplo a fosfatase, nas etapas da digestéaoeoexplicaria sua atividade
diferente nos tecidos d&. soricina.

Os resultados do presente estudo verificaram gure db pH e do tecido, como
condicbes principais de variacdo na atividade dsfafase, esta o sexo dos
individuos, muito embora diferencas na atividadéodatase entre machos e fémeas
s6 foram detectadas nas espédesplanirostrise A lituratus Essas diferencas
devem, provavelmente, ser devidas a condi¢cdes aessielades fisiologicas que séo
compartilhadas apenas pelos machos e fémeas despaésies congenéricas.
Variacbes na expressado e atividade da fosfatasdinalcentre machos e fémeas
também ja foram observadas em seres humanos (Neigadio 2003) e as diferencas
entre machos e fémeas foram atribuidas a idadeesegiéncia do processo normal
de envelhecimento em ambos 0s sexos.

Nas espécies para as quais foi possivel analipapel do estado reprodutivo

de fémeas na atividade da fosfatase, ndo foi ohdervque este fator seja
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significativo na atividade da fosfatase, ao comdrdo observado em seres humanos,
em que foi observado um aumento na atividade datés® alcalina placentaria
presente no soro (Yong, 1967).

Embora ja tenha sido demonstrado que a atividadesatase alcalina pode
mudar dependendo das condi¢cdes alimentares (Wadla2001), no presente estudo
nao foi observada esta relacdo para as sete espirienorcegos com diferentes
habitos alimentares. As analises detectaram difasesignificativas na atividade da
enzima entre as espécies, contudo elas ocorreramanentre espécies de mesmo
habito alimentar. Essas diferencas devem estacioeladas mais diretamente ao
alimento consumido pelos individuos do que aperfasnda de dieta. Por se tratar
de animais silvestres, o controle do estado figioth dos animais no momento da
coleta, ndo é avaliado, pois ndo da para conauassanimais se alimentaram antes
de serem coletados, ou mesmo o tempo que estavajglem Também deve ser
ressaltado que, embora 0os morcegos sejam coloeadosategorias alimentares
monotipicas, isso nao implica que tenham exclustraen um Unico habito
alimentar; somente sugere que uma dada categamardgar € o tipo de alimento
predominante de determinada espécie (Cruz-Netol.et2@01). Das espécies
avaliadas, apenas os hematofagos se alimentamsiechente de sangue, sendo
este talvez o motivo pelo qual a espécie apresemtopadrao diferente da atividade
da fosfatase em diferentes pHs e tecidos, compacado as demais espécies
estudadas.

Os dados obtidos no presente trabalho sugerem gydéesencas observadas

refletem uma atividade diferenciada da fosfatases mliferentes espécies,
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condicionada mais provavelmente, a composicédoeata,dio que ao habito alimentar

genérico da espécie.
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Tabela 1. Discriminacdo dos exemplares analisaéts familia, espécie, numero de
registro, sexo, procedéncia.

FAMILIA ESPECIE CFC SEXO PROCEDENCIA
Phyllostomidae  Artibeus planirostris 882 Nova Alianca - SP
(32 e 29) 885 Sé&o José do Rio Preto - SP
890 Séao José do Rio Preto - SP
8910 Sao José do Rio Preto - SP
893 Séao José do Rio Preto - SP

Artibeus lituratus 847

(29 e 37) 851

Sao José do Rio Preto - SP
Sao José do Rio Preto - SP

854 Sao José do Rio Preto - SP
966 Sao José do Rio Preto - SP
974 Guapiacgu - SP

Sao José do Rio Preto - SP
Sao José do Rio Preto - SP

Platyrrhinus lineatus 968

(29 e 37) 97T

?
?
d
?
3
?
?
)
)
3
3
?
979 & Sé&o José do Rio Preto - SP
98y @ Sao José do Rio Preto - SP
990 & Sé&o José do Rio Preto - SP
Glossophaga soricina 975 @ Sao José do Rio Preto - SP
(59) 976 ¢ Séo José do Rio Preto - SP
981 9 Sao José do Rio Preto - SP
992 @ Séo José do Rio Preto - SP
2631 ¢ Sao José do Rio Preto - SP
Desmodus rotundus 934 @ Sebastiandpolis do Sul - SP
(59) 9361 @ Sebastiandpolis do Sul —SP
931 ¢ Sebastiandpolis do Sul —SP
940 ¢ Sebastiandpolis do Sul —SP
943 ¢ Sebastiandpolis do Sul —SP
Molossidade  Molossus molossus 928 Sé&o José do Rio Preto — SP
(32 e 29) 950 & Sao José do Rio Preto — SP
960 ¢ S&o José do Rio Preto — SP
962 ¢ Séo José do Rio Preto — SP
991 @ Séo José do Rio Preto — SP
Molossus rufus 903 @ S&o José do Rio Preto — SP
(392 e 1Y) 923 ¢ Sé&o José do Rio Preto — SP
998 & Sé&o José do Rio Preto — SP
1001 @ Engenheiro Schimidt — SP
1002 ¢ Engenheiro Schimidt — SP

[Fémeas gravidas




Tabela 2. Médias das atividades da fosfatase (elido) no figado, intestino, rim e estbmago dés se

espécies de morcegos analisadas (n=5). (P) = Pabxi{) = Intermediério; (D) = Distal.

Espécie Molossus molossus Molossus rufus Desmodus rotundus
pH pH pH

Tecido

3,5 55 7,2 94 3,5 5,5 7,2 9,4 3,5 5,5 7,2 9,4
Figado 294 474 119 083 345 445 1,14 1,18 3,06 472 153 4,86
Intestino (P) 1,06 1,89 3,15 1,60 29 1,73 66,78 0,76 137 1,60 2257
Intestino (1) 62,58 30,59 11,22
Intestino (D) 18,11 19,19 7,49
Rim 154 2,67 0,66 151 261 264 0,49 6,42 2,36 247 047 341
Estdbmago 091 1,39 0,63 095 105 237 0,96 1,82 237 218 0,56 1,48




Cont. Tabela 2. Médias das atividades da fosfdtdisg tecido) no figado, intestino, rim e estdbmedgs sete espécies de morcegos analisadas
(n=5). (P) = Proximal; (I) = Intermediario; (D) =if2al.

Espécie Artibeus planirostris Artibeus lituratus Platyrrhinus lineatus Glossophaga soricina
pH pH pH pH

Tecido
3,5 55 7,2 94 35 55 7,2 9,4 3,5 55 7,2 9,4 3,5 55 7,2 9,4

Figado 3,52 8,5 2,09 1,08 369 535 253 098 185 437 1,72 195 0,81 6,72 2,30 0,82
Intestino (P) 3,21 517 245 1469 184 383 241 13,01 155 473 441 7839 3,19 3,6 1,06 3,91
Intestino (1) 17,28 9,37 38,52 6,13
Intestino (D) 2,9 5,57 20,11 1,77
Rim 1,93 3,74 0,83 352 358 439 112 354 25 424 113 1,34 5,79 758 154 7,57

Estdbmago 2,07 358 1,09 157 242 287 091 033 137 226 0,79 049 4,25 432 155 0,73
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Tabela 3. Analise de variancia em medidas repetdaminando a atividade da
fosfatase em diferentes tecidos, pH, estado refivaduwde individuos das

Glossopha soricing Desmodus rotundus.

Espécie
Glossophaga soricina

Desmodus rotundus

Fonte de variacdo d.f

Tecido

Gravidez

Tecido x Gravidez
Erro

pH

pH x Tecido

pH x Gravidez
pH x Tecido x
Gravidez

Erro

Tecido

Gravidez

Tecido x Gravidez
Erro

pH

pH x Tecido

pH x Gravidez
pH x Tecido x
Gravidez

Erro

MS

0,31629
0,01232
0,02416
0,01239
0,52593
0,20896
0,03532

0,00549

0,01143
0,15472
0,00671
0,01163
0,02348
0,78618
0,29105
0,00796

0,01134
0,01931

F

25,527
0,994
1,949

46,000
18,277
3,090

0,480

6,5890
0,2858
0,4955

40,7147
15,0730
0,4121

0,5870

P

p<0.001
0,338419
0,175532

p<0.001
p<0.001
0,039155

0,878056

0,007003
0,602672
0,692176

p<0.001
p<0.001
0,745323

0,798842
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Tabela 4. Andlise de variancia em medidas repe@gasinando a atividade da
fosfatase em diferentes tecidos, ph para as geapécies de morcegos com
machos e fémeadplossus molossus, Artibeus planirostris, ArtibBusatus e
Platyrrhinus linetatus)testando a influéncia do sexo na atividade dafaseé.

Espécie Fonte de variagdo d.f MS F P
Molossus molossus Tecido 3 0,15954 5,8746 0,010461
Sexo 1 0,00536 0,1973 0,664797
Tecido x Sexo 3 0,00423 0,1556 0,924032
Erro 12 0,02716
pH 2 0,25385 26,7566 p<0.001
pH x Tecido 6 0,07816 8,2378 0,000066
pH x Sexo 2 0,00437 0,4608 0,636218
pH x Tecido x Sexo 6 0,00420 0,4430 0,842618
Erro 24 0,00949
Artibeus planirostris Tecido 3 0,33849 29,296 0,000008
Sexo 1 006405 5543 0,036422
Tecido x Sexo 3 0,00738 0,639 0,604579
Erro 12 0,01155
pH 3 0,48965 39,239 p<0.001
pH x Tecido 9 0,17430 13,968 p<0.001
pH x Sexo 3 0,01890 1,514 0,227325
pH x Tecido x Sexo 9 0,01868 1,497 0,186524
Erro 36 0,01248
Artibeus lituratus  Tecido 3 0,19310 14,7335 0,021076
Sexo 1 0,21227 5,2033 0,041598
Tecido x Sexo 3 018724 45897 0,023156
Erro 12 0,04080
pH 3 0,29485 16,3011 p<0.001
pH x Tecido 9 017413 9,6269  p<0.001

pH x Sexo 3 000241 0,1331 0,939734
pH x Tecido x Sexo 9 0,01914 1,0581 0,415828
Erro 36 0,01809

Platyrrhinus linetatus Tecido 3 1,26950 31,0179 0,000006
Sexo 1 0,03486 0,8517 0,374264
Tecido x Sexo 3 0,00875 0,2137 0,884985
Erro 12 0,04093
pH 3 045117 37,9119 p<0.001
pH x Tecido 9 0,61168 51,3997 p<0.001

pH x Sexo 0,00163 0,1373 0,937069
pH x Tecido x Sexo 9 0,00659 0,5535 0,825154
Erro 36 0,01190

w
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Tabela 5. Andlise de variancia em medidas repetidasninando a atividade da
fosfatase em diferentes tecidos, pH de fémeas dtes espécies de morcegos
analisadas:Molossus molossus, Molossus rufus, Artibeus platis) Artibeus
lituratus, Platyrrhinus linetatus, Glossopha sonaie Desmodus rotundus.

"Espécie Fontedevariaggo df MS F = P

Tecido 3 0,27052 20,737 p<0.001
Espécie 6 0,23066 17,681 p<0.001
Tecido x Espécie 18 0,08403 6,442 p<0.001
Erro 68 0,01305

pH 2 185868 199,014 p<0.001
pH x Tecido 6 0,16763 17,949 p<0.001
pH x Espécie 12 0,02192 2,347 0,009075
pH x Tecido x Espécie 36 0,03557 3,808 p<0.001
Erro 136 0,00934

Tabela 6. Teste a posteriori LSD de Fisher. Valale P para as comparacdes entre
as sete espécies de morcegos analisadas paradadsida fosfatase.

M. molossus P.linetatus G. soricina A. planir@str A. lituratus D. rotundus

M. molossus

P. linetatus 0,001488

G. soricina p<0.001 0,039434

A. planirostris ~ 0,000002 0,167790 0,509468

A. lituratus 0,108507 0,128604 0,000196 0,002991

D.rotundus 0,480512 0,000071  p<0.001 p<0.001 0,019446

M. rufus 0,275912 0,014018 p<0.001 0,000025 0,458470  0,047024
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Figura 1 . Gréfico de barras mostrando a atividialéosfatase nos tecidos F: figado, R: rim, E:reatfb, em quatro diferentes p
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Figura 2. Gréfico de barras mostrando a atividaalefodfatase nos tecidos
figado, R: rim, E: estbmago e IP: intestino proXinean quatro diferentes pt
Em A: Artibeus planirostris B: Artibeus liturarus,C: Platyrrhinus lineatus. A
atividade da fosfatase para o intestino proximapH®.4 é apresentada no ei
direita.
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Figura 3. Grafico de barras mostrando a atividaaldodfatase nos tecidos
figado, R: rim, E: estbmago e IP: intestino proXinean quatro diferentes pt
Em A: Desmodus rotundusB: Glossophaga soricinaC: Pacbes proxima
intermediaria e distal do intestino de todas as@spMolossus rufugM.r.),
Molossus moloss (M.m.), Artibeus planirostrigA.p.), Artibeus lituratus(A.l.),
Platyrrhinus lineatu (P.l.), Glossophaga soricindG.s.) eDesmodus rotund
(D.r.). A atividade da fosfatase para o intestino proximal pH 9.4
apresentada no eixo a dire
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Figura 5. Grafico de barras mostrando a atividaéodfatase entre fémee
machos nos tecidos F: figado, R: rim, E: estomalfo mtestino proximal, e
guatro diferentes pHs. Em Artibeus planirostris B: Artibeus liturarus,C:
Platyrrhinuslineatuse D: Molossus molossusA atividade da fosfatase par
intestino proximal no pH 9.4 é apresentada no aigoeita.
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No presente trabalho, através da anadlise bioquidasaesterases e das
atividades enziméaticas das esterases e fosfatadégado, rim, intestino e estbmago
em diferentes pHs em espécies de morcegos das iammMolossidae,
Phyllostomidae e Vespertilionidae, com diferentébitos alimentares, foi possivel
concluir que:

- A analise bioquimica das esterases presenteslifeventes tecidos de
oitos espécies de morcegodMalossus molossus, Molossus rufus, Artibeus
planirostris, Artibeus lituratus, Platyrrhinus lie¢us, Glossophaga soricina,
Desmodus rotundus Myotis nigricans)revelou um padrdo espécie-especifico da
enzima, com a presenca deesterases em todos os tecidos para sete das oitos
espécies de morcegos analisadas, sendofegpsterase foi detectada apenas no
intestino da espécie insetivakh nigricans e a-B esterases foram observadas nas
espécies frugivora®\. planirostris, A. lituratuse P. lineatuse no intestinoe
estdbmag de M. nigricans.

- Com base na inibicdo foi possivel identificar esterases como
carboxilesterases, sendo inibidas apenas parcitdrpeio malathion e PMSF.

- Embora néo tenha sido possivel fazer uma correkagtie os diferentes
habitos alimentares e a atividade das enzimassadal, foi possivel observar que as
atividades variaveis da esterase e da fosfataselifeventes tecidos nas diferentes
espécies seja influenciada pela composicdo da, detado possivel sugerir uma
participacdo dessas enzimas na digestdo ou degmadag diferentes compostos da

dieta
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Este trabalho teve por objetivo analisar a enzisterases em quatro
tecidos (figado, rim, intestino e estbmago) emdgeboliacrilamida em oito espécies
de morcegos com diferentes habitos alimentaresmmndo as familias Molossidae,
Phyllostomidae e Vespertilionidae e dosar a atoedala enzima fosfatase nos
mesmos tecidos em quatro pHs.

A analise bioquimica das esterases no figado, @gtdmago e intestino
das espéciedlolossus molossus, Molossus rufus, Artibeus platisy Artibeus
lituratus, Platyrrhinus lineatus, Glossophaga sarer, Desmodus rotunduesMyotis
nigricansrevelou um padréo espécie-especifico nas difesasgécies. As esterases
nos quatro tecidos para as sete das oitos espaadisadas foram identificadas
comoa-esterases. Somente o intestino da espécie iosekiv nigricansapresentou
umap - esterase. Nas espécies frugivdraglanirostris, A. lituratug P. lineatusa
- [ esterases foram observadas em todos os tecidasareagemM. nigricansfoi
observada no intestino e estdmadgaseado na inibicdo, as esterases foram
identificadas como carboxilesterases. A inibic@oreeu somente pelo malathion e
PMSF.

Através da analise da fosfatase nos diferentedag@m diferentes pHs
das espéciedMolossus molossus, Molossus rufus, Artibeus platrisg Artibeus
lituratus, Platyrrhinus lineatus, Glossophaga sam& e Desmodus rotundudoi
possivel identificar a fosfatase acida no figadm e estbmago da maioria das
espécies analisadasvl( molossus, A. planirostris, A. lituratus, P. datus,
Glossophaga soricinag apenas no figado e estomagdvdeufus,enquanto que no

rim foi detectada a atividade da fosfatase alcaliBan D. rotundusfoi observada a



124
RESUMO

atividade da fosfatase alcalina no figado e rirmoeestbmago ocorre a fosfatase
acida. A maior atividade da enzima fosfatase ialadbi detectada no intestino de
todas as espécies, sendo seguido pelo figado, estbenago. En®. soricinao rim
apresentou maior atividade, seguido do figadostime e estbmago.

A maior atividade da carboxilesterase foi detectaus®m maioria das
espécies, no intestino, seguido do rim e figadst@mnago.

As analises evidenciaram que os diferentes pHs @ifesentes tecidos
influenciam na atividade da fosfatase nas esp&uiaisadas, diferente do estado
reprodutivo das fémeas que nao influenciou nadetde das enzimas. Diferencas na
atividade da fosfatase entre machos e fémeas fergmificativas somente para as

espécied\. planirostrise A. lituratus.

Palavras-Chaves Chiroptera, esterase, fosfatase, atividade, habiteentar.
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This study aimed to examine the esterases enzympslyacrylamide gel
of four tissues (liver, kidney, intestine and staimabelonging to eight species of
bats with different dietary habits belonging to tlelossidae, Phyllostomidae and
Vespertilionidae familes and estimate the actigitphosphatase enzyme in the same
tissues in four different pHs.

The biochemical analysis of estesagethe liver, kidney, stomach and
intestine of speciesMolossus molossusMolossus rufus Artibeus planirostris
Artibeus lituratus Platyrrhinus lineatusGlossophaga soricinaDesmodus rotundus
and Myotis nigricansrevealed a tissue species-specific pattern iremdifft species.
The esterases in the four tissues of the seveheokight species examined were
identified asa- esterases. Only in the intestine of the inseobiws speciesVl.
nigricans presented #- esterases. In the frugivorous specfesplanirostris A.
lituratus and P. lineatusa-f3 esterases were observed in all tissues whil®lin
nigricans it were observed in intestine and stomach. Basedinbibition, the
esterases were identified as carboxilesterases. ifitmbition occurred only by
malathion and PMSF.

Through analysis of phosphatase in different dgffié pHs and tissues of
the speciesM. molossus M. rufus A. planirostrs, A. lituratus P. lineatus G.
soricina andD. rotundus it was possible to identify acid phosphatasehm liver,
kidney and stomach of most species examindd rholossusA. planirostris A.
lituratus, P. lineatus G. soricing, and only in the liver and stomach M rufus

while in the kidney was detected activity of alkaliphosphatase. D. rotundus
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was observed the activity of alkaline phosphatasiae liver and kidney, and in the
stomach occured acid phosphatase. The highestitpaotiv the enzyme alkaline
phosphatase was detected in the intestine fopatlies and this was followed by the
liver, kidney and stomach. IG. soricina the kidney showed greater activity,
followed by the liver, intestines and stomach.
The activity of carboxilesterasaevs detected greater in most of species,
in intestine, followed by kidney and liver  and stoh.
The analyses showed that the diffetissues and different pH influence in
the phosphatase activity in the species examinimr ahan reproductive status of
females that did not influence the activity of emsg. Differences in the phosphatase
activity between males and females were significanty for the speciesA.

planirostrisandA. lituratus

Key-Words: Chiroptera, esterase, phosphatase, activity, gibtuits.
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