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Resumo

O habito alimentar de uma espécie pode ser determinante para o seu metabolismo geral. Muitos
morcegos sdo conhecidos por fazerem uso restrito de determinadas dietas, e isso envolveu adaptacdes
em sua estrutura corpdrea, acumuladas ao longo de milhares de anos, incluindo os 6rgaos metabdlicos
(i.e., pancreas, figado, musculatura esquelética, intestinos, etc). Assim, buscamos nos morcegos uma
forma de avaliar comparativamente essa relacao de 6rgaos envolvidos na homeostase glicémica com
determinados padrdes alimentares. Mais especificamente, objetivamos avaliar parametros metabdlicos
e estruturais relacionados a homeostase glicémica em quatro espécies de morcegos com diferentes
habitos alimentares (frugivoro, hematdfago, insetivoro e nectarivoro). Nossa hipdtese € que as espécies
que se restrinjam mais a dietas proteicas (i.e., hematdfagos e insetivoros) possuirao ilhotas pancreaticas
com uma contribui¢do menor das células beta e maior das células alfa; figado e misculo com maiores
reservas de glicogénio e mais aptos a disponibilidade energética e intestinos com arquitetura mais
complexa. Da mesma forma nas espécies com dieta rica em carboidratos (i.e., frugivoros e
nectarivoros) esperamos diferentes adaptagdes funcionais e estruturais em relagdo as espécies com
dieta rica em proteina. Morcegos das espécies Artibeus lituratus ¢ A. fimbriatus (frugivoros), n=15;
Desmodus rotundus (hematdfago), n=9; Molossus molossus (insetivoro), n=6 e Anoura caudifer
(nectarivoro), n=5, foram capturados na natureza e pernoitaram em laboratorio antes de serem
estudados. Foram analisados glicemia, perfil lipidico (colesterol total, triglicerideos, LDL, HDL,
VLDL), sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, contetido de glicogénio hepatico e muscular,
comprimento intestinal, massa de 6rgdos e relagdes com a massa corporea, exames histologicos de
microscopia de luz, imunofluorescéncia bem como microscopia de transmissdo e de varredura. Nossos
principais resultados revelaram que morcegos em dietas ricas em proteina apresentam equivaléncias
metabolicas e estruturais entre si e diferengas em relagdo aos morcegos com dietas predominantes em
carboidratros. Houve diferencas complexas no perfil lipidico e no teor de glicogénio hepético entre as
espécies, em particular na espécie insetivora, que apresentou glicogénio tipo beta () (lenta
mobilizacdo) em figado e musculo e em grande abundancia. A espécie hematdfaga foi a inica com
valores de glicogénio muscular superior ao hepatico. Em relagdo as estruturas intestinais foram
observadas evidéncias indiretas de atividade paracelular intestinal nas espécies com dieta rica em
carboidrato, bem como maiores vilosidades e microvilosidades. Na espécie insetivora foi observado
co-localizag¢do de granulos enddcrinos em células acinares pancreéticas. A relagao de massa absoluta
de ilhota (mg) foi maior no hematofago. A relagdo de massa absoluta normalizada pelo peso corpdreo
(mg/g p.c.), massa relativa de ilhotas (%), bem como a densidade foram maiores na espécie nectarivora.
Os dois grupos com dietas ricas em carboidratos e os insetivoros, na sequéncia, obtiveram as maiores
massas de células beta. O hematofago foi o Gnico grupo com massa absoluta de células alfa mais
elevado que a massa de células beta. Assim, concluimos que morcegos com dieta predominante em
proteinas possuem maiores reservas de glicogénio, embora questionavel no hematéfago, e ilhotas
pancreatica onde as células alfa apresentam uma preponderancia maior do que nas espécies com
predominio em dieta rica em carboidrato, sendo estas espécies munidas de maior massa de células beta
e um intestino com maior complexidade luminal. Além da dieta, outros fatores como o modo de
forrageamento certamente influenciaram em adaptagdes metabolicas e morfologicas Unicas dentro de
cada grupo, ainda que estes sejam tdo proximos filogeneticamente.

Palavras-chave: Morcegos 1. Pancreas 2. Metabolismo 3.



Abstract

The feeding habits of a species can be determinant for its general metabolism. Many
bats are known to make limited use of certain diets, and this involved adaptations in their body
structure, accumulated over thousands of years, including metabolic organs (i.e., pancreas, liver,
skeletal musculature, intestines, etc.). Thus, we seek in bats a way to comparatively evaluate this
relation of organs involved in glycemic homeostasis with certain dietary patterns. More specifically,
we aim to evaluate metabolic and structural parameters related to glycemic homeostasis in four species
of bats with different eating habits (frugivore, hematophagous, insectivore and nectarivore). Our
hypothesis is that species that are more restricted to protein diets (i.e., hematophagous and
insectivorous) will have pancreatic islets with a smaller contribution from beta cells (B) and a greater
contribution from alpha cells (a); liver and muscle with higher glycogen reserves and more apt to
energy availability and intestines with more complex architecture. Likewise in species with a high
carbohydrate diet (i.e., frugivores and nectarivores) we expect different functional and structural
adaptations in relation to species with a high protein diet. Bats of the species Artibeus lituratus and A.
fimbriatus (frugivores), n = 15; Desmodus rotundus (hematophagous), n = 9; Molossus molossus
(insectivore), n = 6 and Anoura caudifer (nectarivore), n = 5, were captured in the wild and spent the
night in the laboratory before being studied. Blood glucose, lipid profile (total cholesterol,
triglycerides, LDL, HDL, VLDL), insulin sensitivity and glucose tolerance, hepatic and muscular
glycogen content, intestinal length, organ mass and relationships with body mass were analyzed.
histological studies of light microscopy, immunofluorescence as well as transmission and scanning
microscopy. Our main results revealed that bats on high protein diets have metabolic and structural
equivalences and differences from bats with predominant carbohydrate diets. There were complex
differences in the lipid profile and in the hepatic glycogen content between species, particularly in the
insectivorous species, which presented beta () glycogen (slow mobilization) in liver and muscle and
in great abundance. The hematophagous species was the only one with muscle glycogen values higher
than the liver. Regarding intestinal structures, indirect evidence of intestinal paracellular activity was
observed in species with a high carbohydrate diet, as well as greater villi and microvilli. In the
insectivorous species, co-localization of endocrine granules was observed in pancreatic acinar cells.
The ratio of absolute islet mass (mg) was higher in the hematophagous. The ratio of absolute mass
normalized by body weight (mg / g p.c.), islet relative mass (%), as well as density were higher in the
nectarivorous species. The two groups with diets rich in carbohydrates and the insectivores, in
sequence, obtained the largest masses of beta cells. The hematophagus was the only group with an
absolute alpha cell mass higher than the beta cell mass. Thus, we conclude that bats with a predominant
diet in proteins have higher glycogen reserves, although questionable in the hematophagous, and
pancreatic islets where alpha cells have a greater preponderance than in species with a predominance
in a diet rich in carbohydrates, these species being provided with greater mass of beta cells and an
intestine with greater luminal complexity. In addition to the diet, other factors such as the foraging
mode certainly influenced unique metabolic and morphological adaptations within each group, even
though they are so close phylogenetically.

Keywords: Bats 1. Pancreas 2. Metabolism 3.
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1 - Introducio a ordem Chiroptera

O termo ‘morcego’ ¢ derivado do latim muris (rato) e coecos (cego). Em grego ¢é verpertilio e
em latim € nycteris, que sao nomes relacionados ao habito de vida noturno. Os morcegos pertencem a
ordem Chiroptera, palavra derivada do grego cheir (mao) e pteron (asa) (Reis, et al., 2006). Os
quirdpteros estdo entre os grupos de mamiferos mais diversificados do mundo, com 18 familias, 202
géneros e mais de 1.150 espécies vindo a compor aproximadamente 25% de todas espécies conhecidas
de mamiferos, que totalizam cerca de 5416 espécies (Nogueira et al., 2014). O Brasil abriga cerca de
15% da diversidade de morcegos do planeta (Wilson e Reeder, 2005).

Os Quir6pteras sao divididos em duas subordens, os Megaquiropteras e os Microquiropteras.
A hipotese mais atual ¢ a de monofiletismo do grupo, baseada em dados morfologicos (Simmons,
1998; Van Den Bussche et al., 1998) e informacdes genéticas (Murphy et al., 2001). Sabe-se também
que os morcegos sdo oriundos do clado Scrotifera, um clado de mamiferos placentarios, assim como
também pertencem a esse clado os animais da ordem Carnivora, Pholidota, Perissodactyla e
Cetartiodactyla (Murphy et al., 2001).

O registro fossil mais antigo provém de alguns dentes descobertos na Franga, do periodo
Paleoceno, que apresentam caracteres tanto de morcegos quanto de mamiferos insetivoros
(Eulipotyphla, o grupo dos musaranhos), permitindo relacionar filogeneticamente esses dois grupos
(Murphy et al., 2001). O fossil completo mais antigo de um verdadeiro morcego foi encontrado em
rochas Eocénicas (60 milhdes de anos) nos Estados Unidos e este fossil, denominado Icaronycteris
index, ndo apresenta nenhuma caracteristica intermedidria, sendo um Microchiroptera de hébitos
insetivoros. A morfologia craniana dessa espécie supracitada também indica capacidade para a
ecolocalizacdo. Outro fossil encontrado na Alemanha a 50 milhdes de anos, o Palaeochiropterys
tupaiodon, também foi descrito com um morcego semelhante aos atuais (Speakman, 2001, Fenton,
1992, Simmons e Geisler, 1998). Por fim, estima-se que os morcegos surgiram ha cerca de 80 milhdes
de anos sem que tivesse havido mudangas expressivas em sua arquitetura corpdrea até entdo (Fullard,
1987).

Os morcegos evoluiram em paralelo ao surgimento das plantas com flores, que trouxe como
consequéncia a abundancia de insetos. Apos milhdes de anos alimentando-se de insetos, o processo de
selecdo natural culminou no desenvolvimento de membranas, o que possibilitou aos ancestrais dos
morcegos planarem (Reis ef al., 2006). A partir dai, eles se tornaram cagadores aéreos muito bem-
sucedidos. Assim, menos energia passou a ser dispendida com o voo planado se equiparado ao habito
da caminhada ou da corrida. Ainda, isso deu uma vantagem enorme ao poderem evitar contatos com

predadores terrestres (Altringham, 1996).
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Os Megachiroptera ndo ocorrem no Brasil e estdo representados por apenas uma familia,
Pteropodidae, com 42 géneros e 186 espécies distribuidas pelo Velho Mundo, na regido tropical da
Africa, India, sudeste da Asia e Australia (Reis et al., 2007). Utilizam a visdo para se orientar e, por
isso, t€ém grandes olhos. Além disso, tém as orelhas pequenas e sem o tragus (pedago da pele situada
ventralmente ao canal auditivo), ndo apresentando ornamentagdes faciais € nasais, pois nao apresentam
ecolocalizacao (apenas uma espécie dessa familia apresenta esse sistema) (Reis et al. 2006). A cauda
e 0 uropatagio (membrana entre membros posteriores € corpo) estdo ausentes, as vértebras cervicais
ndo sao modificadas e a cabega fica virada para a regido ventral quando estdo empoleirados. Nao
hibernam e nem entram em torpor. As diferentes espécies possuem inimeras estratégias reprodutivas,
desde estacionalmente (sazonalmente) monoestra até poliestria assazonal (Taddei, 1976).

Os Microchiroptera estdo compostos por 17 familias, 157 géneros e 930 espécies no Novo ¢
Velho Mundo, ndo ocorrendo apenas nas regides polares. Como ¢é observado na Figura 1, no Brasil
sdo conhecidas 9 familias, 68 géneros e 178 espécies (Nogueira ef al., 2014, Reis et al., 2007; Wilson
e Reeder, 2005). Entretanto, segundo levantamento da Sociedade Brasileira de Estudo de Quirdpteros
(SBEQ), complementando a referéncia principal de acordo com as tltimas mudangas, a lista oficial de
morcegos brasileiros inclui agora seria de 181 espécies em 68 géneros e 9 familias onde a lista de
registros duvidosos mudou para 9 espécies e a lista de registros errdbneos aumentou para 15 espécies
(Garbino et al., 2020).

No Brasil ¢ a segunda ordem em riqueza (diversidade) de espécies, superada somente pela
ordem Rodentia, com 243 espécies. As familias brasileiras, com seus respectivos nimeros de espécies
sdo: Emballonuridae (17); Phyllostomidae (92); Mormoopidae (3); Noctilionidae (2); Furipteridae (1);
Thyropteridae (5); Natalidae (1); Molossidae (29) e Vespetilionidae (28) (Nogueira ef al., 2014). Eles
habitam todo o territorio nacional, ocorrendo na Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal,

semiarido nordestino, pampas, na regido litoranea e em areas urbanas.
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Numero de espécies de morcegos no Brasil por familia

= Emballonuridae

® Phyllostomidae

® Mormoopidae
Noctilionidae

m Furipteridae

® Thyropteridae

m Natalidae

= Molossidae

m Vespetilionidae

Figura 1: Numero de espécies de morcegos no Brasil por familia. Fonte: Nogueira et. al, 2014

Os Microchiroptera apresentam tamanho médio, mas ocorrem espécies pequenas como
Furipterus horrens com peso médio de 3 g e 15 cm de envergadura (Nowak, 1944). Outras espécies
sdo relativamente maiores, como o filostomideo Vampyrum spectrum, que chega a 190 g e 70 cm de
envergadura (Emmons e Feer, 1990). Os morcegos possuem alta longevidade se comparados a
mamiferos de mesmo porte: enquanto um rato de 40 g vive até 2 anos, um morcego vampiro por
exemplo (também com 40 g) vive até 20 anos na natureza (Bernard et al., 2005). Como animais
noturnos, t€ém poucos cones na retina, entretanto ndo sao cegos, € embora todas as familias brasileiras
usem a ecolocalizacdo, alguns frugivoros maiores também se orientam pela visdo (Reis et al., 2006).
Assim, utilizam primariamente o sistema de ecolocalizagdo, apresentando olhos pequenos, orelhas
grandes, tragus bem desenvolvido e as ornamentagdes nasais e faciais frequentemente estao presentes.
Durante a ecolocalizagdo, eles transmitem sons de alta frequéncia pela boca e/ou pelo nariz, que sao
refletidos por superficies do ambiente indicando a diregdo e a distancia relativa dos objetos (Fenton et
al., 1992).

Em média, os morcegos t€ém 1 filhote por ano, mas podem ter 2 ou 3 e, raramente, 4. Os
Noctilionidae e Phyllostomidae geralmente sdo poliestros enquanto que os Vespertilionidae e
Mollossidae sdo monoestros. A gestacdo dura desde 44 dias a 11 meses, dependendo da espécie, e o
nascimento dos filhotes se d4 em época de maior oferta de alimentos (Reis e Peracchi, 1981). Os
morcegos possuem o habito de cuidados maternos que pode se estender por até aproximadamente 3

meses de vida. Observagdes obtidas no contexto da Amazodnia indicam que os insetivoros deixam seus
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filhotes nos lugares de repouso enquanto os frugivoros procuram carrega-los em voo enquanto for
possivel (Reis, 1981).

Segundo Greenhall e Paradiso (1968), para interromper o jejum de 10 horas, o periodo de
atividades ¢ mais intenso nas duas primeiras horas ao escurecer e nas duas horas antes do amanhecer.
Em climas frios, os morcegos costumam hibernar ou migrar, podendo se deslocar por mais de 1700
km (Altringham, 1996). No Brasil, embora se desloquem, pouco se sabe sobre os casos de migragao
por longas distancias. Quando dormem durante o dia, muitas espécies ficam em estado de semi-torpor,
com reducdo da temperatura do corpo. Nao ha registros de hibernagdo de morcegos em territorio
brasileiro (Greenhall e Paradiso, 1968).

Além de suas claras vantagens ecoldgicas, essa evolugcdo do voo trouxe custos energéticos
elevados para os morcegos. Os morcegos em voo aumentam a taxa metabodlica em 15 vezes em relagao
ao repouso (Austad e Fischer, 1991; Harrison e Roberts, 2000; Munshi-South e Wilkinson, 2010;
Szewczak, 1997), mas compensam esse custo energético por meio de adaptagdes. Por exemplo, em
paises tropicais, muitas espécies entram em torpor ou semitorpor (principalmente) durante o repouso
diurno, diminuindo de forma consideravel o metabolismo didrio (Speakman & Thomas, 2003).

Além disso, os periodos de atividade (forrageamento) s3o relativamente breves e quase que
invariavelmente a noite. Algumas espécies de morcegos que se alimentam de recursos ndo disponiveis
ao longo do ano, como insetos, lidam com a disponibilidade reduzida de presas por meio da hibernacao
no inverno, principalmente em paises ou regides mais frias de clima temperado. Nesse sentido, os
morcegos também podem depender regularmente de suas reservas endogenas e, as vezes, por periodos
muito longos. A esse respeito, os morcegos sdo excepcionais dentre os mamiferos na medida em que
suas capacidades de armazenamento energético variam drasticamente desde hora em hora a periodos
sazonais (Kronfeld-Schor et al., 2000; Kunz ef al., 1998; Weber e Findlay, 1970). Ao que indica, os
morcegos desenvolveram mecanismos que lhes permitem fazer uso eficiente de suas reservas
enddgenas, mantendo assim o equilibrio energético em periodos de escassez de alimentos.

E em relagdo a dieta, os morcegos constituem um dos grupos de mamiferos mais diversificados.
Praticamente todos os habitos alimentares sdo observados entre os morcegos, excetuando-se os
saprofagos. A subordem Microchiroptera, a inica encontrada no Brasil, ¢ dividida em 7 grandes
grupos: Insetivoros, Carnivoros, Piscivoros, Nectarivoros, Frugivoros, Onivoros e Hematdfagos (Reis,
etal..,2008; De Lima et al., 2008). Ainda, alguns morcegos se alimentam de outros, embora ndo sejam
canibais, pois capturam espécies diferentes da sua (Fenton ef al., 1992).

Entre os Microchiroptera, os carnivoros sdao os maiores, alimentando-se de ras, lagartixas,

aves, pequenos roedores e de outros pequenos morcegos. Quanto aos morcegos piscivoros, sao
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encontradas duas espécies no Brasil (Noctilio leporinus e Noctilio albiventris) que alimentando-se de
peixes em regides litoraneas ou continentais em todas as regides do Brasil (Reis et al., 2006). Os
morcegos onivoros alimentam-se de insetos, néctar, polen, frutas e pequenos invertebrados (Reis, et
al.., 2008).

Os morcegos frugivoros, no Brasil, pertencem exclusivamente a familia Phyllostomidae e
ocasionalmente alimentam-se de insetos. Os frugivoros desempenham uma fun¢do importante na
dispersdo de sementes por apresentarem habito de forrageio intenso, buscando alimento por distancias
razoaveis (Galindo-Gonzalez, 1998). Se alimentam principalmente de frutos de plantas das familias
Solanaceae, Piperaceae € Moraceae ¢ apresentam um numero grande de dentes, com molares e pré-
molares largos.

Os morcegos hemato6fagos alimentam-se exclusivamente de sangue de mamiferos ou de aves
e, para isso, utilizam incisivos especializados para fazer um pequeno corte nos animais. Um
anticoagulante ¢ liberado com a saliva e estes sorvem o sangue que flui para fora. Uma vez saciados,
excretam uma parte liquida do sangue gracas aos rins especializados eliminando assim o excesso de
peso, para retornarem aos seus abrigos. Existem apenas trés géneros e trés espécies de morcegos
hematéfagos no mundo e todos sdo neotropicais. Sao eles: Desmodus rotundus (alimentam-se de
sangue de mamiferos e aves (raramente)), Diphylla ecaudata (alimentam-se preferencialmente de
sangue de aves) e Diaemus youngii (alimentam-se de sangue de aves e mamiferos) possuindo grandes
¢ afilados dentes incisivos (Brass, 1994).

Os morcegos insetivoros, tais como os Vespertilionidae, obtém a maioria dos insetos dos quais
se alimentam em voo, ora acima da copa das arvores (Molossidae), ora abaixo (Embalonuridae e
Vespertilionidae). Sao os mais numerosos, pela propria abundancia de recursos. Os insetos, escorpides,
aranhas e outros pequenos artropodes podem fazer parte de sua dieta. Existem relatos de morcegos que
sobem a cerca de 3 mil metros de altura para alcancar voos de certas mariposas (Reis, et al., 2006). Os
morcegos contribuem para regular a abundéancia (ecossistema) de insetos com algumas espécies se
alimentando de quantidades correspondentes a uma vez € meia 0 seu peso em uma unica noite
(Goodwin e Greenhall, 1961). Alguns Phyllostomidae podem capturar até 500 insetos por hora (Griffin
etal.., 1960).

Os morcegos nectarivoros se alimentam de pdlen e néctar de flores. Entretanto, em épocas de
escassez estes morcegos também podem se alimentar de pequenos insetos devido aos poucos e
diminutos dentes (Willig et al., 1993).

A partir daqui abordaremos as espécies que representam 4 nichos baseados em seus perfis

alimentares.
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2 - Distribuicao geografica e biologia

2.1 — Artibeus lituratus ¢ Artibeus fimbriatus

Os morcegos frugivoros A4. lituratus (Figura 2) e A. fimbriatus pertencem a familia

Phyllostomidae, sdo espécies morfologicamente convergentes em diversos aspectos e foram

confundidas durante muito tempo ao longo de suas areas de ocorréncias (Handley 1989).

¥

Figura 2: Artibeus lituratus. Fonte do proprio autor, Guilherme Durante — UFSC, 2018

O Artibeus lituratus (Olfers, 1818) pode ser encontrado em todos os biomas brasileiros, sendo
uma espécie dispersora de sementes e formadora de florestas muito importante. Essa espécie forma
pequenas coldnias (8 individuos) ou grandes (superior a 30 morcegos), habitando tanto arvores
copadas, como cavernas, frestas entre rochas, ocos de arvores, telhados (Esbérard et al. 2006), ou em
folhas de palmeiras, as quais sdo cortadas com os dentes (Zortéa e Chiarello 1994). Vive tanto em
areas conservadas quanto em cidades (Sazima et al. 1998). O Artibeus lituratus ¢ uma espécie
predominantemente frugivora, entretanto, quando ha escassez de frutos, alimentam-se também de
insetos como besouros, recursos florais e at¢ mesmo de algumas folhas (Zortéa e Chiarello, 1994).

A espécie A. lituratus forma agrupamentos poligénicos e seu periodo reprodutivo varia
geograficamente Wilson (1979). No Brasil, essa espécie apresenta um padrdo de poliestria bimodal

com um pico de fevereiro a marco e outro de outubro a novembro (Bredt et al., 1996).
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A espécie Artibeus fimbriatus (Gray, 1838) ¢ endémica na América do Sul, com ocorréncia no
Brasil, Paraguai e Argentina (Barquez ef al., 1999; Simmons, 2020). No Brasil, s6 ndo ha registro da
espécie na regido norte. Ocorre em areas florestais, especialmente da Mata Atlantica, ocorrendo
raramente em cidades. Alimenta-se primariamente de frutos, embora insetos e recursos florais possam
também compor sua alimentagdo em periodos de escassez. Um estudo da sua dieta revelou o consumo
mais frequente de frutos de Cecropiaceae, Moraceae, além de Solanaceae, Piperaceae e Curcubitaceae
(Passos et al., 2003). Dados da floresta atlantica indicam um padrdo de poliestria bimodal para a

espécie, com dois nascimentos por periodo reprodutivo (Fazzolari-Correa, 1995).

2.2 — Desmodus rotundus

O morcego hematéfago Desmodus rotundus (Geofrey, 1810) (Figura 3) pertence a familia
Phyllostomidae com registros revelando que no Brasil a espécie ocorre de norte a sul (Peracchi et al.,
2006). E uma espécie estritamente hematofaga (Gardner, 1977a) e seu habito alimentar exige grande
capacidade integrativa do cérebro, sendo que o neocortex e o cerebelo sdo mais desenvolvidos que em
outras espécies de morcegos (Bernard, 2005). Preferem o sangue de mamiferos de grande porte ¢ a
introdugdo de animais domésticos como cavalos, bovinos e suinos t€ém aumentado o nimero de
individuos nos tltimos anos em areas onde ha atividade humana. Raramente também se alimentam de
sangue de aves. (Altringham, 1996).

Esta espécie se alimenta de sangue a partir dos 4 meses de idade, ndo conseguindo sobreviver
mais de trés dias sem se alimentar (Freitas et al., 2003). A denticdo ¢ bem distinta de outros morcegos,
J& que seus dentes incisivos sdo maiores, afilados e projetados para frente. Isto permite que o animal
retire primeiramente pequenos pedacos de pele e tecido das presas, para obter seu alimento (Greenhall
et al., 1983), o qual apresenta alta concentragdo de proteina e baixa concentragdo de gorduras e
carboidratos (Mcfarland e Wimsatt, 1969). A espécie Desmodus rotundus geralmente dispensa o
forrageio se comparado a outros morcegos, sendo seu deslocamento entre 3 a 8§ km ao redor do abrigo
(Fleming et al., 1972; Crespo et al., 1972; Greenhall et al., 1983). Nao hd indicios de migracdes

estacionais, hiberna¢ao ou estivagao (Uieda, 1993; Greenhall et al., 1983).
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Figura 3: Desmodus rotundus. Fonte do proprio autor, Guilherme Durante — UFSC, 2019
Desmodus rotundus ¢ considerada uma espécie polimérica, sem um periodo definido de

reproducdo (Taddei ef al., 1976; Alencar et al., 1994), onde a poliestria assazonal maximiza o sucesso
reprodutivo da espécie. No segundo més de vida, o filhote ja recebe alimento regurgitado pela mae e

a acompanha até os 4 meses, tornando-se independente logo em seguida (Lord et al., 1998).

2.3 — Molossus molossus

O morcego insetivoro Molossus molossus (Pallas, 1776) (Figura 4) pertence a familia
Molossidae e é encontrada na Florida (EUA), México, América Central e Caribe, Coldmbia, Equador,
Venezuela, Suriname, Peru, Brasil, Paraguai, Uruguai e norte da Argentina (Gonzilez, 1989;
Koopman, 1993; Barquez et al., 1999). Segundo Marinho-Filho e Sazima (1998), no Brasil, a espécie

estd presente em todos os biomas.
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Figura 4: Molossus molossus. Fonte do proprio autor, Guilherme Durante — UFSC, 2019

Sao exclusivamente insetivoros ¢ as fémeas apresentam 2 periodos reprodutivos por ano na
estacdo umida gerando apenas 1 filhote por gestagdo (Reis, et al. 2006). Estes morcegos sdo
encontrados em areas urbanas ocupando forros de residéncias ou outras construgdes € em areas nao
urbanizadas, ocupando ocos de arvores. Observagdes realizadas tanto no nordeste quanto no sul do
Brasil parecem indicar que a espécie nao realiza migragdes (Fabian e Marques, 1989). Diferentemente

dos Phyllostomidae, estes apresentam cauda livre além do uropatagio.

2.4 — Anoura caudifer

O morcego nectarivoro Anoura caudifer (E. Geoffroy, 1818) (Figura 5) pertence a familia
Phyllostomidae e ja foi registrada em todas as regides do territorio brasileiro. Esta espécie se alimenta
principalmente do néctar de uma grande variedade de plantas (Sazima et al., 1998), podendo
esporadicamente incluir frutos e insetos em sua dieta (Teixeira & Peracchi, 1996). Embora seja uma
espécie predominantemente nectarivora, pode visitar flores sem secre¢ao de néctar, com o objetivo de

apreensao de insetos atraidos pelo odor dessas flores (Willig et al., 1993).
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Figura 5: Anoura caudr. Fonte: Prof. Dr. Sergio Luiz Althoff, acervo pessoal

Os dentes incisivos, podem estar deslocados lateralmente ou mesmo ausentes (no caso dos
inferiores), deixando mais espaco para a passagem da lingua durante a tomada de néctar. O labio
inferior possui um sulco mediano profundo e a lingua ¢ longa e altamente extensivel, podendo alcancar
um comprimento equivalente ao do préoprio corpo (Winter & Von Helversen, 2003). Durante a visita
as flores os glossofagineos frequentemente empregam o voo pairado, configurando uma das
convergéncias observadas em relagdo aos beija-flores. Ainda, fazem uso intensivo da ecolocalizacao
durante o forrageio, mas a visdo ¢ a olfagdo também t€m papel importante (Von Helversen et al., 2000).

Os dados disponiveis para o Brasil sugerem um padrdo poliéstrico sazonal para essa espécie,

com nascimentos ocorrendo durante a época chuvosa (Taddei 1976; Zortéa, 2003).

3 — Biologia funcional e estrutural

O tipo de dieta de um animal pode modular as diferentes vias metabolicas, de tal forma que, no
geral, o padrao metabolico do estado alimentado ¢ distinto quando se ingere dieta rica em carboidrato
ou rica em proteina (Tirone, et al., 2001). Além disso, o estado nutricional também influencia o
metabolismo de glicose sendo que a glicogénese ¢ a principal via metabdlica da homeostase glicémica
durante o estado alimentado, principalmente por meio da acdo da insulina. Por outro lado, durante o
jejum, a gliconeogénese e a glicogenodlise sao as vias metabdlicas mais importantes, mediante
principalmente a agdo do glucagon (Beardsall et al., 2006). E importante salientar que o metabolismo
lipidico e proteico também participa, indiretamente, do metabolismo da glicose envolvendo os
seguintes processos metabolicos: lipogénese/lipolise, proteogénese/protedlise bem como a cetogénese

(Yeo et al., 2007).
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Ressalta-se que a maior parte dos animais com dietas ricas em proteina lidam melhor com a
privacao alimentar devido a maior atividade gliconeogénica presente até mesmo no periodo absortivo
e se estendendo em maior magnitude durante o jejum (Beardsall K. et al., 2006). De qualquer forma,
independentemente do tipo de dieta ingerida, os aminodcidos provenientes das proteinas corporais e
os lipideos (acidos graxos livres e glicerol) sustentam a gliconeogénese e a beta-oxida¢ao que sao
processos metabodlicos fundamentais para a manutengdo da glicemia durante o jejum (Tirone, ef al.,
2001). Além das reservas lipidicas e proteicas, que também tem origem a partir da dieta, o organismo
também possui reservas de carboidratos na forma de glicogénio, que ao ser hidrolisado em glicose,
fornece um substrato para a producao de ATP além de ser o Gnico substrato energético utilizado na
auséncia de oxigénio (Beardsall K. ef al., 2006).

O glicogénio ¢ um polimero muito grande que consiste apenas em glicose (homoglicano),
principalmente na jun¢ao alfa 1,4 glicosidica a qual os complexos enzimaticos, bem como os cofatores
para agregacdo e dissociacdo de outras unidades de glicose, estdo ligados. A forma esferdide do
glicogénio ¢ otimizada para armazenamento compacto com economia de espago e possibilidade rapida
para as enzimas acessarem a macromolécula para modificagao.

Os granulos de armazenamento de glicogénio sdo vistos no citoplasma de muitas células. Eles
sempre tém bordas irregulares e ndo sdo limitados por quaisquer membranas. Para visualizagdo
microscopica de luz do glicogénio, recomenda-se a coloragdo de carmim de acordo com Best
(coloragdo vermelha de areas citoplasmaticas que contém glicogénio) ou a coloragdo PAS que, no
entanto, também tinge outros carboidratos em vermelho. Os seguintes tipos diferentes de granulos de
glicogénio podem ser diferenciados: Granulo de alfa-glicogénio e Granulo de beta-glicogénio.

Granulo de alfa-glicogénio (alpha granulum glycogeni) é uma agregacdo semelhante a uma
roseta de 5 a mais de 40 particulas tinicas de glicogénio com diametros resultantes de 90 e até mais de
200 nm. Granulo de beta-glicogénio esférico muito menor (beta granulum) se assemelha a um tnico
ribossomo (didmetro em segdes de cerca de 15-20 nm), mas € um pouco menos denso em elétrons. Os
diametros dos granulos beta sdo cerca de 20 a 40, na maioria dos casos cerca de 30 nm. Enquanto os
granulos alfa sdo mais comumente vistos em hepatdcitos, onde sdo o correlato morfologico para o
armazenamento de curto prazo de grandes quantidades de glicose durante as fases anabolicas os
granulos beta sdo tipicos para células do musculo esquelético ou cardiaco, que também podem

apresentar alguns granulos alfa
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3.1 — Morcegos frugivoros

Os morcegos frugivoros apresentam demanda energética elevada por causa do alto custo
energético do voo. Os carboidratos sdo boas fontes energéticas visto que sao rapidamente digeridos e
absorvidos. Downs e col. (2011) trabalhando com a espécie Epomophorus wahlbergi observaram que
ao fornecer glicose e sacarose em diferentes concentragdes, 0s animais nos grupos que ingeriram as
menores concentragdes apresentaram o maior aumento sérico de glicose e sacarose. Entretanto, todos
0s grupos apresentaram incremento energético total equiparavel, sugerindo que independentemente do
carboidrato ou da concentragdo ingerida houve uma elevada eficiéncia na assimilacdo de glicose e
sacarose pelos morcegos.

Algumas evidéncias apontam que oS pequenos morcegos € pequenas aves fazem uso de
nutrientes recém adquiridos como fonte de energia para o voo, em vez de substratos enddégenos, como
fontes lipidicas ou glicogénio (Downs et al., 2011). Amitai, e col. (2010), em estudo com a espécie
Rousettus aegyptiacus, concluiram que morcegos frugivoros de médio a grande porte,
independentemente do seu tamanho, utilizam principalmente os agucares providos pela dieta para
subsidiar o voo. Assim, tanto em repouso quanto durante o voo, os morcegos utilizam substratos
recém-ingeridos.

Melo e col. (2012) compararam o armazenamento das reservas energéticas do morcego
frugivoro da espécie Artibeus lituratus em duas areas florestais com diferentes graus de conservacao.
Os autores observaram que as reservas lipidicas eram inferiores nos tecidos analisados (musculo das
patas posteriores, musculo peitoral, tecido adiposo e carcaga) dos morcegos coletados em regido mais
urbanizada, concluindo que a agdo humana sobre os ambientes afeta 0 armazenamento de reservas
energéticas corporais lipidicas de machos dessa espécie.

Mgqokeli e col. (2012) investigaram como o organismo do morcego frugivoro Epomophorus
wahlbergi regula a glicemia para evitar os efeitos negativos associados a hiperglicemia, visto que estes
tém uma alta ingestdo de aglicar em um curto periodo de tempo. A conclusdo foi que a espécie
apresenta rapida elevacdo da glicose sérica durante e apos alimentacdo e em niveis relativamente
maiores se comparado a outros mamiferos. Entretanto, esta observagao nao foi tipificada como uma
hiperglicemia e nem mesmo deletéria para a espécie, haja vista que € a biologia natural da espécie.

Sabendo-se que uma elevada quantidade de glicose ¢ absorvida em um curto periodo de tempo,
Protzek, et al., 2010 investigaram a espécie frugivora Artibeus lituratus para entender como se dé a
homeostase glicémica mesmo ap6s periodos de jejum de 12 e 24 horas. Os autores observaram que as

concentracdes de glicose sanguinea se elevam de aproximadamente 68 mg/dL para 117 mg/dL 30
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minutos ap6s uma sobrecarga de 3 g/Kg de peso corporeo de glicose, retornando aos valores basais
apds 90 minutos, sugerindo uma boa tolerancia a glicose para a espécie.

Pinheiro e col. (2006), constataram que em morcegos frugivoros do género Artibeus ocorre
grande reducdo das concentragdes plasmaticas de glicose apds 48 h em jejum, podendo, contudo,
permanecer estavel por até 6 dias. Quantidades relativamente elevadas de glicogénio hepatico e
muscular foram constatados nesta espécie frugivora, bem como elevada presenca de lactato plasmatico
apos 24 horas de jejum, que sugere aproveitamento de substrato muscular para gliconeogénese e
producdo de glicose. Assim, a capacidade de armazenamento de glicogénio muscular e hepatico nesta
espécie parece ser fundamental para a manutencao da glicemia durante periodos curtos de jejum (até
48 horas). Em situacdes de jejum mais prolongadas a gliconeogénese hepatica parece ser fundamental
para a manutenc¢ao da glicemia (Pinheiro ef al., 2006; Ben-Hamo et al., 2012).

Shen e col. (2012) demonstraram que a proteina transportadora de glicose 4 (GLUT4)
codificada pelo gene Slc2a4, desempenha um papel critico na captacdo de glicose pelo musculo
esquelético e consequentemente, na homeostase da glicose. Ainda, Tracy e col. (2007), hipotetizaram
que a absor¢do intestinal de compostos soluveis em agua que ndo sdo ativamente transportados seria
extensa nesses morcegos ¢ diminuiria com o aumento da massa molecular de acordo com a absor¢ado
paracelular. Como previsto, este estudo revelou que a biodisponibilidade declinou com o aumento da
massa molecular e foi significativamente maior em morcegos da espécie frugivora Rousettus
aegyptiacus, do que foi relatado para ratos e outros mamiferos. Além disso, a absor¢ao fracionada de
30MD-glicose (glicose com afinidade ao transportador de glicose, mas que pode ser também
absorvida paracelularmente) foi a mais elevada, enquanto que a absor¢do de compostos inertes ou de
elevada massa como L-ramanose e celobiose (massa =342Da) respectivamente foram menores, ainda
que muito maiores quando comparadas as taxas de absorcao de outros mamiferos. Assim, concluiram
que estes morcegos dependem mais da absor¢do intestinal paracelular passiva do que mamiferos nao
voadores.

Em estudo anterior, Keegan e col. (1977), demonstraram que a absor¢do intestinal de glicose
por morcegos frugivoros Rousettus aegyptiacus ¢ muito eficiente e ja postulavam que essa rapida
absorcdo intestinal de glicose se daria por meio de espacos intercelulares (via paracelular) no epitélio
intestinal. Estas interpretagdes foram obtidas em resposta a administracdo de solugdo de glicose e
frutose por meio de um cateter direcionado ao estdmago, seguida da avaliagdo das concentragdes de
glicose e frutose na circulagdo e nos compartimentos gastrointestinais ao longo de 30 minutos.

Os aspectos ultraestruturais dos espacos intercelulares entre os enterocitos foi documentada por

Makanya et al., 2001, onde relataram que no morcego frugivoro Epomophorus wahlbergi sdo
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relativamente grandes, consistentes com a absorcao paracelular. Eles notaram que as membranas
celulares laterais possuiam modificagdes incluindo elaborados processos citoplasmaticos
interdigitantes, longos e tortuosos que aumentariam significativamente a 4area de superficie.
Demonstraram também uma abundancia de mitocondrias no citosol adjacente as membranas laterais,
que permitiria maior capacidade para o transporte de sddio ou nutrientes para espagos intercelulares
em morcegos frugivoros (Makanya et al., 2001). Nessa linha, ha evidéncia de que esse fenotipo celular
geraria maior gradiente osmotico impulsionando a absorgdo paracelular (Pappenheimer e Reiss, 1987).

Hé algumas evidéncias de que os morcegos tém uma propor¢do maior de area vilosa intestinal
em relagdo a area de superficie intestinal nominal quando comparada a mamiferos nao-voadores.
Makanya e col. (1997) hipotetizaram que a maior area de superficie vilosa em morcegos em
comparagdo com mamiferos nao-voadores ¢ devido a um maior nimero de enterdcitos com um
aumento correspondente no numero de espagos intercelulares explicando em parte a absorcao
paracelular relativamente elevada em R. aegyptiacus (frugivoro). Ainda, Makanya e col. (1997)
demonstraram que as microvilosidades no intestino delgado destes morcegos sdo muito longas e
delgadas quando comparadas com a do rato. Esta morfologia resulta na superficie de absor¢ao por
unidade de area no morcego sendo 3 vezes maior do que no rato.

Morcegos frugivoros como Artibeus lituratus sdo capazes de ingerir diariamente dietas de alta
densidade energética chegando a consumir uma massa alimentar semelhante a seu proprio peso
corporal. Por isso, nestas espécies supoe-se que a digestdo € muito eficiente e acelerada, implicando
em adaptagdes morfofisioldgicas gastrointestinais e pancreaticas relevantes (Craik, J.D., ef al., 2000).
Tal fato € resultado de um aparato intestinal mais curto do que o de outros mamiferos ndo voadores de
mesmo peso.

Por meio de um estudo retrospectivo e comparativo, Michelmore e col. 1998, verificaram em
uma espécie de morcego frugivoro (Rousettus aegyptiacus) com dieta rica em carboidratos que 9% do
volume pancreético era composto por tecido enddcrino. A contribuigdo das células alfa e delta ndo esta
completamente esclarecida, mas as células beta compunham 51% das células que compdem as ilhotas
pancreaticas (Michelmore, A.J. et al., 1998). Nesta espécie, as células alfa (31%) foram encontradas
preferencialmente na regido periférica, mas irradiando-se de areas centrais da ilhota. As células beta
(51%) distribuem-se de forma mais difusa, mas menos periféricas. As células delta (9%) foram notadas
de forma difusa, mas preferencialmente centrais, assim como as células produtoras de polipeptideo
pancreatico (PP), com surpreendentes 17%, distribuidas também mais em regido central (Michelmore
et al., 1998). Neste estudo, o padrao de distribuicdo das células alfa foi diferente da grande maioria

dos mamiferos porque se irradiam centralmente ao invés de compor um ‘anel’ periférico (Michelmore
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et al., 1998). No mesmo sentido, o percentual de células PP foi muito acima do esperado ao contrario
do que ocorre em outras espécies onde as células PP sdo consideradas raras (Brereton, M.F et al.,

2015).

3.2 — Morcegos hematofagos

Em morcegos hematdéfagos foi demonstrado em D. rotundus que periodos curtos de jejum (24
h) estdo associados a valores glicémicos reduzidos, mas ainda compativeis com a sobrevivéncia
(Freitas et al., 2003). Ainda, apos as 24 h de jejum os contetidos de lipideos e proteinas no figado e em
tecido muscular permanecem inalterados, enquanto o conteudo de glicogénio hepatico e muscular
diminuem assim como a glicemia. Entretanto, em situagdes mais prolongadas de jejum, a glicemia
declina acentuadamente seguido de morte ap6s 48-72 h (Freitas et al., 2003). Esta espécie hematofaga
(com alimentacdo predominantemente proteica - sangue bovino contendo 93,1% de proteinas), tem
capacidade limitada de armazenamento energético em tecidos (glicogénio, lipideos e proteinas) e baixa
capacidade de mobilizagdo destes substratos, principalmente proteinas.

Botion e col. (1992) afirmam que estes morcegos em geral quando ndo comem, ndo conseguem
sobreviver por mais de 3 dias de jejum, ndo mantendo niveis adequados de glicose no sangue, com
seus estoques hepaticos de glicogénio sendo pelo menos 40% menores do que os de outras espécies de
mamiferos.

Ben-Hamo e col. (2012) concluiram que estes animais sdo ineficientes na mobilizagdo
energética a partir de estoques lipidicos ou proteicos durante o jejum e que, portanto, o limitado
armazenamento de glicogénio hepatico ¢ prontamente utilizado.

Outros estudos, entretanto, demonstram que mamiferos com dietas predominantes em proteinas
resistem mais tempo ao jejum prolongado (Beardsall K. et al., 2006). Por exemplo, em estudo com
gatos (Felis catus) (de dieta predominantemente proteica) e ratos (onivoros com dieta contendo alto
teor de proteico) foram observados comportamentos metabdlicos comuns, sem alteragdao da
homeostase glicémica ao longo de 3 dias de jejum, com aumento da capacidade gliconeogénica e com
diminui¢do da reserva de glicogénio hepatico (Kettelhut ef al., 1980).

Essas observagdes também se reproduzem em certa medida na raposa do artico (Alopex
lagopus) bem como em ledes e tigres (todos carnivoros), sendo a gliconeogénese a principal via
envolvida na manutengdo da glicemia destes animais durante o jejum (Fowler, 1986, Opazo et al.,
2004). No geral, inumeros estudos comprovam que mamiferos da ordem carnivora como por exemplo
Felidae, Mustelidae e Ursidae com dietas ricas em proteinas suportam melhor o jejum prolongado que

mamiferos com dietas ricas em carboidratos.
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Voltando aos morcegos, € com relagdo a insulinemia, foi demonstrado que morcegos
hemato6fagos da espécie Desmodus rotundus, quando alimentados, apresentam valores de insulina
plasmatica 3 vezes menor do que em ratos alimentados com dieta padrao (contendo 14% de proteina)
e 2,3 vezes menor do que em ratos alimentados com dieta hiperproteica (contendo 50% de proteinas)
(Freitas et al. 2003). A secrecao de insulina obtida a partir de fragmentos de pancreas deste morcego
hemat6fago foi menor em comparagdo a outras espécies, embora o aminoacido leucina favoreca algum
aumento na secre¢do de insulina, assim como em outros mamiferos. E no teste de tolerancia a glicose
(GTT) a espécie hematéfoga em questdo ndo respondeu adequadamente, ndo alcancando niveis
normoglicémicos, mesmo apds 4 horas da administragdo (Freitas et al. 2013). Assim, s3o animais que
aparentam menor manejo da glicose, ou seja, menor utilizagdo da glicose, o que ¢ condizente, visto
que hemato6fagos apresentam dieta rica em proteina e pobre em carboidratos.

Gadelha-Alves e col. (2008) demonstraram a partir de um estudo histomorfométrico com
intestinos de morcegos que Desmodus rotundus possui vilosidades curtas em comparagdo a morcegos
habituados a outras dietas, apresentando vilosidades mais largas, mas com &pices mais agudos além
escassas células caliciformes em epitélio de revestimento.

Nestes morcegos, o tecido pancreatico endocrino perfaz aproximadamente 1,6% da massa do
pancreas e as células beta correspondem a aproximadamente 34% das células que compdem a ilhota
pancreatica (Freitas, et al., 2013). Assim como em roedores, as cé€lulas beta se distribuem
preferencialmente no centro da ilhota (Freitas et. al. 2013; Protzek, et al., 2010).

Em outro estudo, outra espécie hematdfoga Diphylla ecaudata apresentou 4% de tecido
endocrino no pancreas (Machado-Santos et al., 2013), com distribuicao celular semelhante a observada
na espécie frugivora Rousettus aegyptiacus. Os resultados para o hematofago D. ecaudata revelam
ainda 55% para células beta; 16% para células alfa e 14% para células delta, sem avaliacio para as

células PP (Machado-Santos et al., 2013).

3.3 — Morcegos insetivoros

No planeta, aproximadamente 70% de todas as espécies de morcegos sdo insetivoras
(Neuweiler, 2000), e eles provavelmente possuem a melhor resiliéncia entre os quirdpteros frente aos
jejuns prolongados. Freitas e col (2010) observaram que em Molossus molossus os valores de glicemia
apos 48 h de jejum diminuem drasticamente em fémeas, enquanto em machos se mantém constante.
Os valores de acidos graxos circulantes sdo similares em ambos os sexos. Fémeas alimentadas
apresentaram maior conteudo de glicogénio no figado, maior contetido de proteina no musculo peitoral

e maior contetdo de lipideo nos musculos de membros anteriores e posteriores (em comparagao com

29



machos). Acredita-se que esses morcegos insetivoros mantenham as concentragdes normais de glicose
no sangue nas primeiras 48 h de jejum pela gliconeogénese provida pelo lactato (Freitas et al., 2010).
Essa menor glicemia de jejum observada em fémeas ndo parece ser resultado de menor mobilizacdo
lipidica e proteica muscular (Freitas et al., 2010).

Pasksuz e col (2015) avaliaram o trato intestinal do morcego insetivoro Myotis myotis por meio
macroscopico e estudos de microscopia de luz. Macroscopicamente, o trato gastrointestinal de M.
myotis € curto e convoluto, sem ceco ou apéndice. Histologicamente, a superficie luminal ¢ coberta
por uma série de vilosidades em formato de dedo ou pirdmide.

Zhang e col. (2015), observaram que intestinos de morcegos insetivoros Tadarida brasiliensis
comparados a espécie Mus musculus mostraram-se mais curtos e estreitos e, apos a corre¢ao da
diferenga de tamanho do corpo por normalizagdo para a massa, os morcegos tinham 40% menos area
de superficie nominal do que o camundongo. O aumento da area de superficie das vilosidades foi 90%
maior no morcego do que no camundongo, principalmente por causa de vilosidades mais longas e uma
maior densidade de vilosidades no intestino do morcego.

Machado-Santos e col. (2017) em estudo com pancreas do morcego insetivoro Pteronotus
personatus concluiram que o didmetro médio das ilhotas pancreaticas foi de apenas 41 um ¢ a
densidade das ilhotas de 3,4%, com 35,5% de células beta e 25,8% de células alfa. Machado ¢ col.,
(2013) obtiveram resultados onde observou-se que a massa de tecido pancreatico total sobre a massa

corporal foi de 0,6%.

3.4 — Morcegos nectarivoros

Mamiferos geralmente obtém energia a partir de lipideos e estoques de glicogénio combinados
com alimentos. Morcegos nectarivoros consomem principalmente uma dieta pobre em gordura e
proteinas, mas rica em carboidratos simples (Welch, 2008). Nestes animais, a metabolizacdo de
carboidratos, ou seja, a oxidacdo preferencial de glicose exdgena, ¢ tdo rapida e eficiente que compensa
diretamente a alta taxa metabdlica, poupando em custos energéticos o surgimento de eventos como a
lipogénese e a glicogénese, que devido ao alto peso dessas reservas, prejudicaria o desempenho do
animal durante o voo (Ben-Hamo et al., 2012). Portanto, morcegos nectarivoros utilizam rapidamente
carboidratos da dieta quando disponiveis e os usam predominantemente em vez de gordura ou
glicogénio (Amaral et al., 2019).

Amaral e col., (2019) em estudo com o morcego nectarivoro Glossophaga soricina observaram

que estes animais tém pouca reserva adiposa e de glicogénio hepatico e muscular, obtendo energia
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principalmente de carboidratos da dieta, com redugao significativa dos valores glicémicos em até 40%
em apenas 18 h de jejum.

Por meio da avaliagdo de Carbono 13 (C'*) contido numa dieta a base de frutose, glicose ou
sacarose, Voigt e colaboradores (2007) observaram que os morcegos nectarivoros utilizam 82%, 95%
ou 77% respectivamente destes substratos para manutencao de seu metabolismo. Esse e outro estudo
do grupo (Voigt e Speakman, 2007) reforcam o entendimento de que os morcegos nectarivoros (i.e.,
G. soricina) possuem elevada demanda e dependéncia do substrato dietético para sua sobrevivéncia.
As taxas de incorporacdo fraciondria de carboidratos oriundos da dieta dentro do pool de substratos
metabolizados estdo entre as taxas mais rapidas ja encontradas em um mamifero (Voigt e Speakman,
2007).

A dieta rica em carboidratos nos nectarivoros, associada a necessidade de rapida obtengao
energética por glicose, reservas lipidicas limitadas e customizacdo do peso corporal devido a menor
massa intestinal e de bolo fecal, corroboram a hipotese de que esses animais dependem de boa
capacidade de absorcdo paracelular intestinal. Também garantem maior eficiéncia energética, dado o
custo para o voo, fatores que sdo observados de forma similar em muitas aves (Keegan and Mddinger,
1979). Incluive, Pappehneimer e col. (1993) sugeriram que a absor¢do passiva ¢ seletivamente
vantajosa porque requer pouca energia.

Gadelha-Alves e col. (2008) em estudo comparativo histomorfométrico de intestinos de
morcegos concluiram que a espécie nectarivora Glossophaga soricina apresenta mucosa com
vilosidades mais delgadas, com tecido conjuntivo frouxo, retilineas e digitiformes. Em rela¢do ao
pancreas endocrino, Machado-Santos e col. (2017) estudando o morcego nectarivoro Anoura geoffroyi
concluiram que o didametro médio das ilhotas ¢ de 88 um e a massa relativa das ilhotas de 6,1%.
Machado e col., (2013 e 2017) em estudo comparativo entre morcegos hematofagos, frugivoros e
nectarivoros observaram que a massa de tecido pancredtico total sobre a massa corporal foi a menor
nos morcegos nectarivoros (0,3%). Nao ha dados em literatura sobre propor¢ao de células alfa e beta

em ilhotas pancreaticas de morcegos nectarivoros.

4. Pancreas endocrino

Haé pouco consenso sobre a distribuicao celular nas ilhotas pancreaticas de morcegos € menos
ainda sobre a distribuicdo de ilhotas por areas distintas do pancreas. Em alguns mamiferos marsupiais
por exemplo as células alfa podem ultrapassar os 70% da composi¢ao de uma ilhota e em algumas

aves sdo as células beta que podem ultrapassar os 70% (Steiner, D.J et al., 2010).
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Até o momento ha algumas evidéncias relacionadas ao padrao de distribuicdo das células
pancreaticas enddcrinas, mas nenhum deles teve o cuidado de associar o perfil celular com contextos
e habitos metabodlicos. Alguns estudos em outras espécies também ddo um panorama da variabilidade
do perfil de distribuicao celular nas ilhotas pancreaticas. Como ¢ visto na Tabela 1 a seguir, hd uma
variagdo enorme no padrao de distribui¢do celular das ilhotas pancreaticas entre os diferentes animais.
Cada qual com sua citoarquitetura devidamente selecionada ao longo dos milhares de anos que
moldaram a existéncia da espécie e sua adaptacdo ao meio em que se inserem. A seguir, uma Tabela
contendo uma breve sumarizagao da citoarquitetura das ilhotas pancreaticas e o habito alimentar entre

diferentes animais.

Dieta Célula alfa (o) Célula beta () Célula delta (d)
ONIVOROS
Homem ONIVORO CENTRAL + CENTRAL + CENTRAL +
PERIFERICA PERIFERICA PERIFERICA
Rato ONIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Camundongo ONIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Suino ONIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Canino CARNIVORO/ONIVORO PERIFERICA CENTRAL CENTRAL +
PERIFERICA
Felino CARNIVORO CENTRAL PERIFERICA PERIFERICA
Hiena - Hyena hyena CARNIVORO PERIFERICA CENTRAL CENTRAL +
PERIFERICA
Baleia Beluga - CARNIVORO PERIFERICA CENTRAL SEM DADOS
Delphinapterus leucas
Foca - Arctocephalus CARNIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Pusillus
HERBIVOROS
Macaco Rhesus- HERBIVORO/ CENTRAL + PERIFERICA CENTRAL +
Macaca mulatta INSETIVORO PERIFERICA PERIFERICA
Equino HERBIVORO CENTRAL PERIFERICA PERIFERICA
Bicho preguica de HERBIVORO PERIFERICA CENTRAL CENTRAL +
trés dedos - Bradypus PERIFERICA
tridactylus
Elefante - Loxodonta HERBIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
spp
Coelho HERBIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Bovino HERBIVORO RUMINANTE PERIFERICA CENTRAL CENTRAL +
PERIFERICA
Bubalino HERBIVORO RUMINANTE PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Caprino HERBIVORO RUMINANTE PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Ovino HERBIVORO RUMINANTE PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
Camelo - Camelus HERBIVORO RUMINANTE PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
dromedarius
Morcego - Rousettus FRUGIVORO PERIFERICA CENTRAL CENTRAL +
aegyptiacus PERIFERICA
Morcego — Pteronotus INSETiVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA
persomltus
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Morcego - Diphylla HEMATOFAGO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA

ecaudata

Morcego - Anoura NECTARIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA

geoffiroyi

OUTROS

Anfibios VARIADO MAS PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA

PREDOMINANTEMENTE
INSETIVORO

Peixes VARIADO PERIFERICA CENTRAL CENTRAL +
PERIFERICA

Serpentes CARNIVORO/INSETIVORO PERIFERICA CENTRAL PERIFERICA

Tabela 1. Descricio do perfil celular em ilhotas pancreaticas de acordo com o habito alimentar.
Localizagdo de células alfa, beta e delta nas ilhotas pancreaticas entre diferentes espécies. Adaptagao
de Steiner et al., 2010 e Kim et al, 2009.

A partir deste referencial tedrico podemos dizer que o habito alimentar parece ser determinante
nao somente para a massa enddcrina e o perfil de distribui¢do celular nas ilhotas pancreaticas, mas
também determinante para adequagdo estrutural e funcional de outros orgdos relacionados a
homeostase glicémica como o figado (e estoques de glicogénio), intestino ¢ musculatura esquelética.

Assim, buscamos nos morcegos uma forma comparativa de avaliar essa relagdao de orgaos
relacionados a homeostase glicémica com padrdes alimentares, ja que estes morcegos sdo mamiferos
com padroes alimentares especificos. Nossa hipdtese ¢ que as espécies que se restrinjam mais a dietas
proteicas (i.e., Desmodus e Molossus) possuirdo ilhotas pancreaticas com uma contribui¢do menor das
células beta e maior das células alfa; figado e miisculo com maiores reservas de glicogénio mais aptos
a disponibilidade energética e intestinos com arquitetura mais complexa, revelando assim um conjunto
de aparatos mais contrarreguladores para se adequar a este padrao biologico. Nas espécies com dieta
rica em carboidratos (i.e., Artibeus € Anoura) esperamos adaptacdes funcionais e estruturais que esteja
em coeréncia com o perfil alimentar (ex., maior peso das células beta pancreéticas, menores estoques

de glicogénio e menor complexidade na arquitetura intestinal).

5 - Objetivos
5.1 — Geral

Avaliar parametros metabolicos e estruturais relacionados a homeostase glicémica em quatro

espécies de morcegos com diferentes habitos alimentares visando a comparacao entre as mesmas.

5.2 — Especificos
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1) Avaliar a sensibilidade a insulina e a tolerancia a glicose nos animais do género Artibeus
sp.;

2) Avaliar os pardmetros metabdlicos e bioquimicos envolvidos na homeostase glicémica
(glicemia basal) e lipidica (colesterol total, triglicerideos, LDL, HDL, VLDL) fazendo um comparativo
entre as diferentes espécies;

3) Avaliar os parametros metabolicos relacionados ao padrdo energético de estocagem
(conteudo de glicogénio hepatico e muscular) fazendo um comparativo entre as diferentes espécies;

4) Avaliar a relagdo do comprimento intestinal e a relagdo de massa de 6rgdos em funcdo do
peso corporal, como inferéncia indireta do estado metabdlico, fazendo um comparativo entre as
diferentes espécies.

5) Avaliar a morfologia tecidual de pancreas, figado, musculo esquelético e intestino em
exames histoldgicos, imunohistoquimicos e ultraestruturais, fazendo um comparativo entre as
diferentes espécies e associando as diferentes caracteristicas celulares com os resultados bioquimicos.

6) Avaliar a massa de células endocrinas no pancreas, a densidade de ilhotas e a proporcao de
células por ilhota, para associd-las ao perfil metabolico, fazendo um comparativo entre as diferentes

espécies.

6 - Materiais e Métodos

6.1 — Autorizacoes

O estudo esta devidamente autorizado e homologado pela Comissio de Etica no uso de Animais
(CEUA) (n° de identificagao 1725300517) que segue todo o Marco Regulatorio com base na Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA). Este
estudo também esta respaldado pela autorizacao do Ministério do Meio Ambiente por meio do ICMBio

(Instituto Chico Mendes para Conservagao da Biodiversidade) com o n° de identificagdo 58350-3.

6.2 - Coletas dos animais e Areas de estudo

As coletas de campo foram realizadas em municipios do Estado de Santa Catarina e no
municipio de Vigosa — MG onde a coleta dos espécimes foi realizada por meio da instalagao de redes

de neblina, acompanhado por bidlogos credenciados que trabalham com monitoramento de fauna e
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consultoria ambiental além de estudantes autorizados. Os animais utilizados na pesquisa foram das
espécies endémicas Artibeus lituratus, Artibeus fimbriatus, Desmodus rotundus, Molossus molossus €
Anoura caudifer. Todos os animais do género Artibeus foram coletados em 23/10/2017 (Indaial — SC:
26°53'52" S,49°13' 54" O), 23/09/2018 (Guaramirim — SC: 26° 28'23" S, 49°00' 10" O) € 26/11/2018
(Sao José — SC: 27° 36' 55" S, 48° 37' 39" O). Os animais da espécie Desmodus rotundus foram
coletados em 31/01/2019 (Navegantes — SC: 26° 53' 56" S, 48° 39' 15" O) e 15/12/2018 (Blumenau —
SC: 26° 55' 10" S, 49° 03' 58" O), e os animais da espécie Molossus molossus em 20/03/2019
(Blumenau — SC: 26° 55' 10" S, 49° 03' 58" O). E por ultimo, os nectarivoros da espécie Anoura
caudifer foram coletados no periodo entre 15 a 21/01/2020 (Vigosa — MG: 20° 45' 14 " S, 42 °52 '54.
98 " O). Todos os animais foram capturados e coletados nas estacdes de verao e primavera a fim de
uniformizar as atividades fisiologicas inerentes das espécies ¢ de equiparar os recursos ambientais
presentes nas duas estagdes.

Para as espécies frugivoras, insetivoras e hematéfogas a captura, identificagdo taxondmica,
sexagem e estimativa da faixa etéria foi realizada por meio da supervisdo do Prof. Dr. Sergio Luis
Althoff, FURB, Santa Catarina e/ou pelos bidlogos autorizados e cadastrados em nosso protocolo do
ICMBIo (58350-3). Foram armadas redes de neblina para a captura (entre 19:00 e 02:00 h) seguida de
coleta da quantidade desejavel de morcegos, abertas ao por do sol e permanecendo abertas por um
periodo de aproximadamente 6 h consecutivas. As redes utilizadas foram com malha de 15 mm, de
3x3 m, 7x3 m, 12x3 m, 18x3 m, dependendo do caso, dispostas a uma altura de cerca de trés metros.
Com auxilio de lanternas as redes foram revisadas a cada 20 min. Para a retirada dos morcegos das
redes foram utilizadas luvas de couro e os animais foram transferidos em sacos individuais de algodao
contendo um chumaco de algoddo embebido com agua, onde permaneceram até o momento da
biometria (comprimento de antebrago), identificacdo e, dependendo do caso, marcagdo. A faixa etaria
foi determinada por meio da avaliagcdo da ossificagdo das epifises das falanges dos dedos da mao. Os
individuos foram classificados como jovens, quando as epifises ainda ndo estivessem totalmente
ossificadas e como adultos, quando as epifises se encontrassem totalmente ossificadas. O estado
reprodutivo foi avaliado nas fémeas através da palpagdo direta do abdome e exame das mamas. Se
detectada indicagdo de gravidez, o individuo era devolvido a natureza. Na sequéncia, os morcegos
foram transportados (mantidos nos sacos) de carro particular para o Laboratorio de Investigacdao de
Doengas Cronicas (Lidoc) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

No caso dos morcegos nectarivoros Anoura caudifer, procedimentos e cuidados similares

foram realizados e os espécimes foram transportados (em gaiolas) na sequéncia da captura ao
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Departamento de Ecofisiologia de Quirdpteros do Centro de Biologia Animal da Universidade Federal

de Vicosa (UFV) com coordenagao da Prof. Dra. Mariella Bontempo Duca de Freitas.

6.3 — Manutencio e Delineamento Experimental

Assim que foram remanejados aos respectivos locais de pernoite, os morcegos foram pesados
em balanca eletronica em uma bolsa de tecido por periodo nao superior a 30-45 segundos e a seguir
foram identificados por meio de coleira plastica. Os morcegos foram mantidos em gaiolas apropriadas
(dois a trés animais por gaiola) em uma sala de 3x3 m com ambiente relativamente controlado (ex.,
controle de luz claro/escuro 12/12 h, temperatura ambiente protegida do exterior por paredes de
alvenaria e arejamento natural do laboratério). Todos os morcegos receberam os alimentos apropriados
para a espécie durante 1 a 2 noites pos-coleta, dependendo da espécie em cativeiro como sera descrito
na sequéncia.

Em relagdo aos morcegos frugivoros foram utilizados 15 animais no total sendo destes 11 da
espécie Artibeus lituratus e 4 da espécie Artibeus fimbriatus. Artibeus fimbriatus foi utilizado para os
experimentos de ITT e GTT e também compor lamina de histologia. Todos estes permaneceram 2
pernoites pds-coleta em gaiolas preparadas para adaptacdo e descanso sendo fornecido mamao e agua
ad libitum. Foram realizados teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT) as 8:00 h no primeiro
dia pos adaptagdo/descanso (com os animais alimentados) e teste de tolerancia a glicose intraperitoneal
(ipGTT) as 14:00 h no segundo dia (com os animais em jejum de aproximadamente 8 h (fase clara),
seguida de eutandsia (16:00 h) por meio de sobredose de tiopental sddico (200 mg/Kg de peso
corporeo) seguido de decapitacdo em guilhotina para posterior coleta de amostras para exames
laboratoriais.

Em relagcdo aos morcegos hematofagos foram utilizados 9 animais da espécie Desmodus
rotundus. Estes permaneceram 1 pernoite pds-coleta em gaiolas preparadas para adaptagdo e descanso,
recebendo sangue de carneiro desfibrinado (fornecido pelo BC/UFSC), em placas de Petri
disponibilizadas na base da gaiola e 4gua ad libitum. No dia seguinte os animais foram submetidos a
um jejum de 8 h (fase clara) e foram eutanasiados e tiveram materiais bioldgicos coletados por volta
das 16:00 h como descrito para Artibeus sp.

Para os morcegos insetivoros da espécie Molossus molossus, foram utilizados 6 animais Estes
permaneceram 1 pernoite pos-coleta em gaiolas preparadas para adaptacao e descanso. Nao receberam
alimentagdo durante o pernoite pois durante a coleta destes ja foram observadas grandes quantidades
de insetos na cavidade oral. Agua potavel foi fornecida ad Ilibitum. No dia seguinte pos

descanso/adaptagao foi realizada eutanasia (10:00 h, como descrito anteriormente) com coleta de
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amostras para exames laboratoriais. A despeito de terem sido eutanasiados pela manha, e ndo pela
tarde, estes animais foram submetidos a um periodo aproximado de 8 h de jejum, considerando que
haviam acabado de comer no momento da captura.

E para os morcegos nectarivoros foram utilizados 5 animais da espécie Anoura caudifer. Estes
também permaneceram 1 pernoite pos-coleta em gaiolas preparadas para adaptacao e descanso. Nao
receberam alimentacdo durante o pernoite porque logo apds a captura, eles foram alimentados
oralmente com solucdo de agua e agucar por meio de seringas, para evitar efeitos deletérios do estresse
por contencdo. J& no laboratorio, agua potavel foi fornecida ad libitum. No dia seguinte pods
descanso/adaptagao foi realizada eutanasia (10:00 h, como descrito para as demais espécies) com
coleta de amostras para exames laboratoriais. A despeito de terem sido eutanasiados pela manha, e nao
pela tarde, estes animais foram submetidos a um periodo aproximado de 8 h de jejum, visto que eles

foram alimentados imediatamente apods a captura como descrito.

6.4 - Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipI'TT) — Artibeus sp

Todos os 15 morcegos frugivoros do género Artibeus foram submetidos ao ipITT. A glicemia
basal (min. 0) (glicosimetro digital AccuChek Performa — Roche) foi obtida a partir de uma gota de
sangue coletada de uma veia da asa submetida a uma breve pungdo com agulha 27G. Apos a
determinagdo da glicemia basal, receberam uma inje¢do intraperitoneal de insulina humana
recombinante (Biohulin®) equivalente a 0,33 IU/Kg de peso corpéreo. Amostras de sangue foram
coletadas para dosagem das concentracdes de glicose sanguinea nos tempos 15, 30, 45 e 60 min. A
constante de decaimento de glicose (K) foi calculada a partir do “slope” da linha de regressdao obtida
com valores de glicose log-transformados entre 0 € 60 min. (Rafacho ez al. 2007).

Nas espécies Desmodus rotundus, Molossus molossus e Anoura caudifer o teste nido foi

realizado por dificuldades técnicas na obtengdo de sangue em tempos consecutivos devido ao diminuto
tamanho dos vasos sanguineos das asas € membros, bem como com o intuito de se evitar estresse ao

animal com possivel morte durante a sua manipulagao.

6.5 - Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT) — Artibeus sp

Os 15 morcegos do género Artibeus tiveram a glicemia basal mensurada como descrito para o
ipITT. Imediatamente, foi administrada solugdo de glicose 50% (3 g/Kg de peso corporeo, i.p.) e foram
coletadas amostras de sangue dos morcegos (na asa oposta daquela utilizada para a coleta de sangue

no ipITT) nos tempos 15, 30, 45, 60 e 120 min.
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Nas espécies Desmodus rotundus, Molossus molossus € Anoura caudifer o teste nao foi

realizado pelas razdes supracitadas no topico anterior.

6.6 — Massa de orgaos

Os morcegos foram pesados e em seguida anestesiados para eutandsia como descrito
previamente. Alguns 6rgaos (baco, figado, rins e pancreas) foram cuidadosamente coletados e tiveram
sua massa obtida em balanga eletronica. Fragmentos de figado, pancreas, musculo peitoral e do
intestino proximal foram processados para analises histologicas e microscopia eletronica de
transmissdo, enquanto fragmentos de intestino proximal foram processados também para microscopia
eletronica de varredura. Para as andlises, 13 (treze) animais do grupo Artibeus sp, 5 (cinco) Desmodus

rotundus, 6 (seis) Molossus molossus e 5 (cinco) Anoura caudifer foram utilizados.

6.7 - Testes bioquimicos plasmaticos

O sangue do tronco foi coletado imediatamente apds a decapitagdo para obteng¢do de plasma e
realizacao de dosagens de parametros bioquimicos (glicose, colesterol total, triglicérides, LDL, HDL
e VLDL). As amostras de plasma, obtida por centrifugacdo de sangue em tubos contendo
anticoagulante EDTA, foram armazenadas em freezer -80C e processadas posteriormente.

Glicose sanguinea e perfil lipidico plasmaticos: A glicose sanguinea foi obtida no momento
basal do ipITT e ipGTT ou imediatamente antes de se aplicar a sobredose de anestesia (Tiopental
sodico - 200 mg/Kg de peso corporeo). Os componentes plasmaticos do perfil lipidico como o
colesterol total (COL), triglicérides (TG) e HDL foram quantificados e realizados de acordo com
instrucdes dos fabricantes (Labtest®, MG, Brasil). O LDL ¢ VLDL foram oriundos de calculos
realizados, onde VLDL = TG/S e LDL = COL — (HDL+VLDL).

6.8 — Contetido de Glicogénios muscular e hepatico

Fragmentos (300 a 500 mg) de figado e do musculo peitoral (sempre do mesmo 16bulo) foram
coletados para quantificagdo posterior do conteudo de glicogénio. Os fragmentos foram mantidos em
solu¢do de KOH 30% em tubos de ensaio em banho maria fervente por 1 h. Em seguida, foi acrescido
NaxSOs4 e etanol. O material foi homogeneizado e conduzido ao banho aria novamente por 15 s. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante, contendo lipides saponificados, aminoacidos, etc foi descartado e o
‘pellet’ ressuspendido em 4gua destilada aquecida. Etanol foi adicionado em seguida e apds novo
aquecimento rapido em banho maria o material foi centrifugado. Apds dilui¢do do precipitado em H2O
destilada, o contetido de glicogénio foi quantificado por espectrofotometria com base em uma curva

de glicose de referéncia (Gongalves-Neto, ef al. 2014).
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6.9 — Comprimento intestinal

O comprimento intestinal total foi mensurado imediatamente apos a eutandsia e os resultados

expressos como comprimento intestinal (cm)/massa corporea (g).

6.10 — Histologia e Imunofluorescéncia

Fragmentos de figado, musculo esquelético peitoral, pancreas ¢ intestino proximal foram
fixados em formalina neutra tamponada — pH 7,2 e mantidos por até 48 h em temperatura ambiente.
Em seguida realizou-se a desidratagao por alcool em concentragdes crescentes e diafanizagdo em xilol
dos fragmentos até a inclusdo em parafina. Posteriormente as mesmas foram seccionadas em 5 um em
microtomo (Microtomo Rotativo Leica RM2255.), levadas a banho maria e coradas de acordo com a
técnica de coloracdo para Hematoxilina Eosina. Parte das amostras de figado foram coradas com PAS
(Acido periodico-Schiff) para evidenciagdo de glicogénio. Todos os segmentos de intestino proximal
analisados foram retirados da regido imediatamente posterior a area antropilorica, portanto em trecho
inicial de duodeno.

Para imunofluorescéncia as laminas de pancreas obtidas da etapa anterior foram
desparafinizadas em xilol e em diluigdes decrescentes de alcoois. Na sequéncia foi realizada
recuperagdo antigénica com tampao citrato e bloqueio com PBST 0,2% + 3% albumina, deixando
bloqueando em camera umida por 1 h, sendo esta a primeira incubagdo, lavando-se em PBS na
sequéncia. Para a segunda incubag¢do foram utilizados anticorpos primarios anti-insulina (cobaia,
Dako®, 1:400) e anticorpos primarios anti-glucagon (coelho, Santa Cruz® 1:1000) por 4 h em cAmera
umida, lavando-se em PBS na sequéncia. Na terceira incubacdo foram utilizados anticorpos
secundarios (anti-cobaia, Alexa fluor 488, Jackson ImmunoResearch, 1:500) e (anti-coelho Cy-3,
Jackson ImmunoResearch, 1:500) e incubados por 1 h em camera imida protegida da luz com posterior
lavagem em PBS. Foi entdo aplicado o meio de montagem contendo DAPI e a laminula foi entdo
selada com esmalte incolor nos bordos. As laminas foram armazenadas em geladeira e posteriormente
imagens representativas de cada corte foram adquiridas a partir do microscopio invertido Olympus
IX83 com camera acoplada Olympus DP73 e utilizagdo do software CellSens Dimension 1.12 para
captura de imagens.

Para a determinacdo da massa de ilhota pancredtica, utilizaram-se laminas de histologia de
todos os grupos previamente coradas em HE com contagem em aumento de 40x de toda area
pancreatica de 5 animais (escolhidos aleatoriamente) de cada grupo. A contagem de pontos foi
realizada em ocular reticulada (100 pontos/cruzamentos) em microscopio Nikon Eclipse E200 onde

distinguiam-se e se computava pontos incidentes sobre o tecido exdcrino, endocrino e outros (tecido
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adiposo, tecido linfatico, hemacias, parede de vasos). Todos os pontos foram anotados e calculados
posteriormente para o fornecimento de resultados de massa absoluta, relativa e relagdes com massa
corpdrea de acordo com publicagdo prévia (Rafacho et al., 2009).

Para determinacgdo da densidade de ilhotas pancreaticas, todas as ilhotas compondo a extensdo
do corte foram contabilizadas por meio de aumento de 4x, considerando-se como ilhota qualquer
estrutura enddcrina com ao menos 4 células. Foram utilizadas laminas de histologia em HE dos
mesmos animais € contagem realizada no mesmo equipamento. O resultado foi expresso em n°/area
fracional que corresponde a densidade em 10.000 pontos contados.

Para determinacao da propor¢do de células alfa e beta por ilhota foi utilizado microscopio
Mshot MF31 LED de fluorescéncia em laminas confeccionadas para tal, também dos mesmos animais
e em aumento de 40x. A propor¢ao de células alfa e beta foi obtida a partir de imagens contendo a
dupla marcagdo glucagon/insulina e analisadas com o uso do Software Image J (versdo 1.53¢). Sobre
as imagens foi posicionado um grid de 100 pontos e computados os pontos incidentes sobre o total da
ilhota, com discrimina¢ao dos pontos incidentes sobre as células alfa e beta. A proporcao de células
foi obtida para cada ilhota a partir de uma regra de 3: numero total de pontos incidido sobre as células
alfa ou beta x 100, dividido pelo nimero total de pontos incididos sobre a ilhota. Foram analisadas
todas as ilhotas que compreenderam os cortes submetidos a imunofluorescéncia (n=X sec¢des por

espécie).
6.11 - Microscopia Eletronica de transmissao (MET)

Com o objetivo de analisar organelas e estruturas intracelulares, fragmentos de 2 mm? de
figado, pancreas, musculo esquelético peitoral ¢ intestino proximal de cada espécie foram
coletados para microscopia eletronica de transmissdo. Para o processamento do MET, as amostras
foram pré-fixadas no LabCev — UFSC, em solu¢do de glutaraldeido 2,5% + solu¢do tampao de
cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,2, concentracao final) + paraformaldeido 2% e mantidos por 12 h em
geladeira em tubos de 2,0 ml. A pré-fixacdo foi seguida por quatro lavagens de 30 min., no mesmo
tampao. Posteriormente, as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% em
tampao cacodilato de s6dio 0,1M (1:1), durante 4 h a temperatura ambiente (Pueschel, 1979; Ouriques
& Bouzon 2003). Apos esse periodo, o material foi lavado duas vezes em tampao cacodilato de sodio
0,1M, sendo mantido por 30 min. em cada lavagem. A desidratagdo foi realizada em uma série de
solucdes aquosas de concentracdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo o

material mantido 30 min. em cada etapa. A Ultima série de acetona 100% foi trocada duas vezes.
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O material foi entdo infiltrado com resina Spurr em séries graduais de acetona-resina Spurr
durante trés dias, seguido de duas infiltragcdes em resina pura por 12 h, e polimerizados em estufa a
70°C por 24 h. Os cortes ultrafinos foram feitos com navalha de diamante em ultramicrotomo e,
posteriormente, contrastados com acetato de uranila 1% e citrato de chumbo 1%. Os cortes foram
observados e fotografados no microscopio eletronico de transmissao JEM-1011 TEM (TEM 100 kV)
do Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC com a supervisao técnica da

Profa. Dra. Luciane Cristina Ouriques — UFSC.

6.12 - Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

Com o objetivo de analisar a microarquitetura intestinal bem como a disposi¢ao das
vilosidades, fragmentos de 2mm?® de intestino proximal de cada espécies de morcego, com excecio
da espécie Anoura caudifer, foi fixado no mesmo fixador utilizado para MET. A desidratagcdo foi
realizada em uma série de solugdes aquosas de concentragdes crescentes de alcool (30%, 50%, 70%)
com a pos-fixagdo parando na lavagem de alcool 70%. Apds esta etapa, ha a fase de analise de ponto
critico realizado no Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC. A aquisicao das
fotos foi obtida através de um Microscopio de varredura convencional com filamento de tungsténio

modelo JEOL JSM-6390LV com software proprio.

6.13 — Analises Estatisticas

Os resultados quando paramétricos foram expressos como média + desvio padrdo e quando
ndo-paramétricos foram expressos como mediana e intervalos interquartis. Para dados continuos que
apresentaram distribuicdo normal, foi aplicada a analise de variancia de 1 via (one way ANOVA) e
analise de variancia de 2 vias (fwo way ANOVA) este ultimo apenas nos casos de ITT e GTT, seguida
de pos teste de Tukey para o primeiro e pos teste de RM Friedmann e Dunn para o segundo. Para dados
continuos que ndo apresentaram distribui¢cdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido
do pos teste de Dunn. ANOVA (paramétrico) ou teste de Friedman (ndo-paramétrico) para medidas
repetidas foi aplicado, quando indicado assim como Teste t. O nivel de significancia adotado foi de p

<0,05.

7 — Resultados

Para melhor compreensdo e interpretagao dos resultados, a tabela abaixo resume as principais

caracteristicas alimentares dos animais utilizados no experimento (Tabela 2).
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7.1 — Glicemia e Perfil lipidico

Glicemia: Os valores de glicose sanguinea foram menores e estatisticamente significantes
entre os animais do grupo Anoura (nectarivoro) em relacao aos grupos Desmodus (hematdéfago) com
média e desvio padrdo resultante do grupo Anoura em 4620 mg/dL em relagdo aos 84+21 mg/dL do
grupo Desmodus (p<0,05). Artibeus (frugivoro) com média e desvio padrao de 72+22 mg/dL e
Molossus (insetivoro) com média e desvio padrao de 56+10 mg/dL (Figura 7A). Nao houve diferencas

entre os grupos Artibeus, Desmodus € Molossus e entre Anoura, Molossus e Artibeus.
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Figura 6: Grafico - Glicemia basal: Valores menores (p <0,05) do grupo Anoura (nectarivoro) em
relacdo ao grupo Desmodus (hematofago) com média e desvio padrao de 46,8+20,6 e 84421 (mg/dL)
respectivamente. Artibeus (AR) n=15; Desmodus (D) n = 5; Molossus (M) n=6; Anoura (AC) n=5.
Dado simétrico (KS), e homocedastico pelo Bartlett’s e por Brown. Grafico paramétrico, Anova de 1
via com média e desvio padrao.

7.2 — Sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose — Artibeus sp (frugivoros)

A partir do ipITT observamos redugado significante (p<<0,05) dos valores de glicose sanguinea
nos min. 15 e 30 em relacdo aos valores basais na espécie 4. lituratus e A. fimbriatus, separadamente,
bem como com o agrupamento dos dados do género (Figura 6A e 6B). Os valores glicémicos
revelaram uma contrarregulagdo como pdde ser visto com o retorno gradual da glicemia, com
recuperagao completa dos valores 60 min. apds a administracao da insulina.

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal ndo revelou diferencas estatisticas entre os tempos
quando considerado os animais separados por sp. seja na presen¢a (Figura 6C) na auséncia (Figura
6D) do outlier. Ao agrupar todos os animais, observamos um incremento significante (p<0,05) nos
min. 15, 30 e 45 em relagdo aos valores basais (Figura 6E). Também foi possivel observar a
normalizagao dos valores glicémicos 2 h apés a administragdao da sobrecarga de glicose.
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Figura 7: Grificos - ITTip (0,33 IU/kg p.c.) e GTTip (3g/kg p.c.): Género Artibeus (frugivoros):
A —1ITT (0-60min): Redugdo dos valores de glicose com retorno gradual da glicemia apds 60 min. n=
13 (Anova 2 vias com RM, pos teste Dunn) *significa diferenca significante em relacdo ao min 0. B —
ITT (0-60min): Considerando o género: Redugdo dos valores de glicose com retorno gradual da
glicemia apos 60 min. n=13 (Anova 2 vias com RM Friedman e Dunn's pos teste) *significa diferenga
significante em relacdo ao min 0. C, D e E - GTT(0-120min): Aumento dos valores de glicose nos
min. 15, 30 e 45 com normalizagdo dos valores glicémicos 2h ap6s. C:n=13 e D e E: n =12 (Anova
2 vias com RM Friedman (excluindo 1 individuo 4. fimbriatus em D e E).

*significa diferenca em relacdo ao min 0.

Triglicerideos: Foram observados valores menores estatisticamente significantes nos
morcegos do género Artibeus (frugivoro) em relacdo aos grupos Desmodus (hematofago), Molossus
(insetivoro) e Anoura (nectarivoro) com meédia e desvio padrao resultante do género Artibeus de 9+4
mg/dL em relagdo aos 42+16, 46+13 e 51+9 mg/dL (p<0,0001), respectivamente. Nao houve
diferencas entre os grupos Desmodus, Molossus e Anoura (Figura 8A).

Colesterol: Na analise comparativa do colesterol plasmatico total foram observados valores
maiores no grupo Molossus em relacdo aos morcegos do género Artibeus, Anoura € Desmodus com
média e desvio padrao resultante da espécie Molossus molossus de 231+74 mg/dL em relagdo aos
99+30, 468 e 114+£26 mg/dL (p<0,0001, p<0,0001 e p<0,01), respectivamente. Também foram
observados valores maiores dos grupos Artibeus e Desmodus em relagdo ao grupo Anoura (p<0,001).
Nao houve diferencas entre os grupos Artibeus € Desmodus (Figura 8B).

HDL (Lipoproteina de alta densidade): Foram observados valores menores entre os animais
do grupo Desmodus em relacao aos grupos Artibeus, Molossus e Anoura com média e desvio padrao

resultante do grupo Desmodus em 443 mg/dL em relagdo aos 40+15, 3348 e 23+6 mg/dL (p<0,0001)
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respectivamente. Também foi observado valores maiores do grupo Artibeus em relagdo ao grupo
Anoura (p<0,05). Nao houve diferencas entre os grupos Artibeus e Molossus (Figura 8C).

LDL (Lipoproteina de baixa densidade): Foram observados valores maiores no grupo
Molossus em relacdo aos grupos Artibeus € Anoura com média e desvio padrao resultante do grupo
Molossus em 189+80 mg/dL em relagdo aos 57+23 e 14+2 mg/dL (p<0,0001), respectivamente.
Também observou valores menores no grupo Anoura em relagdo aos grupos Artibeus € Desmodus com
média e desvio padrio resultante do grupo Anoura em 14+£2 mg/dL em relagdo aos 5723 e 93431
mg/dL (p<0,0001), respectivamente e valores maiores do grupo Desmodus em relagdo ao grupo
Artibeus (p<0,05) (Figura 8D).

VLDL (Lipoproteina de densidade muito baixa): Foram observados valores menores entre
os animais do grupo Artibeus em relagdo aos grupos Desmodus, Molossus € Anoura com média e
desvio padrao resultante do grupo Artibeus em 1,7+0,7 mg/dL em relagdo aos 8,5+3,1, 9,3£2.6 ¢
10,3+1,8 mg/dL (p<0,0001), respectivamente. Nao houve diferencas entre os grupos Desmodus,

Molossus e Anoura (Figura 8E).
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Figura 8: Gréficos - Perfil Lipidico. A — Triglicerideos: Valores menores nos morcegos do género
Artibeus (frugivoro) em relagdo aos grupos Desmodus (hematdfago), Molossus (insetivoro) e Anoura
(nectarivoro). Anova de 1 via com média e desvio padrdo. B - Colesterol Total: Valores maiores nos
morcegos da espécie Molossus em relagdo aos morcegos do género Artibeus, Anoura e Desmodus.
Ap6s a transformacado para Log os resultados se apresentaram homocedasticos e paramétricos. Anova
de 1 via com média e desvio padrdao. C - HDL: Valores menores entre os animais do grupo Desmodus
em relagdo aos grupos Artibeus, Molossus e Anoura. Retirado 1 outlier do grupo Desmodus. Anova de
1 via com média e desvio padrao. D - LDL: Valores maiores no grupo Molossus em relagdao aos grupos
Artibeus e Anoura. Valores menores no grupo Anoura em relagdo aos grupos Artibeus e Desmodus.
Anova de 1 via com média e desvio padrdao. E - VLDL: Valores menores entre os animais do grupo
Artibeus em relacdo aos grupos Desmodus, Molossus e Anoura. Anova de 1 via com média e desvio
padrdo. Artibeus (AR) n=15; Desmodus (D) n = 5; Molossus (M) n=6; Anoura (AC) n=5.

7.3 — Glicogénio hepatico e muscular

Na andlise comparativa do glicogénio hepatico foram observados valores menores
estatisticamente significantes nos morcegos Desmodus (hematéfago) em relagdo aos morcegos

Artibeus (frugivoro) (p<0,05) e Molossus (insetivoro) (p<0,001) com mediana resultante do grupo
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Desmodus de 0,2 mg/100mg em relacao aos 1,1 mg/100mg e 1,6 mg/100mg respectivamente. Nao
houve diferencas entre o grupo Artibeus ¢ Molossus (Figura 9A). Para o glicogénio muscular nao
houve diferenga de valores estatisticamente significantes (Figura 9B).

Na analise comparativa dos glicogénios por espécie, no grupo Artibeus foi observado valor
menor (p<0,05) do glicogénio muscular em relagdo ao hepatico com médias e desvio padrao de 0,9+0,2
e 1,1+0,2 mg/100mg, respectivamente (Figura 9C). No grupo Desmodus foi observado valor menor
(p<0,0001) do glicogénio hepatico em relagdo ao muscular com médias de 0,2+0,05 e 1,1+0,1
mg/100mg, respectivamente (Figura 9D). No grupo Molossus foi observado valor menor (p<0,001)
do glicogénio hepatico em relagdo ao muscular com médias de 1,5+0,2 e 1,0+0,04 mg/100mg,
respectivamente (Figura 9E). Os resultados dos glicogénios hepatico e muscular dos morcegos
nectarivoros Anoura caudifer nao foram incluidos com motivos explicados no tépico “9 -

Dificuldades encontradas”.
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Figura 9: Graficos - Glicogénios A - Glicogénio hepatico: Valores menores nos morcegos Desmodus
(hematdfago) em relagdo aos morcegos Artibeus (frugivoro) (p<0,05) e Molossus (insetivoro)
(p<0,001). Dado simétrico (KS), porém heterocedastico pelo Bartlett’s. Grafico nao-parametrico
(Kruskal Wallis) com mediana e intervalo interquartil. B - Glicogénio muscular: Nao houve diferenca
estatisticamente significante. C - Glicogénio — Artibeus: Valores menores do glicogénio muscular em
relacdo ao hepatico (p<0,05). Teste t ndo pareado em média e desvio padrdo. D - Glicogénio -
Desmodus: Valores menores do glicogénio hepatico em relagdo ao muscular (p<0,0001). Teste t nao
pareado em média e desvio padrdo. E - Glicogénio - Molossus: Valores menores do glicogénio
hepatico em relagao ao muscular (p<0,001). Teste t ndo pareado em média e desvio padrao. Artibeus
(n=10); Desmodus (n = 5); Molossus (n=5).
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7.4 — Massa de orgaos/peso corporal e comprimento intestinal

Nas massas corpdreas foram encontrados maiores valores no grupo dos morcegos Artibeus
(frugivoros) com média de 72 g em relacao ao grupo Desmodus (hematofago) com média de 38 g, ao
grupo Molossus (insetivoro) com média de 21 g e ao grupo Anoura (nectarivoro) com média de 11 g.
Valores maiores estatisticamente significantes foram observados do grupo Artibeus em relagdao ao
grupo Molossus (p<0,01) e do grupo Artibeus em relacdo ao grupo Anoura (p<0,001). Nao houve
diferencas estatisticas entre os grupos Artibeus e Desmodus, Molossus € Anoura, Desmodus ¢ Molossus
(Figura 10A).

Na massa hepatica foram observados valores menores entre os animais do grupo Molossus em
relagdo aos grupos Artibeus e Desmodus com mediana resultante do grupo Molossus em 2,46
mg/100mg p.c em relagdo aos 3,08 e 3,76 mg/100mg p.c (p<0,05), respectivamente. E, também,
valores menores do grupo Anoura (2,2 mg/100mg p.c) em relacdo aos grupos Artibeus ¢ Desmodus
(p<0,01) (Figura 10B).

E em relacdo a massa pancreatica foram observados valores menores entre os animais do
grupo Artibeus em relagdo aos grupos Desmodus, Molossus e Anoura com média e desvio padriao
resultante do grupo Artibeus em 0,14+0,01 mg/100mg p.c em relagdo aos 0,66+0,07, 0,35+0,03 ¢
0,22+0,03 mg/100mg p.c (p<0,0001), respectivamente. Valores maiores do grupo Desmodus em
relacdo aos grupos Artibeus, Molossus e Anoura (p<0,0001) e valores maiores do grupo Molossus em
relacdo ao grupo Anoura (p<0,0001) (Figura 10C).

Na massa esplénica foram observados valores menores entre os animais do grupo Artibeus em
relagdo aos grupos Desmodus, Molossus € Anoura com média e desvio padrdo resultante do grupo
Artibeus em 0,14+0,02 mg/100mg p.c em relacdo aos 0,45+0,08, 0,45+0,06 e 0,22+0,03 mg/100mg
p-c (p<0,0001) respectivamente. E também valores menores do grupo Anoura em relagdo aos grupos
Desmodus e Molossus (p<0,0001) (Figura 10D).

Na massa renal, foram observados valores menores entre os animais do grupo Molossus em
relacdo aos grupos Artibeus, Desmodus e Anoura com média e desvio padrdo resultante do grupo
Molossus em 0,64+0,12 mg/100mg p.c em relacdo aos 1,02+0,09, 1,01+0,07 e 0,96+0,08 mg/100mg
p.c (p<0,0001), respectivamente (Figura 10E).

Quanto ao comprimento intestinal, foram observados valores menores entre os animais do
grupo Artibeus (0,87£0,07 cm/g p.c) e Anoura (0,88+0,08 cm/g p.c) em relagdo aos grupos Desmodus
(1,98+0,32 cm/g p.c) e Molossus (2,51+£0,61 cm/g p.c) (p<0,0001) (Figura 10F).
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Figura 10: Graficos - Massa de orgaos/peso corporal e comprimento intestinal. A — Massa
corporea: Maiores valores de massas corporeas no grupo Artibeus (frugivoro) seguido pelo grupo
Desmodus (hematofago), Molossus (insetivoro) e Anoura (nectarivoro) este grupo com o menor valor
de massa corporea. Valores maiores foram observados do grupo Artibeus em relagdo ao grupo
Molossus (p<0,01) e do grupo Artibeus em relagdao ao grupo Anoura (p<0,001). B - Massa hepatica:
Valores menores entre os animais do grupo Molossus em relagdo aos grupos Artibeus e Desmodus
(p<0,05). Valores menores do grupo Anoura em relacdo aos grupos Desmodus e Artibeus (p<0,01).
Ap6s a transformacgdo para Log os resultados se apresentaram heterocedasticos € ndo parametricos e
entdo foi analisado por Kruskal Wallis com mediana e intervalo interquartil. Ndo houve diferenca de
valores entre os grupos Artibeus e Desmodus e entre Molossus e Anoura. C - Massa pancreatica:
Valores menores entre os animais do grupo Artibeus em relacdo aos grupos Desmodus, Molossus e
Anoura (p<0,0001). Valores maiores do grupo Desmodus em relagdo aos grupos Artibeus, Molossus e
Anoura (p<0,0001) e valores maiores do grupo Molossus em relacdo ao grupo Anoura (p<0,0001).
Ap6s a transformacdo para Log os resultados se apresentaram homoceddasticos e paramétricos com
resultados em média e desvio padrao. D - Massa esplénica: Valores menores os animais do grupo
Artibeus em relacdo aos grupos Desmodus, Molossus e Anoura (p<0,0001). Valores menores do grupo
Anoura em relagdo aos grupos Desmodus e Molossus (p<0,0001). Nao houve diferenca de valores
entre os grupos Artibeus e Anoura e entre Desmodus € Molossus. Apos a transformagao para Log os
resultados se apresentaram homocedasticos e paramétricos. Anova de 1 via com média e desvio padrao.
E — Massa renal: Valores menores entre os animais do grupo Molossus em relagdo aos grupos
Artibeus, Desmodus e Anoura (p<0,0001). Nao houve diferencas entre os valores dos grupos Artibeus,
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Desmodus e Anoura. Apos a transformacgao para Log os resultados se apresentaram homocedasticos e
paramétricos. Anova de 1 via com média e desvio padrao. F - Comprimento intestinal: Valores
menores entre os animais do grupo Artibeus € Anoura em relagao aos grupos Desmodus € Molossus
(p<0,0001). Nao houve diferengas entre os valores de Artibeus e Anoura e entre Desmodus € Molossus.
Apos a transformacao para Log os resultados se apresentaram homocedasticos e paramétricos. Anova
de 1 via com média e desvio padrio.

Artibeus (AR) n=13; Desmodus (D) n = 5; Molossus (M) n=6; Anoura (AC) n=5.

7.5 — Morfologia e histomorfometria do pancreas endécrino

Foi realizada uma avaliaciao histolégica do pancreas onde notou-se em todas as espécies, 6rgao
constituido por por¢do exdcrina e enddcrina. No género Artibeus sp (frugivoro) e na espécie Anoura
caudifer (nectarivoro), parece haver maior densidade de ilhotas por 4rea de pancreas, em maior
tamanho e com variagdo no diametro das ilhotas. Por vezes foi possivel observar nas ilhotas maiores e
células beta em padrio linear. Na espécie Desmodus rotundus (hematdfago) parece haver menor
densidade de ilhotas por area de pancreas e em tamanho intermediario se comparadas as ilhotas de
Artibeus, Anoura caudifer € Molossus molossus (insetivoro). Na espécie Molossus molossus, pequenas
ilhotas (as menores) foram também identificadas e, assim como em Desmodus rotundus, em pouca
densidade por area de pancreas (Figura 11).

Em relagdo a massa pancreatica (mg) foram observados valores maiores estatisticamente
significantes entre os animais do grupo Desmodus em relagdo aos grupos Artibeus, Molossus e Anoura
com média e desvio padrao de 251434 mg em relagdo a 100+10, 69+11 e 25+4 mg, respectivamente
(p<0,0001). Valores maiores do grupo Artibeus em relagdo ao grupo Anoura (p<0,0001). Também
valores maiores do grupo Molossus em relagdo ao grupo Anoura (p<0,001) e valores maiores do grupo
Artibeus em relagdo ao grupo Molossus (p<0,01) (Figura 12A).

Em relagdo a massa relativa de ilhotas foram observados valores menores entre os animais
do grupo Desmodus em relagdo aos grupos Artibeus e Anoura com mediana resultante do grupo
Desmodus em 1,9% em relacao aos 4,8 € 5,8% (p<0,05 e p<0,01), respectivamente. Valores menores
do grupo Molossus em relagdo ao grupo Anoura (p<0,05) com mediana resultante do grupo Molossus
em 2,7% em relacdo aos 5,8% do grupo Anoura (Figura 12B).

Em relacdo a massa absoluta de ilhotas foram observados valores menores entre os animais
do grupo Anoura em relagdo aos grupos Artibeus € Desmodus com mediana resultante do grupo

Anoura em 1,5 mg em relacdo aos 4,7 mg e 5,0 mg (p<0,05 e p<0,01), respectivamente (Figura 12C).
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Em relacdo a massa absoluta de ilhotas normalizadas pela massa corporal foram
observados valores menores entre os animais do grupo Artibeus em relagdo aos grupos Desmodus e
Anoura com mediana resultante do grupo Artibeus em 6,3 mg/100g p.c em relagdo aos 13,2 e 13,9
mg/100g p.c (p<0,01), respectivamente (Figura 12D).

Em relagdo a densidade de ilhotas/pancreas, foram observados valores maiores
estatisticamente significantes entre os animais do grupo Artibeus (frugivoro) e Anoura (nectarivoro)
em relagdo ao grupo Molossus (insetivoro), com medianas resultantes de 52 e 56 ilhotas por area
fracional, respectivamente, em relagdo a mediana de 23 ilhotas por area fracional (p<0,05 e p<0,01,
respectivamente). Nao houve diferengas entre os grupos Desmodus (hematofago), com 30 ilhotas e
Molossus e entre os grupos Artibeus € Anoura (Figura 12E).

Em relagdo ao % de células alfa/ilhota foram observados valores menores entre os animais
do grupo Artibeus e Anoura em relagio ao grupo Desmodus com medianas resultantes de 29% e 24%,
respectivamente em relacao aos 53% (p<0,05 e p<0,01), respectivamente. Nao houve diferencas entre
Artibeus e Anoura e entre os grupos Desmodus e Molossus (com 32%) (Figura 12F). Em relagdo a
% de células beta/ilhota foram observados valores menores entre os animais do grupo Desmodus em
relacdo ao grupo Anoura com mediana resultante do grupo Desmodus em 40% em relacdo aos 70%
(p<0,01). Nao houve diferencas de valores entre Artibeus (com 66%), Molossus (com 64%) e Anoura
bem como ndo houve diferencas entre o grupo Desmodus, Artibeus e Anoura (Figura 12G). Em
relacdo ao percentual (%) celular de alfa e beta/ilhota e distribuicao celular a Figura 12H compara
0 % de células alfa e beta/ilhota entre todos os grupos. Neste grafico observa-se que o Uinico grupo

com valores de células alfa maiores aos valores de células beta foi no grupo Desmodus.
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Figura 11: Pancreas — Histologia Imagens representativas. Em circulo sdo destacadas Ilhotas
Pancreéticas para comparagdo. Aparentemente maiores € mais numerosas em AR e AC. EmDe M
aparentemente s30 menores € menos numerosas. HE: hematoxilina e eosina. Escalas: 20x = 50um; 40x
= 20um. AR - Artibeus (frugivoro); D — Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus
molossus (insetivoro); AC — Anoura caudifer (nectarivoro).
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Figura 12: Histomorfometria do pancreas endécrino A — Massa pancreatica: Valores maiores
entre os animais do grupo Desmodus em relagdo aos grupos Artibeus, Molossus e Anoura, (p<0,0001).
Valores maiores do grupo Artibeus em relagdo ao grupo Anoura (p<0,0001). Valores maiores do grupo
Molossus em relagdo ao grupo Anoura (p<0,001) e valores maiores do grupo Artibeus em relagdo ao
grupo Molossus (p<0,01). Apos a transformacdo para Log os resultados se apresentaram
homocedasticos e paramétricos. Anova de 1 via com média e desvio padrdo. B - Massa relativa de
ilhotas: Valores menores entre os animais do grupo Desmodus em relagdo aos grupos Artibeus e
Anoura (p<0,05 e p<0,01) respectivamente. Valores menores do grupo Molossus em relacdo ao grupo
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Anoura (p<0,05). Apds a transformagao para Log os resultados se apresentaram heterocedasticos € nao
paramétricos e entdo foi analisado por Kruskal Wallis com mediana e intervalo interquartil. C - Massa
absoluta de ilhotas: Valores menores entre os animais do grupo Anoura em relagdo aos grupos
Artibeus e Desmodus, (p<0,05 e p<0,01) respectivamente. Apos a transformacdo para Log os
resultados se apresentaram heterocedasticos € nao paramétricos e entdo foi analisado por Kruskal
Wallis com mediana e intervalo interquartil. Nao houve diferengas entre os grupos Molossus € Anoura
e entre Artibeus e Desmodus. D - Massa absoluta de ilhota por massa corporal: Valores menores
entre os animais do grupo Artibeus em relacdo aos grupos Desmodus e Anoura (p<0,01). Nao houve
diferencas entre Artibeus e Molossus e entre Desmodus € Anoura. Apds a transformacao para Log os
resultados se apresentaram heterocedasticos € ndo paramétricos e entdo foi analisado por Kruskal
Wallis com mediana e intervalo interquartil. E - Densidade de ilhotas/pancreas (n°./area fracional):
Valores maiores entre os animais do grupo Artibeus (frugivoro) e Anoura (nectarivoro) em relacao ao
grupo Molossus (insetivoro), (p<0,05 e p<0,01) respectivamente. Nao houve diferengas entre os grupos
Desmodus (hematdfago) e Molossus e Artibeus € Anoura. Apds a transformacao para Log os resultados
se apresentaram heterocedasticos € nao paramétricos e¢ entdo foi analisado por Kruskal Wallis com
mediana e intervalo interquartil. F — Células Alfa/ilhota (%): Valores menores entre os animais do
grupo Artibeus e Anoura em relagdo ao grupo Desmodus (p<0,05 e p<0,01) respectivamente. Nao
houve diferengas entre Artibeus e Anoura e entre Desmodus € Molossus. Apos a transformacgao para
Log os resultados se apresentaram heterocedasticos e ndo paramétricos e entdo foi analisado por
Kruskal Wallis com mediana e intervalo interquartil. G - Células Beta/ilhota (%): Valores menores
entre os animais do grupo Desmodus em relacdo ao grupo Anoura (p<0,01). Nao houve diferencas
entre Artibeus, Molossus ¢ Anoura. Apds a transformacdo para Log os resultados se apresentaram
heterocedasticos € nao paramétricos e entao foi analisado por Kruskal Wallis com mediana ¢ intervalo
interquartil. H — Células Alfa e Beta/ilhota % nos grupos: Comparativo de grupos com células alfa
e beta. Grupo Desmodus com valores de células alfa superiores ao de células beta.

A = Artibeus (AR) n=13; Desmodus (D) n = 5; Molossus (M) n=6; Anoura (AC) n=5.

B,C,D,E, F, G e H= Artibeus (AR) n=5; Desmodus (D) n = 5; Molossus (M) n=5; Anoura (AC)
n=5.

Os percentuais supracitados derivaram das imagens obtidas apds imunomarcagdo pelo método
de imunofluorescéncia (Figuras 13 e 14). Pelas analises qualitativas das ilhotas pancreaticas pudemos
observar um predominio de distribuicao central para células beta (insulina) e periférica para as células
alfa (glucagon). Embora em menor frequéncia, também foi possivel identificar as células alfa

localizadas em areas mais centrais da ilhota tanto em Artibeus lituratus quanto em Desmodus rotundus.
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Figura 13: Pancreas — Imunofluorescéncia - 20x com imunomarcagdo para ilhotas pancreaticas.
Aparente maior densidade de ilhotas em AC e AR. Verde = insulina; Vermelho = glucagon; Azul =
DAPI. Aumento em 20x; Escala = 50um. AC — Anoura caudifer (nectarivoro); AR — Artibeus
(frugivoro); D — Desmodus rotundus (hematofago); M — Molossus molossus (insetivoro). Setas:
[lhotas pancreaticas.

AR D

Figura 14: Pancreas — Imunofluorescéncia - 40x com imunomarcagao para ilhotas pancreaticas.
Aparente maiores ilhotas em AR e menores em M. Verde = insulina; Vermelho = glucagon; Azul =
DAPI. Aumento em 40x; Escala = 20um. AC — Anoura caudifer (nectarivoro); AR — Artibeus
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(frugivoro); D — Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus molossus (insetivoro). Setas:
Ilhotas pancredticas.

7.6 — Analises morfologicas: Histologia (HE e PAS), MET e MEV

7.6.1 — Histologia comparada: Figado, Intestino e Musculo esquelético

Figado (Figura 15): No geral, observou-se arquitetura padrio em todas as espécies
apresentando disposi¢cao em palicada de hepatdcitos com sinusdides por vezes evidentes e pouca
congestao. O padrao de 16bulo hepatico € pouco definido com escassa quantidade de tecido conjuntivo.
As triades portais foram evidentes, com pouca deposi¢do colagenosa.

Nos animais do género Artibeus (n = 15) ficou bastante evidente o padrdo denominado
“degeneracao” glicogénica com areas irregulares, caracterizadas pela presenca difusa de conteudo
hidrico intracelular. Na colorag¢ao de PAS, pode-se confirmar esse acimulo de glicogénio.

Na espécie Desmodus rotundus (n=9) essa caracteristica foi pouco observada, com hepatdcitos
mais palidos, sendo de modo mais sutil e de caracteristica mais difusa. Ainda, em Desmodus rotundus
notou-se discreto acumulo de goticulas lipidicas também de padrio difuso, ora micro ora
macrogoticular.

Na espécie Molossus molossus (n = 5) a caracteristica notada em Artibeus lituratus também foi
evidente, entretanto com localizagdo preferencialmente multifocal e periportal, enquanto nos animais
do género Artibeus esta mostrou-se com distribuicdo mais difusa no parénquima hepatico. Na
coloragdo de PAS, pode-se confirmar este acimulo de glicogénio periportal em Molossus molossus.

Em Anoura caudifer (n = 5) ndo foi realizada a coloracdo PAS mas nota-se semelhanga de
padrdo em HE com Artibeus lituratus, principalmente ao que se refere ao padrao palido e difuso de

conteudo hidrico intracelular, denominado de “degenerac¢do” glicogénica.
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Figura 15: Figado — Histologia. Imagens representativas. Em M nota-se, principalmente em PAS,
acumulo de glicogénio (area eosinofilica) periportal. Em AR o padrdo em PAS ¢ mais difuso. Em D
cora-se fraca e difusamente. Em AC observa-se padrao semelhante (HE) ao grupo dos Artibeus com
distribui¢do glicogénica difusa. PAS nao realizado para espécie Anoura. HE: hematoxilina e eosina,
PAS (Acido periddico-Schiff). Escalas: 20x = 50um; 40x = 20pum. AR — Artibeus (frugivoro); D —
Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus molossus (insetivoro); AC — Anoura caudifer
(nectarivoro). Asterisco = degeneracao glicogénica focalmente intensas em HE e PAS. Seta = areas
difusas de degeneracdo glicogénica em HE e PAS. Cabeca de seta = areas fracas ou ausentes de
degeneragdo glicogénica. TP = Triade portal; VC = Veia centrolobular

Intestino proximal (Figura 16): Em Artibeus sp, observou-se longas, delgadas e irregulares
vilosidades, em aspecto de “zigue zague” com moderada quantidade de células caliciformes e epitélio
simples em vilosidades, formado por células cilindricas altas com nticleo basal e revestidas por camada
evidente de glicocalice. Ductos lactiferos pouco evidentes. A mucosa se revelou estreita, com
glandulas intestinais tipo mucosas presentes entremeio a esparsos leucocitos. Criptas intestinais ndo
foram avaliadas.

Em Desmodus rotundus, verificou-se longas e irregulares vilosidades, mas diferentemente do

que foi observado em Artibeus, estas apresentaram-se qualitativamente mais largas, com ductos
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lactiferos por vezes dilatados (congestao sanguinea). Raras células caliciformes foram encontradas em
epitélio de vilosidades. O epitélio se revelou do tipo simples cilindrico, com células altas e nucleo
basal. Foliculos linféides foram notados. Nao foram analisadas criptas intestinais.

Em Molossus molossus, notou-se vilosidades qualitativamente mais curtas e mais regulares de
aspecto digitiforme. O epitélio se revelou simples cilindrico com abundante quantidade de células
caliciformes em vilosidades. Notou-se, qualitativamente, mucosa mais espessa, com leucdcitos e
glandulas intestinais difusas. Nao foram avaliadas criptas intestinais.

Em Anoura caudifer observou-se longas, muito delgadas e irregulares vilosidades, com epitélio
simples cilindrico de revestimento. H4 menos tecido conjuntivo em ldmina prépria de mucosa e

submucosa, com aspecto apresentando deposi¢ao colagenosa mais frouxa.

Figura 16: Intestino proximal — Histologia. Imagens representativas. Em AR observar padrao longo
e delgado, em zigue zague com células caliciformes entre epitélio de vilosidades. Em D notam-se
vilosidades longas e mais largas com auséncia de células caliciformes em vilosidades. Em M observar
vilosidades mais curtas, retilineas e regulares. Em AC notam-se vilosidades com tecido conjuntivo
muito frouxo. HE: Hematoxilina e eosina. Escala: 40x = 20 um. AR — Artibeus (frugivoro); D —
Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus molossus (insetivoro); AC — Anoura caudifer
(nectarivoro). Asterisco amarelo = Vilosidades intestinais. Asterisco vermelho = Vilosidade
intestinais com pouco tecido conjuntivo. Asterisco verde = Vilosidades intestinais com escassas
células caliciformes

Musculo esquelético (Figura 17): Notou-se padrao histologico semelhante entre as 4 espécies,
caracterizado pela representacdo de miocitos multinucleados, com nucleos elipséides e celularidade
coesa. O tecido conjuntivo foi escasso. Entretanto, em comparagdo direta, em Artibeus sp, observou-

se presencga frequente, mas discreta, de tecido adiposo intramuscular (intermiocelular) em permeio as
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fibras musculares. Esse fenotipo ocorreu de maneira similar em Anoura caudifer e Molossus molossus,

entretanto ndao sendo observado em Desmodus rotundus.

HE — 40X HE — 20X HE — 40X

/

Figura 17: Musculo esquelético - Histologia Imagens representativas. Em AR e AC e M observar
adipocitos em agrupados. Auséncia de adipocitos em D. HE: hematoxilina e eosina. Escalas: 20x =
50pum; 40x = 20um

AR - Artibeus (frugivoro); D — Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus molossus
(insetivoro); AC — Anoura caudifer (nectarivoro). Asteriscos = Tecido adiposo intramuscular

7.6.2 - Microscopia Eletronica por Transmissao (MET) comparada

Figado (Figura 18): Amostras de figado dos morcegos Artibeus lituratus, Desmodus rotundus,
Molossus molossus e Anoura caudifer foram coletadas para analise em MET.
Em Artibeus lituratus (frugivoro) e Anoura caudifer (nectarivoro) e os hepatocitos foram

compostos de inimeras mitocondrias, com citosol rico em ribossomos livres ou aderidos em reticulo
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endoplasmatico rugoso. Foi identificado intensos agregados de granulos de glicogénio (muito
eletrodensos) distribuidos multifocalmente bastante compativeis com particulas de glicogénio do tipo
alfa (o).

Em Desmodus rotundus (hematéfago) foi identificado hepatocitos ricos em mitocondrias,
principalmente em posicao perinuclear. No citosol foram identificados inimeros ribossomos ora livres
(maioria) ora aderidos a reticulo endoplasmdtico rugoso. Também pdde-se verificar pequenos e
moderados agregados de granulos de glicogénio (cletrodensos), distribuidos multifocalmente,
sugestivo de particulas de glicogénio do tipo alfa (a).

Em Molossus molossus (insetivoro) os hepatocitos também se revelaram ricos em
mitocondrias, entretanto em distribui¢do mais difusa e periférica ao ntcleo. Ribossomos livres foram
notados bem como telolisossomos (corpos residuais) eletrodensos contendo pigmentos de lipofuscina
e/ou goticulas lipidicas. Gotas lipidicas livres também foram encontradas. Inimeros granulos de
glicogénio foram observados em citosol com distribuicio bem difusa e com menor densidade do
que os observados em Anoura caudifer, Artibeus lituratus e Desmodus rotundus, sugerindo serem

particulas de glicogénio do tipo beta (p).

Figura 18: Figado — MET Imagens representativas. Setas: Granulos de glicogénio em agregados tipo
aem AR, D e AC (2, 4 ¢ 8). Estrelas: Granulos de glicogénio difusos tipo f em M (6). Mitocondrias
(Mi); Ntcleo (n). Escalasem 0,2, 0,5, 1 e 2um. AR — Artibeus (frugivoro); D — Desmodus rotundus
(hematofago); M — Molossus molossus (insetivoro); AC — Anoura caudifer (nectarivoro).

Pancreas (Figura 19): Amostras de pancreas dos morcegos Artibeus lituratus, Desmodus
rotundus, Molossus molossus € Anoura caudifer foram coletadas para andlise em MET. Em todas as

amostras foram avaliadas por¢des do pancreas exocrino.
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Na espécie Artibeus lituratus (frugivoro) notou-se células acinares com inimeras formacgdes de
granulos de zimogénio eletrodensos, com grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, por
vezes com cisternas dilatadas. Desmossomos foram flagrados em regides laterais intercelulares.
Mitocondrias foram pouco comuns. Observou-se também células do endotélio vascular com auséncia
de granulos de zimogénio, acimulo mitocondrial em regides perinucleares e lamina basal (anexos).

Em Desmodus rotundus (hematofago) observou-se células acinares com inimeros granulos de
zimogénio eletrodensos e clevada quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, por vezes com
cisternas dilatadas. Mitocondrias também foram notadas em posi¢ao perinuclear em pequenos grupos.

Em Molossus molossus (insetivoro) foi verificado uma posi¢do mais basal dos granulos de
zimogénio, estes fortemente eletrodensos. Houve abundéncia de reticulos endoplasméaticos rugosos
e visualmente menor quantidade menor de mitocondrias. Observou-se ainda espagos intercelulares
com interdigitagdes. Também foram notadas esférulas bastante eletrodensas, com halo palido, estas
localizadas livres e entre os granulos de zimogénio, sendo compativeis com granulos livres de origem
endocrina. Esta co-localizacdo de granulos “hormone-like” e granulos de zimogénio em célula acinar
ndo foi observada em Artibeus lituratus, Desmodus rotundus e Anoura caudifer.

Na espécie Anoura caudifer (nectarivoro) nas células acinares observou-se grande quantidade
de granulos de zimogénio, porém com grande variacao de eletrodensidade e menores, apresentando
halo periférico menos eletrodenso e regido central mais eletrodensa. Por vez vezes ha deslocamento
periférico nuclear. Também mitocondrias foram notadas em maior nimero em posi¢ao perinuclear em

médios a grandes grupos. Eram comuns os reticulos endoplasmaticos rugosos em citosol.

Figura 19: Pancreas - MET Imagens representativas. Células pancreaticas exocrinas com inlimeros
granulos de zimogénio. Em M ha presencga de estruturas compativeis com granulos de “hormone-like”
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(Seta, foto 6). Em AC notam-se granulos de zimogénio com variacao na eletrodensidade com menores
diametros (Circulo, foto 8). Granulos de zimogénio (Z); Nucleo (n). Escalas em 1 e 2um. AR —
Artibeus (frugivoro); D — Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus molossus (insetivoro);
AC — Anoura caudifer (nectarivoro).

Intestino proximal (Figura 20): Amostras de intestino proximal dos morcegos, Artibeus
lituratus, Desmodus rotundus, Molossus molossus € Anoura caudifer foram coletadas para analise em
MET.

Em Artibeus lituratus (frugivoro) observou-se enterdcitos coesos com juncoes intercelulares
evidentes (eletrodensas). As mitocondrias foram notadas com frequéncia nas proximidades destas
jungdes bem como em areas mais perinucleares. As microvilosidades se revelaram longas e delgadas
apresentando, visualmente, o maior comprimento dentre as 4 espécies estudadas.

Na espécie Desmodus rotundus (hematdfago) observou-se enterdcitos coesos com jungdes
intercelulares moderadamente evidentes. As mitocondrias foram numerosas, localizadas
principalmente em regido mais apical de citosol. As microvilosidades se revelaram, visualmente,
as mais curtas apresentando menor comprimento dentre as 4 espécies estudadas.

Em Molossus molossus (insetivoro) observou-se enterocitos também coesos com juncoes
intercelulares menos evidentes (pouco eletrodensas). MitocOndrias presentes em regides mais
apicais do citosol, bem como reticulo endoplasmdtico rugoso. Vesiculas de endocitose pouco
eletrodensas e livres no citosol foram encontradas com frequéncia, por vezes, atingindo grandes
dimensdes. As microvilosidades se revelaram intermediarias apresentando, visualmente, o terceiro
maior comprimento dentre as 4 espécies estudadas.

Em Anoura caudifer (nectarivoro), observou-se juncdes intercelulares bem evidentes e
destacadas (muito eletrodensas), notadas mesmo em menor aumento quando em comparacao com
outras espécies. As microvilosidades se revelaram intermediarias e delgadas em relacdo as demais
espécies, apresentando, visualmente, o segundo maior comprimento dentre as 4 espécies estudadas.

De um modo geral, ¢ importante frisar que a maior eletrodensidade observada nao significa

necessariamente maior espessura de membrana ou juncdes intercelulares intestinais.
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Figura 20: Intestino proximal - MET Imagens representativas. Em AR notam-se as mais longas
microvilosidades (1 e 2), e em D as mais curtas microvilosidades (3 e 4). Em AC observa-se mesmo
no menor aumento (7) jungdes intercelulares mais largas, eletrodensas ** e evidentes (8). Escalas em
0,2,0,5¢2 um.

* *maior eletrodensidade ndo significa necessariamente maior espessura. Setas longas com barra e
asteriscos = Microvilosidades. Setas curtas = Juncdes intercelulares.

Hemacias (He); Mitocondria (Mi). AR - Artibeus (frugivoro); D — Desmodus rotundus
(hematofago); M — Molossus molossus (insetivoro); AC — Anoura caudifer (nectarivoro).

Musculo esquelético (Figura 21): Amostras de musculo esquelético do musculo peitoral dos
morcegos Artibeus lituratus, Desmodus rotundus, Molossus molossus e Anoura caudifer, foram
coletadas para analise em MET. Em todas as espécies foram caracterizadas miofibrilas formadas por
sarcomeros tipicos.

Em Artibeus lituratus (frugivoro) e Anoura caudifer (nectarivoro), verificou-se elevada
quantidade de mitocondrias, mas rara quantidade de vacuolos lipidicos. Hd em ambos, granulos
de glicogénio em agregados (muito eletrodensos) distribuidos multifocalmente compativeis com
particulas de glicogénio do tipo alfa (a).

Na espécie Desmodus rotundus (hematofago) observou-se elevada quantidade de
mitocondrias entre as miofibrilas musculares com moderada quantidade de vaciolos lipidicos em
adjacéncias. Notou-se também granulos de glicogénio difusos inter e intramiofibrilares dispostos
multifocamente, sugerindo serem particulas de glicogénio tipo beta (p).

Em Molossus molossus (insetivoro) verificou-se elevada quantidade de mitocondrias e
também elevada quantidade de vacuolos lipidicos, estes por vezes dispostos entre as mitocondrias.
Observou-se granulos de glicogénio difusos intermiofibrilares compativeis com particulas de
glicogénio tipo beta (p).
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Figura 21: Musculo esquelético—- MET Imagens representativas. Setas longas: Em AR e AC notam-
se granulos de glicogénio em agregados tipo a (1, 2, 7 e 8). Em D ¢ difuso inter e intramiofibrilar (3 e
4). Em M ¢ difuso intermiofibrilar (6). Setas curtas: Granulos de glicogénio difuso tipo B (3, 4 e 6).
Associagdo entre Vacuolos lipidicos (L) e Mitocondrias (Mi) apenas em D e M (3, 4, 5 e 6). Escalas
em 0,5um. AR — Artibeus (frugivoro); D — Desmodus rotundus (hematéfago); M — Molossus
molossus (insetivoro); AC — Anoura caudifer (nectarivoro).
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7.6.3 - Microscopia Eletronica por Varredura (MEV) comparada

Na analise por Microscopia Eletronica por Varredura (MEV) em intestino proximal, foram
observadas as seguintes caracteristicas nas espécies Artibeus lituratus, Desmodus rotundus e Molossus
molossus (Figuras 22 e 23):

Em Artibeus lituratus (frugivoro) notou-se vilosidades projetando-se em dire¢do ao limem
intestinal com células caliciformes bem salientes entre epitélio de revestimento. Também se verificou
uma ampla luz intestinal, demonstrando que as vilosidades ainda que longas, ndo alcancam regides
centrais do limem do 6rgdo.

Em Desmodus rotundus (hematdfago) observou-se vilosidades com superficie mais irregular,
com pequenas e raras células caliciformes entre epitélio de revestimento, projetando-se em dire¢do ao
limem intestinal formando uma rede, de modo a tornar a luz do intestino mais estreita e menos visivel.

Em Molossus molossus (insetivoro) notou-se disposi¢ao de vilosidades em posi¢ao
intermediaria entre Desmodus rotundus e Artibeus lituratus, ou seja, com o lumem do intestino
moderadamente amplo.

Nao foi realizada Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) na espécie Anoura caudifer

(nectarivora).
63



X60 LCME-UFSC 10KV X60_ 200pm LCME-UFSC oo

Artibeus lituratus (AR) Desmodus rotundus (D)

Figura 22: Intestino proximal transversal —- MEV: Imagens representativas. Setas: AR — Amplo
lumem; D — Lumem estreito; M — Lumem de moderada amplitude

Figura 23: Intestino proximal longitudinal - MEV: Imagens representativas de vilosidades. Setas:
Células caliciformes com aparente maior dimensdo em AR.

7.7 — Sumarizac¢ao dos Resultados obtidos

Os principais resultados obtidos estdo representados nas Tabelas 3, 4 ¢ 5 abaixo.

Colesterol = Triglicérides HDL LDL Glicogénio Massa Massa Compr.
total hepatico pancreas figado Intestinal**
Artibeus - Menor Maior - - Menor - Menor
Desmodus - - Menor - Menor Maior Maior -
Molossus Maior - - Maior Maior - - Maior
Anoura Menor Maior - Menor * - Menor -

Tabela 3: Resumo dos principais resultados bioquimicos e de massa de orgaos.
* Nao realizado ** Relag@o massa corporal/comprimento intestinal
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F M M I I P P
Glic. Glic. Vacuolos Juncao Microvilosidade Eletrod. Co-
Lipidicos e intercelular granulos de localizacio
Mitocondria (eletrod.) zimogénio end x exo
associados
Artibeus Alfa Alfa Nao Forte Maiores: longas e Forte Nao
delgadas
Desmodus Alfa * Beta Sim Moderada Menores: curtas ¢ Forte Nao
largas
Molossus Beta Beta Sim Fraca Intermediarias e Muito forte Sim
largas
Anoura Alfa Alfa Nao Muito forte Intermediarias e Heterogénea Nao

delgadas

Tabela 4: Resumo dos principais resultados morfolégicos (MET). F = Figado, M = Musculo, I =
Intestino,

P = Pancreas. Glic. = glicogénio; Eletrod. = eletrodensidade; end = endogeno; exo = exdgeno
*provavel

Pancreas/mc = Ilhota/panc. Ilhota/panc. Ilhota/mc Densidade Alfa/ilhota Beta/ilhota
(mg/100mg (mg) (%) (mg/100g p.c.) * (%) (%)
p-c.)
Artibeus Menor - - Menor - - Maior
Desmodus Maior Maior Menor - - Maior Menor
Molossus - - - - Menor - -
Anoura - Menor Maior Maior Maior Menor -

Tabela 5: Resumo dos principais resultados em ilhotas pancreaticas. mc = massa corporal; panc.
= pancreas
* por 10000 pontos estereologicos contados.

1) Colesterol Total: No comparativo, os valores foram menores na espécie nectarivora
(Anoura caudifer) e maiores na espécie insetivora (Molossus molossus).

2) Triglicérides: No comparativo, os valores foram menores na espécie frugivora (Artibeus
sp.) € maiores na espécie nectarivora (Anoura caudifer).

3) Glicogénio muscular: No comparativo interespécie: nao houve diferencas interespécies.
No comparativo intraespécie: os valores foram maiores que o glicogénio hepatico na espécie
hematofaga (Desmodus rotundus). Nao houve mensuracdo do glicogénio muscular na espécie
nectarivora (Anoura caudifer).

4) Glicogénio hepatico: No comparativo interespécie: os valores foram maiores nos
insetivoros (Molossus molossus) e menores nos hematofagos (Desmodus rotundus). Intraespécie: Nos
frugivoros (Artibeus lituratus) e insetivoros estes valores foram maiores que o glicogénio muscular.

Nao houve mensuragdo do glicogénio hepatico na espécie nectarivora (Anoura caudifer).
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5) Massa pancreatica relativa: Valores maiores nos hematéfagos (Desmodus rotundus) e
menores nos frugivoros (Artibeus lituratus).

6) Massa hepatica relativa: Valores maiores nos hematdfagos (Desmodus rotundus) e
menores nos nectarivoros (Anoura caudifer).

7) Comprimento intestinal relativo: Valores maiores nos insetivoros (Molossus molossus) €
menores nos frugivoros (Artibeus lituratus).

8) Granulos de glicogénio — musculo e figado (MET): Em ambos os orgdos ¢ tipo alfa (o)
nos frugivoros (Artibeus lituratus) e nectarivoros (Anoura caudifer). E tipo beta (B) em ambos os
orgaos dos insetivoros (Molossus molossus). No grupo hematofago (Desmodus rotundus) € tipo beta
(B) no musculo e provavelmente tipo alfa (a) no figado, apresentando uma distribuicdo mais
intermedidria.

9) Vacuolos lipidicos x Mitocondrias - muasculo (MET): Nao associados nos frugivoros
(Artibeus lituratus) e nectarivoros (Anoura caudifer) e associados nos hematofagos (Desmodus
rotundus) e insetivoros (Molossus molossus).

10) Granulos de zimogénio - pancreas (MET): Menos eletrodensos e menores na espécie
nectarivora (Anoura caudifer).

11) Ilhotas pancreaticas (Histologia e Imunofluorescéncia): Ilhotas maiores na espécie
frugivora (Artibeus lituratus), com a menor relacdo massa pancreatica/massa corporal. [Thotas menores
na espécie insetivora (Molossus molossus) e hematofaga (Desmodus rotundus), esta ultima com a
maior relagdo massa pancreatica/peso corporal.

12) Juncgoes intercelulares - intestino (MET): Mais eletrodensas nos frugivoros (Artibeus
lituratus) e nectarivoros (Anoura caudifer).

13) Microvilosidades - intestino (MET): Maiores nos frugivoros (Artibeus lituratus - 1°) e
nectarivoros (Anoura caudifer - 2°) e menores nos hematdfagos (Desmodus rotundus).

14) Vilosidades — intestino (HE): Mais longas nos frugivoros (Artibeus lituratus - com o
menor comprimento intestinal) e mais curtas no insetivoro (Molossus molossus - com o maior
comprimento intestinal).

15) Co-localizacao de granulos endocrinos em célula acinar — pancreas (MET): Presente
nos insetivoros (Molossus molossus).

16) Massa de ilhotas/pancreas: Os hematofagos (Desmodus rotundus) apresentam nao
somente o maior valor de massa de pancreas/massa corporal, mas também maior massa de ilhotas em

valores absolutos (mg). Em contrapartida o % de massa de ilhotas/pancreas ¢ o menor nesta espécie.
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Os morcegos com dietas ricas em carboidratos (Artibeus lituratus € Anoura caudifer) sao o
oposto, com 0s menores valores de pancreas/massa corporal e também os com menores valores de
massa de ilhotas em valores absolutos (mg). Em contrapartida o % de massa de ilhotas/pancreas siao
os maiores, bem como as relagdes ilhota/massa corporal.

17) Densidade de ilhotas: Maiores nos morcegos com dieta rica em carboidratos (Artibeus
lituratus e Anoura caudifer). Menores nos morcegos com dieta rica em proteina (Desmodus rotundus
e Molossus molossus)

18) Proporcao de células alfa e beta/ilhota: Células beta mais abundantes nas espécies com
dieta rica em carboidrato (Artibeus lituratus e Anoura caudifer), inclusive no morcego insetivoro

(Molossus molossus). Células alfa mais abundantes somente nos hematéfagos (Desmodus rotundus).

8 — Discussao

Em todas as espécies os animais foram submetidos a um jejum de curta duragdo de
aproximadamente 8 h, mimetizando uma situag¢do de repouso diurno (semi-torpor) que estes animais
apresentam fisiologicamente durante o dia. Portanto, ndo consideramos aqui que os resultados foram
consequéncias de testes de jejum forcado e sim de repouso diurno fisiologico.

Dada a complexidade para discutir os dados numa unica plataforma, optamos por fazer

uma discussiao em 4 topicos.

8.1 - Perfil lipidico

Em nosso estudo, observamos os maiores valores de colesterol circulante nos morcegos da
espécie M. molossus (insetivoros) em relacdo aos morcegos do género Artibeus (frugivoros), Anoura
(nectarivoros) e Desmodus (hematdfago), enquanto a espécie 4. caudifer (nectarivoros) apresentou os
maiores valores de triglicerideos circulantes em relagdo as outras 3 espécies avaliadas.

E de conhecimento que a dieta de morcegos insetivoros ¢ rica em lipideos e proteinas sendo
considerada uma dieta complexa, com importante valor energético (Kunz, T.H, ef al., 1995). Esse
padrdo de colesterolemia elevado foi demonstrado previamente em morcegos insetivoros (Tadarida
brasiliensis) (Widmaier et al., 1996). Os valores de colesterol total entre os morcegos insetivoros
podem também ser variaveis dependendo da época do ano (Redford K.H., et al. 1984). Em épocas de
abundancia de insetos esses animais sintetizam mais colesterol HDL o que os protegeria contra
eventuais processos aterogénicos (Ross, et al., 1993). Em nosso estudo os morcegos insetivoros de fato

obtiveram o maior valor de colesterol, o maior de LDL e o segundo maior de HDL corroborando com
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os dados de literatura. Existem algumas explicagdes potenciais para a aparente resisténcia aos efeitos
da hipercolesterolemia como a presenga de fatores circulantes ndo identificados que inibem a fixacao
do LDL ao endotélio ou previnem a oxidagao das particulas de LDL (Ross, et al., 1993). Nao se sabe
exatamente qual o mecanismo pelo qual o colesterol plasmatico nos morcegos insetivoros se d4, mas
especulamos que se deva a maior fonte deste lipideo na sua alimentacao, colocando essa espécie num
patamar superior para valores de colesterol. Vale ressaltar que num estudo conduzido por Gillett e col.,
1985 os autores encontraram maiores concentracdes de lipideos plasmaticos em Molossus molossus
que estariam relacionadas a composic¢ao atipica e elevada de colesterol e fosfolipidios na composicao
da membrana das hemacias destes animais insetivoros. Assim, os valores para colesterol total e fragdes
podem ainda estar superestimados para Molossus molossus.

Num estudo conduzido por Widmaier e col. (1996) os autores observaram valores de
triglicérides em morcegos insetivoros inferiores aos valores encontrados em morcegos frugivoros,
nectarivoros e hematofagos por outros autores. Uma das explicagdes dadas pelos autores ¢ de que os
triglicérides estariam sendo direcionados para a formacgdo de contelido oleaginoso por glandulas
sebaceas que revestem as asas dos morcegos por meio de maior ativacdo da lipase lipoproteica. A outra
explicacdo e de maior relevancia ¢ de que os autores utilizaram apenas fémeas nas analises, onde
algumas estavam gestantes, outras em fase pos-gestacional e outras em lactogénese, processos esses
que claramente ativam a lipase lipoproteica com consumo de triglicerideos na produgdo de leite
(Widmaier et al., 1996). Em nosso estudo o grupo dos insetivoros era formado apenas por machos e
apresentaram o segundo maior valor médio de triglicerideos entre os grupos.

Fator também importante a ser considerado ¢ que o ato de forrageamento dos morcegos
insetivoros € mais custoso energeticamente em relacdo ao dos frugivoros e hematdfagos, pois eles
precisam alcangar suas presas (que também voam) e consumi-las em grande quantidade. Adiciona-se
a migragao sazonal de insetos, particularmente em €pocas secas e/ou frias, e com a escassez alimentar
acaba-se sendo necessaria uma boa reserva energética para os morcegos insetivoros, visto que estes
tém dieta exclusiva de insetos.

Os morcegos nectarivoros, por exemplo, possuem menores reservas de gordura ao longo do
ano, enquanto morcegos insetivoros apresentam maior variagdo anual (sazonal), quando comparados
a animais com diferentes habitos alimentares (Redford K.H., et al. 1984). Em nosso estudo
observamos os maiores valores de triglicerideos na espécie nectarivora. Uma das possiveis explica¢des
pode estar relacionada ao elevado custo energético de voo, em particular nesta espécie que ¢ inica em
realizar voos pairados ou librados para se alimentar, principalmente na época de floragdo (exatamente

o periodo que os animais foram coletados). Amaral e col (2019) por exemplo, observaram menores
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reservas lipidicas em morcegos nectarivoros apds 18 h de jejum indicando que eles possuem boa
capacidade de oxidacao de lipideos para atender as elevadas demandas energéticas. Nao sabemos se
estes animais possuem um bom aparato hepatico lipogénico de novo (LDN), haja vista que a fonte de
acucares presente em néctar (ex, sacarose, frutose e glicose) serviria de substratos energéticos para a
LDN. Contudo, ¢ interessante notar que a faixa dos triglicerideos plasmaticos esteve no mesmo
patamar dos morcegos hematofago (D. rotundus) e insectivoro (M. molossus) e, todos, em valores bem
superiores a espécie frugivora (4. lituratus).

Vale destacar que voos pairados ou librados, como os executados por morcegos nectarivoros,
exigem enorme trabalho cardiovascular durante o momento da obtengdo do néctar, tornando a fonte
de lipideos importantes ndo apenas como substratos energéticos, mas também como possivel
componente cardioprotetores dependendo do perfil de insaturagdo dos acidos graxos.

Além disso, com a menor massa corporal do grupo (= 11 g) e sendo considerado um dos
menores mamiferos do mundo, nos nectarivoros ha maior perda de calor por convecgao e irradiagao
térmica em relacdo aos outros grupos, onde a gordura atuaria como um importante isolante térmico
(tecido adiposo ndo foi avaliado neste estudo). Assim, € como pronta fonte energética, o elevado nivel
de triglicérides que encontramos nos nectarivoros pode ter relagdo com a abundancia de flores na época
que os animais foram coletados quando estes animais apresentam elevado custo energético de voo.
Nessa linha, os valores de triglicerideos dos insetivoros, com massa corporal média também de apenas
+ 17 g, se revelou em patamares proximos aos encontrados nos nectarivoros.

Assim, sugere-se que os morcegos nectarivoros tenham um elevado fluxo de lipideos
circulantes durante épocas de fartura alimentar (verdo e primavera), quando o suporte energético para
manter os voos pairados para buscar alimento ¢ mais relevante que o isolamento térmico. Nas épocas
de menor floragdo (outono/inverno), parece ocorrer o oposto, com diminuicdo dos valores de
triglicerideos plasmaticos e maior armazenamento de lipideos em tecido adiposo (para o isolamento
térmico). Redford e col. (1984) ja afirmavam sobre a variacdo de reservas lipidicas em morcegos
insetivoros e nectarivoros ao longo do ano por razdes sazonais.

Nos morcegos frugivoros, que tem a maior massa corporal (£72 g) dos grupos, cerca de quase
7 vezes maior que a massa corporal dos nectarivoros (£11 g) e quase 4 vezes maior insetivoros (£17
g), apresentou os menores valores de triglicérides. H&4 décadas sabe-se que a relagdo entre a taxa
metabolica basal dos mamiferos endotérmicos (TMB, ml de Ox/h) e a massa corporal (M em g) ¢
normalmente expressa como uma equagio alométrica na forma BMR = aM®, onde b = 2/3, e que de
um modo geral demonstra que quanto maior a massa corporal menor a taxa metabdlica basal (White,

C. R, et al., 2003). Essa pode ser uma explicacdo dos baixos niveis plasméaticos de colesterol total,
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triglicerideos, LDL e VLDL encontrados nos morcegos frugivoros, apesar desse argumento poder se
valer para as demais espécies também. Em nosso estudo, esta espécie apresentou os maiores valores
de HDL. Cabe salientar que no caso dos morcegos frugivoros (Artibeus sp), na possivel escassez
sazonal de frutos para se alimentarem, estes podem ter sua dieta baseada em insetos também
(diferentemente de M. molossus que ¢ estritamente insetivoro). Por isso, os frugivoros sao mais
flexiveis em relagdo a dieta, assim como a disponibilidade de lipideos circulantes. Ao encontro dessas
informagdes metabdlicas, Keegan e col. (1977) obtiveram resultados no morcego frugivoro Rousettus
aegyptiacus em que demonstraram assimilacdo de glicose e frutose tdo eficiente quanto em ratos
Sprague-Dawley, sendo a assimilac¢ao da frutose antecedendo a de glicose.

Nessa linha de sustentacdo de que o custo energético pode estar relacionado com o perfil
lipidico o morcego hematofago (Desmodus rotundus), forrageia principalmente mamiferos de grande
porte. Das espécies estudadas, ¢ a inica que nao depende apenas do voo para alcangar seu alvo, pois
também tem a habilidade de rastejar no solo antes de fazer contato com a presa (por vezes a Unica
durante uma noite) (Reis et al., 2006). Com esta caracteristica, e com a menor necessidade de precisao
de voo para encontrar sua presa, ¢ de se esperar que o custo energético para o voo dos hematdfagos
seja menor se comparado as espécies, que por exemplo, forrageiam insetos alados que dependem nao
s0 da precisdao, mas também necessitam cacar dezenas de insetos em uma noite.

MacNab e col., 1973, avaliaram que varios fatores influenciam o armazenamento de gordura
em morcegos hematdfagos e relaciona-os principalmente aos seus habitos alimentares. E da mesma
forma, o custo energético de voo dos hematdéfagos também ¢ menor se comparado aos voos pairados
dos nectarivoros. Assim, sugerimos que os morcegos insetivoros (caga de insetos durante o voo,
escassez de insetos em certas épocas do ano, sem flexibilidade dietética e composi¢do das hemacias)
e nectarivoros (manuten¢do de voo pairado/librado, grande exigéncia cardiorrespiratdria € menor
massa corporal,) tenham tido respectivamente os maiores valores colesterol total e triglicérides.

Ha algumas evidéncias de que os hematdfagos possuem baixa eficiéncia em promocdo de
lipdlise, o que resultaria em menor abundéancia de substratos (acidos graxos livres) seja para a beta-
oxidagdo ou para a lipogénese hepatica e posterior secrecdo de VLDL (Freitas et al., 2003, 2005). A
despeito dos morcegos hematofagos serem pouco adaptados ao jejum prolongado, vale ressaltar que
nosso estudo impds um jejum curto (previamente fartados com sangue ad lib), que talvez explique por
que esses animais conseguiram apresentar um valor de triglicerideos equivalente ao de outras espécies.
Corroborando essa opinido, vale destacar que os morcegos hematdfagos possuem estomagos capazes
de distender e armazenar grandes quantidades de sangue; caracteristica que aparentemente mascara o

fato de que esses animais possam retardar a absor¢ao e, portanto, ndo estdo verdadeiramente em jejum
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(Freitas e col. 2003 e Rouk e Glass, 1970). Isso ¢ corroborado pelo maior valor glicémico médio entre
as 4 espécies estudadas. Além disso, D. rotundus tem uma adaptacdo comportamental inica para lidar
com o jejum onde morcegos do mesmo grupo participam da partilha reciproca de alimentos através da
regurgitacdo do sangue entre si, permitindo que as forrageadoras mal-sucedidas sobrevivam a noite
(Wilkinson, 1984).

Nossas analises ultraestruturais revelaram a presenca de vacuolos lipidicos (VL) e mitocondrias
(M) em maior nimero em células de musculo esquelético (peitoral) nos animais com dieta proteica
(insetivoros e hematofagos). Como estes dois grupos possuem dietas exclusivas, a presenca desses
complexos VL-M nos midcitos podem ser muito uteis como estoque e fornecimento de energia diante

da inflexibilidade alimentar associada a eventual escassez de alimento ao longo do ano.

8.2 - Glicogénio hepatico e muscular

Sabe-se que os animais que se alimentam de dietas com alto teor de proteina geralmente
armazenam grandes quantidades de glicogénio hepatico, mas os morcegos hematoéfagos sio
aparentemente uma excecao a essa regra (Freitas et al., 2003, 2005). Esse resultado foi compativel
com o presente estudo, com valores bem menores de glicogénio hepatico dos hematdfagos em relagao
aos insetivoros (cuja dieta ¢ também rica em proteina) e em relagdo aos frugivoros. Estes morcegos
hematofagos em geral quando ndo comem, ndo conseguem sobreviver por mais de 3 dias de jejum,
ndo mantendo niveis adequados de glicose no sangue, com seus estoques hepaticos de glicogénio sendo
de partida pelo menos 40% menores do que os de outras espécies de mamiferos (Botion et al.,1992;
Ben-Hamo et al., 2012). Ben-Hamo e col., (2012) afirmaram também que estes animais possuem baixa
eficdcia na mobilizagdo energética a partir de estoques lipidicos ou proteicos durante o jejum e que,
portanto, o escasso armazenamento de glicogénio hepatico seria prontamente utilizado.

Nos morcegos hematdfagos a biologia e a busca por alimento sdo completamente diferentes
das outras espécies. Eles costumeiramente se aproximam de areas rurais com criagdo de animais ou se
alojam em é4reas com mamiferos nas proximidades. A sazonalidade ndo tem grande interferéncia na
populagdo e/ou presenca destes mamiferos, ao contrario do que ocorre com frutos, insetos ou até
floragdes. Por isso, naturalmente os hematdfagos convivem com pequenos periodos de jejum na
natureza, o que justificaria a0 menos em parte os limitados valores de glicogénio hepatico. Neste caso,
vai de encontro ao entendimento pelos bidlogos de que animais que se alimentam com alto teor
proteico na dieta possuem grandes estoques de glicogénio hepatico (Karasov et al., 2007 e 2011). Mas
o morcego hematofago ¢ uma excecdo a essa regra e que foi confirmada em nosso estudo. Portanto
este menor glicogénio hepatico observado no morcego hematofago em nosso estudo pode ter relacao
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com uma menor insulinemia e maior glucagonemia. E valido mencionar que as concentragdes de
insulina muito abaixo da encontrada nos Artibeus sp. podem indicar que a via anabolica dessa espécie
¢ também menos robusta.

Aliado ao fator oferta de alimento supracitado, outra explicagdo para a falta de habilidade dos
hemat6fagos em suportar jejuns mais longos ¢ que o estobmago destes ¢ capaz de distender e armazenar
grandes quantidades de sangue, ocorrendo absorcdo gradual, inclusive nos momentos de jejum
(descanso), ndo necessitando de gliconeogénese imediata (Freitas e col. 2003 e Rouk e Glass, 1970).
Apos elevados tempos de jejum parece ser claro que o glicogénio muscular se torna a principal fonte
de energia para manutencao do voo como no caso de D. rotundus (Ben-Hamo et al., 2012). Além
disso, como j& mencionado, ha uma adaptacdo comportamental Uinica para lidar com o jejum onde
morcegos do mesmo grupo participam da partilha reciproca de alimentos através da regurgitagdao do
sangue entre si, permitindo que as forrageadoras mal-sucedidas sobrevivam a noite (Wilkinson, 1984).

No planeta, aproximadamente 70% de todas as espécies de morcegos sdo insetivoras
(Neuweiler, 2000), e eles provavelmente possuem a melhor resiliéncia entre os quirodpteros frente aos
jejuns prolongados. Freitas e col., 2010 demonstraram que o morcego insetivoro Molossus molossus
mantém a glicemia constante durante 48 h de jejum, enquanto as concentragdes de acidos graxos livres
permanecem inalteradas na circulagdo. Acredita-se que esses morcegos insetivoros mantenham as
concentragdes normais de glicose no sangue nas primeiras 48 h de jejum pela gliconeogénese provida
pelo lactato (Freitas et al., 2010).

Nos morcegos insetivoros o conteudo de glicogénio hepatico foi o maior dentre todas as
espécies, onde parece que a grande capacidade de jejuns prolongados se relaciona com esta
caracteristica fisiologica (Ben-Hamo et al., 2012). Em nosso estudo também observamos uma
disposicdo mais acentuada e concentrada de glicogénio hepatico em areas periportais na espécie
insetivora Molossus molossus (Figura 15) demonstrando maior proximidade com regides vasculares,
e assim um rapido fornecimento a circulag¢do sanguinea.

Nossos dados revelaram que os insetivoros (e frugivoros também) possuem maior depodsito de
glicogénio hepatico em relagdo aos depdsitos musculares, € como ja dito, apenas no hematofago ocorre
o inverso. Essa capacidade dos insetivoros de armazenarem glicogénio hepatico parece ser uma
adaptagdo de sobrevivéncia aos momentos de escassez alimentar durante certas épocas do ano. Eles
estdo entre as espécies animais com a maior resisténcia a periodos de jejum prolongados, fato este ja
mencionado e comprovado por literatura (Freitas et al., 2005; Ben-Hamo et al., 2012). Por isso,
possuem boa capacidade de estocagem de energia na forma de glicogénio hepatico, com eficaz

gliconeogénese durante os periodos de jejuns.
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Os morcegos frugivoros armazenam quantidades relativamente grandes de glicogénio
hepatico em relacdo aos demais mamiferos (Protzek et al. 2010). Gongalves-Neto e col., (2014)
encontraram valores de glicogénio hepatico de Artibeus lituratus, algo 4 vezes acima do que se observa
em roedores como ratos Wistar. Pinheiro e col., (2006), concluiram que duas espécies de morcegos
frugivoras, (4. lituratus e A. jamaicensis), mantiveram niveis relativamente estaveis de glicose no
sangue apos jejum de médio/longo prazo (2 a 6 dias), uma habilidade raramente vista entre os
mamiferos. Esse desfecho parece estar relacionado aos grandes estoques de glicogénio hepatico que
desempenham um papel na manutengao da glicemia quando ha escassez pelo alimento (Pinheiro et al.
2006). E em nosso estudo, os frugivoros tiveram o segundo maior nivel de glicogénio hepatico, atras
apenas dos insetivoros.

Os resultados dos glicogénios hepatico e muscular dos morcegos nectarivoros Anoura caudifer
ndo foram incluidos com motivos explicados no tépico “9 - Dificuldades encontradas”. Amaral e col.,
2019 em estudo com o morcego nectarivoro Glossophaga soricina observaram que estes animais tém
pouca reserva adiposa e de glicogénio hepatico e muscular, obtendo energia principalmente de
carboidratos diretos da dieta, com redugdo dos valores glicémicos em até 40% em apenas 18 h de
jejum. Sabe-se que nectarivoros, assim como beja-flores, possuem menor produgdo enddgena de
glicose e maior captagdo periférica de glicose pela dieta com uma das taxas metabdlicas especificas
de massa mais altas conhecidas (Suarez et al., 2011).

Em nosso estudo, observou-se auséncia de diferengas estatisticas em relagdo ao glicogénio
muscular entre as 3 espécies. Portanto o conteudo de glicogénio muscular entre as 3 diferentes
espécies evidencia que hd uma faixa de reserva que independe da dieta, mas que no caso dos
hematofagos os valores maiores de glicogénio muscular podem fazer a diferenga visto que estes tém
baixa eficiéncia na mobilizacdo de glicogénio hepatico.

Para complementar a avaliagdo dos glicogénios hepaticos e musculares dos grupos, realizamos
de modo inédito uma analise (Microscopia eletronica de transmissido - MET), das caracteristicas
ultraestruturais dos depdsitos de glicogénio hepatico e muscular nos 4 grupoes de morcegos
(frugivoros, hematdéfagos, insetivoros e nectarivoros (Figuras 18 e 21). Um granulo de alfa-
glicogénio ¢ uma agregacdo semelhante a uma roseta de 5 a mais de 40 particulas de glicogénio com
didmetros resultantes de 90 a até mais de 200 nm. Um granulo de beta-glicogénio ¢ muito menor e
se assemelha a um Unico ribossomo (15 a 20 nm), e um pouco menos denso em elétrons. Os didmetros
dos granulos beta sao de cerca de 30 nm (De Bruijn, W.C., 1973; Revel, J.P., 1960; Sullivan, M.A.,
2010). Enquanto os granulos alfa sio mais comumente vistos em hepatdcitos, e para armazenamento

de curto prazo de grandes quantidades de glicose durante as fases anabolicas, os granulos beta sio
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tipicos das células do musculo esquelético ou cardiaco, que também podem apresentar poucos granulos
alfa (De Bruijn, W.C., 1973; Revel, J.P., 1960; Sullivan, M.A., 2010).

Pudemos observar que nos morcegos frugivoros ¢ nectarivoros houve predominio de
glicogénio hepatico e muscular do tipo alfa sugerindo que ha rapida e eficaz mobilizacdo de
glicogénio. E nos morcegos insetivoros, observamos predominio de glicogénio tipo beta sugerindo
que ha uma lenta e gradual mobilizagdao de estoques de glicogénio, achado este que ¢ compativel e
condizente com a capacidade destes em resistir a longos periodos de jejum, uma das maiores dentre
todas as espécies de morcegos (Pinheiro et al., 2006; Ben-Hamo et al., 2012). Tudo indica que nos
insetivoros a presenca de glicogénio beta em figado e musculo sugere que esta espécie ndo o utiliza
como recurso principal (mobilizacdo baixa) durante jejuns de curta duragdo (que neste experimento
foi de 8 h). Neste estudo, essa caracteristica coincide com o fato de que as maiores concentragdes de
glicogénio hepatico foram exatamente nos insetivoros.

Nos morcegos hematofagos o padrao observado foi um predominio de glicogénio do tipo a
em figado (rdpida mobilizagdo) e glicogénio do tipo B (lenta mobilizacdo) em musculatura esquelética,
padrdo ultraestrutural este semelhante ao encontrado na espécie humana. Isto vai ao encontro de dados
de literatura onde o escasso estoque de glicogénio hepatico nessa espécie € rapidamente consumido e

que posteriormente o glicogénio muscular se torna a principal fonte de energia (Ben-Hamo ef al.,

2012).

8.3 - Analises histologicas, imunofluorescéncias, comprimento intestinal, MET e MEV

As evidéncias histoldgicas e ultraestruturais obtidas em nosso estudo deixam evidente que os
morcegos frugivoros (Artibeus lituratus) e nectarivoros (Anoura caudifer) possuem um aparato
robusto para digestdo e absorcao diante de dietas ricas em carboidratos. Nestas espécies, demonstramos
a ocorréncia de jungdes intercelulares mais largas com eletrodensidades mais intensas (Figuras 20-2
e 20-8) em intestino proximal, sugerindo a presenga de particulas organicas com atividade local. Isso
se coaduna com maior quantidade de vesiculas de pinocitose, indicando atividade transmembrana
lateral que sugere possivel absor¢do paracelular comparativamente mais ativa, mas nao
necessariamente mais espessa. Em alguns estudos, tanto o morcego Rousettus aegyptiacus (frugivoro
do Velho mundo) quanto o Artibeus lituratus (frugivoro do Novo mundo), por exemplo, apresentaram
elevadas taxas de absor¢do paracelular de carboidratos. Isso parece compensar seu trato intestinal
relativamente curto (Caviedes-Vidal et al., 2008; Keegan, 1977; Tracy et al.,2007). Nessa linha,
Makanya et al., 2001, relataram que os espacos intercelulares entre os enterdcitos no morcego
frugivoro Epomophorus wahlbergi sdo relativamente grandes, consistentes com a absorc¢ao
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paracelular. Eles notaram que as membranas celulares laterais possuiam modificagdes com elaborados
processos citoplasmaticos interdigitantes, longos e tortuosos que aumentariam significativamente a
area de superficie. Demonstraram também uma abundancia de mitocondrias no citosol adjacente as
membranas laterais, que permitiria maior capacidade para o transporte de sdédio ou nutrientes para
espacos intercelulares em morcegos frugivoros (Makanya et al., 2001). Nessa linha, ha evidéncia de
que esse fenotipo celular geraria maior gradiente osmotico impulsionando a absor¢ao paracelular
(Pappenheimer e Reiss, 1987).

Nos exames histologicos, longas vilosidades em segmento pds antropildrico de intestino
proximal associadas a elevada quantidade de células caliciformes sugerem grande superficie absortiva
e elevada produgao mucoproteica, principalmente nos frugivoros (Figura 16). Pelas imagens de MET
encontramos também as maiores microvilosidades na espécie frugivora Artibeus (Figuras 20-1 e 20-
2) indicando grande superficie nominal absortiva em intestino proximal.

Em relagdo ao comprimento intestinal pudemos observar que os frugivoros e os nectarivoros
apresentam de fato a menor relagdo comprimento intestinal/peso corpdéreo dentre as 4 espécies,
resultados todos que corroboram com dados prévios apresentados pela literatura cientifica corrente
(Makanya et al., 1997 e 2001) (Figura 10F). Do ponto de vista evolutivo, a alta permeabilidade
intestinal que ¢ permitida pela absorc¢ao paracelular ¢ provavelmente menos seletiva do que a absorgao
de nutrientes mediada por transportadores transcelulares. Isso resulta, inclusive, na absor¢ao de toxinas
de material vegetal ou animal no limen intestinal (Diamond et al., 1991), que seria um 6nus evolutivo.
Por outro lado, Pappehneimer e col. (1993) sugeriram que a absor¢ado passiva € seletivamente vantajosa
porque demanda menor custo energético.

Para estes morcegos com dietas ricas em carboidratos, a suscetibilidade a toxinas
hidrossoltuveis resultantes da alta permeabilidade intestinal aumentaria os custos metabdlicos para a
desintoxica¢do e, portanto, seria uma pressao seletiva que limita a amplitude de seu nicho alimentar
(Karasov et al., 2011). Nosso estudo demonstra que a possivel absor¢cdo de nutrientes por via
paracelular ndo ¢ um padrdo geral em morcegos, e que esta relacionado tanto ao comprimento/peso do
tecido intestinal, quanto ao hébito alimentar, como pdde ser observado especialmente entre os
morcegos com dietas ricas em carboidratos.

A dieta rica em carboidratos entre os frugivoros e nectarivoros, associada a necessidade de
rapida obtencdo energética por glicose, reservas lipidicas limitadas e customizag¢do do peso corporal
devido a menor massa intestinal e de bolo fecal, corroboram a hipdtese de que esses animais dependem

de boa capacidade de absorc¢ao paracelular. Também garantem maior eficiéncia energética, dado o
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custo para o voo, fatores que sao observados de forma similar por exemplo em muitas aves (Keegan
and Modinger, 1979).

Em nosso estudo também observamos que os grupos de morcegos insetivoros (Molossus
molossus) e morcegos hematéfagos (Desmodus rotundus) apresentaram algumas particularidades em
comum entre eles estando relacionadas a dietas ricas em proteinas. Os morcegos insetivoros Molossus
molossus, apresentaram a maior relagdo comprimento intestinal/peso corpdreo entre as 4 espécies
estudadas. Esta espécie demonstrou ter maiores microvilosidades em relagdo ao hematéfago Desmodus
rotundus comparaveis em tamanho as microvilosidades dos nectarivoros (Figura 20). Isto sugere que
o insetivoro possui uma dieta mais complexa/solida (inclusive lipidica) que intuitivamente exige maior
superficie para digestdo e absor¢ao em relagdo a uma dieta liquida (sangue) dos hematofagos. Ainda,
esse fenotipo intestinal em M. molossus parece ser resultante de um equilibrio evolutivo no sentido de
diminuir o volume fecal e/ou massa intestinal sobrecarregando assim o peso do animal, dificultando o
VOO € a caga aos insetos.

Ha de fato algumas evidéncias de que os morcegos tém uma propor¢do maior de area vilosa
em relagdo a area de superficie intestinal nominal quando comparada a mamiferos nao-voadores.
Makanya e col. (1997) hipotetizaram que a maior area de superficie vilosa em morcegos em
compara¢do com mamiferos ndo-voadores ¢ devido a um maior numero de enterdcitos com um
aumento correspondente no niimero de jungdes celulares explicando em parte a absor¢do paracelular
relativamente elevada em R. aegyptiacus (frugivoro). Ou seja, com isso € possivel que processos de
absor¢do intestinal paracelular também ocorram nos grupos com dietas ricas em proteina (insetivoros
e hematdfagos) ainda que em menor intensidade. Ressaltamos que ndo observamos absorc¢do
paracelular e que os indicios para tal fendmeno sdo indiretos. Portanto em nosso estudo ha apenas a
sugestao de tal atividade.

Em nosso estudo pudemos também observar em MET a presenca predominante de
mitocondrias ora em regido apical de citosol (proxima as microvilosidades) em D. rotundus e em M.
molossus (Figuras 20-3 e 20-5) ora em regides laterais de citosol, anexas as jungdes intercelulares em
A. lituratus, corroborando o estudo de Makanya e col., (2001) onde observaram as mitocondrias
adjacentes as membranas laterais no frugivoro Epomophorus wahlbergi (frugivoro).

Em complemento aos dados de MET em intestinos, pudemos demonstrar que nos morcegos
frugivoros e nectarivoros ha um menor tamanho e menor eletrodensidade dos granulos de zimogénio
em pancreas exocrino, sugerindo que a atividade parece ser menos ativa comparativamente aos grupos
insetivoros e hematofagos (Figura 19). Em nosso estudo, este aspecto foi principalmente notavel na

espécie nectarivora Anoura caudifer demonstrado por granulos de zimogénio menos eletrodensos
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(heterogéneos) e menores (Fig 19-7 e 19-8). Claramente esse resultado morfoldgico verificado em
MET ¢ compativel com o habito alimentar do grupo de morcegos nectarivoros que € o que apresenta
menores teores proteicos/lipidicos em sua dieta e, portanto, menor exigéncia proteolitica e lipolitica
durante a digestdo. Isso demonstra novamente que o habito alimentar destes grupos puderam
influenciar as adaptagdes bioldgicas. Por exemplo, 0os morcegos que sdo restritos a dietas com maiores
teores proteicos/lipidicos demandam aparatos digestivos mais robustos. Corroborando este racional,
os hematofagos apresentaram a maior relagdo massa pancreatica/massa corporal, indicando que o
pancreas exocrino desta espécie € bastante exigida nos processos digestivos.

Outra importante observacao em foi a co-localizagdo de granulos endocrinos em regioes
exdcrinas acinares de pancreas, flagrada pela MET. Em nosso estudo essa co-localizagdo sé foi
observada no grupo insetivoro. Kim e col., (2009) ja observou outros exemplos de co-localizagao deste
tipo, em especial no mamifero africano Pangolim (familia Manidae) que também sdo exclusivamente
insetivoros e possuem escassas ilhotas na composi¢ao pancreatica. Esse ¢ um dado relativamente
inédito no sentido de que nao se espera encontrar essa configuracao granular (contendo insulina) entre

acinos e certamente é um tema, no minimo, controverso.

8.4 — Pancreas e ilhotas pancreaticas: Massas, densidades e percentual celular de alfa e beta

Massa corporal, massas de pancreas e massas de ilhotas

Em nosso estudo observou-se que os grupos que apresentam dietas ricas em proteina como os
morcegos hematoéfagos (Desmodus rotundus) e os morcegos insetivoros (Molossus molossus) sao
aqueles que apresentam maiores valores de relagdo massa pancredtica/massa corporal, que como
especulamos, pode estar associado a maior exigéncia na digestdo proteica/lipidica. Os morcegos
hematofagos apresentaram o maior valor de massa absoluta de ilhotas (mg) por apresentarem de longe
a maior massa pancreatica, embora com valores estatisticamente iguais a massa absoluta dos
frugivoros. Por outro lado, em termos de massa relativa de ilhotas (%) foram os que exibiram os
menores valores, revelando o peso da massa exocrina e um aparato de ilhotas aparentemente menos
demandado nesta espécie (Figura 12A-C). Por outro lado, os morcegos nectarivoros (Anoura
caudifer) e os morcegos frugivoros (Artibeus lituratus) apresentaram os maiores valores de massa
relativa de ilhotas (%) (Figura 12B), indicando uma maior demanda por ilhotas pancreaticas, ja que
os morcegos insetivoros (Molossus molossus) possuem uma massa exdocrina equivalente a destas duas
espécies.

A despeito dos nectarivoros apresentarem a menor massa absoluta de ilhotas (mg), isso parece
ser completamente suficiente para sua demanda, haja vista que ao ser normalizada pela massa corporea,
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eles atingem os maiores valores entre as 4 espécies, mas estatisticamente igual aos valores dos
hemato6fagos (Figura 12D). Interessantemente os frugivoros apresentam o menor valor desta relacao
e isto pode sugerir que as células beta e alfa sejam muito responsivas as variagdes de glicose sanguinea.

Os morcegos nectarivoros ¢ frugivoros apresentaram os maiores valores de densidade
(numero de ilhotas por uma determinada area seccional) (Figura 12E), que coincide com as maiores
massas relativa de ilhotas entre as 4 espécies aqui estudadas (~6% e 5%, respectivamente),
demonstrando claramente a relacdo entre dieta rica em carboidratos e propor¢ao de ilhotas no pancreas.
Michelmore, Keegan e col., 1998 demostraram que o pancreas do morcego frugivoro Rousettus
aegyptiacus possui uma massa relativa de cerca de 9% sendo este um dado interessante do ponto de
vista metabolico, haja vista que em humanos, primatas e roedores ndo mais do que 2% do volume
pancreatico ¢ formado por tecido enddcerino.

Em estudos conduzidos por Machado e col., (2013 e 2017) e Freitas e col., (2013) os autores
encontraram ~3,5% de massa relativa de ilhotas no morcego insetivoro P. personatus, ~6% no
morcego nectarivoro 4. geoffroyi, ~4% no morcego hematofago D. ecaudata e ~1,6% no hematofago
D. rotundus. Nossos dados vao ao encontro desses valores onde os nectarivoros e frugivoros também
obtiveram os dois maiores valores de densidade e massa relativa de ilhotas, ficando os morcegos
hematoéfagos (Desmodus rotundus) em terceiro lugar e os morcegos insetivoros (Molossus molossus)
por ultimo, ambos com dietas ricas em proteina. Assim, parece haver uma relacdo entre a dieta
predominante e a propor¢do de ilhotas pancreaticas como pode ser observado por outros autores que
revelaram ~3,5% e ~6% de massa relativa de ilhotas nas espécies Pteronotus personatus (insetivora)
e Anoura geoffroyi (nectarivora) (Machado-Santos et al., 2017). Esta elevada massa relativa de ilhotas
(%), em especial nos morcegos frugivoros e nectarivoros, comparada aos valores encontrados em
humanos (1 a 2%) e murinos (2 a 3%), pode ser entendida como uma adaptacao bioldgica essencial
para o manejo dos altos influxos de glicose durante absor¢cdo (maior nos morcegos frugivoros e
nectarivoros € menor nos insetivoros e hematofagos) (Steiner et al., 2010).

Embora ndo tenhamos avaliado a func¢do das células beta e alfa, ¢ de conhecimento que a
glicose € o principal estimulo para a secre¢@o de insulina, tendo os aminoacidos especial importancia
na potencializacao da secrecao de insulina (Beardsall K. ez al., 2006; Tirone et al. 2001). Nossos dados
revelaram uma maior propor¢ao de células beta nos morcegos nectarivoros (Anoura caudifer) e
morcegos frugivoros (Artibeus lituratus), indicando uma relagdo de reciprocidade entre a pressao
ambiental exercida pelo consumo de alimentos ricos em carboidrato e o aparato de células beta (Figura
12G). Ao encontro de nossa hipdtese, os morcegos hematofagos (Desmodus rotundus) apresentaram

a menor distribuicdo percentual de células beta por ilhota (~40% vs. -65-70% nas demais espécies).
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Essa menor propor¢ao de células beta nos morcegos hematofagos (e maior de células alfa) talvez seja
apenas resultado da pressao evolutiva causada pelo perfil dietético até porque os hematdfagos
apresentam uma menor capacidade a jejuns prolongados e menores valores de glicogénio hepatico,
dados estes encontrados em nosso estudo e que vao ao encontro dos dados de literatura. Quando
comparamos por exemplo o teor da dieta de um insetivoro e um hematéfago, sabe-se que o segundo
apresenta dieta mais puramente proteica, tendo em vista que os insetivoros consomem
concomitantemente maior carga lipidica oriunda do inseto. Ramos-Elorduy e col. (1997) observaram
em estudo com valores nutricionais em insetos que em 78 espécies a media o teor de proteina foi de
71%, com 24% de lipideos. Em sangue bovino o teor proteico ¢ de cerca de 93,1% (Freitas et al.,
2003).

J4 o maior peso de células beta na composicao das ilhotas pancreaticas foi demonstrada em
morcegos frugivoros (Rousettus aegyptiacus) por Michelmore e col., (1998). Os autores encontraram
51% de células beta e 31% de células alfa, valores que encontram consonancia em nosso estudo.

Em alguns marsupiais, a exemplo de alguns cangurus (Macropus sp. e Megaleia sp.), as células
beta correspondem a apenas 10% do total das células dispostas nas ilhotas pancreaticas, e em alguns
gambas sul americanos (Didelphis sp.) as células alfa também compdem a maior parte das células
enddcrinas no pancreas, ultrapassando 50% (Steiner et al. 2010). Em aves granivoras, tal caracteristica
também parece se reproduzir (Palmieri et al.., 2014). Steiner et al., 2010, ainda concluiram que
diferengas nos requisitos metabolicos (vias e reservas corporais) e estados metabolicos (ex., jejum vs.
alimentado) sdo mais determinantes para a composi¢ao celular (plasticidade) de uma ilhota pancreatica
do que condigdes intrinsecas no desenvolvimento das ilhotas entre as espécies.

De acordo com um estudo conduzido por Machado Santos e col., (2017) o morcego insetivoro
Pteronotus personatus em analise de densidades de volume comparativas de ilhotas (%) de células
imunorreativas a insulina (IR), células de glucagon-IR e células de somatostatina-IR observou-se
~35% de células beta e 26% de células alfa. Embora nossa espécie insetivora investigada (Molossus
molossus) seja outra espécie, a proporcao de células beta e alfa estdo relativamente conservadas e
equiparaveis (~65% de células beta e 32% de células alfa encontrado no M. molossus). E interessante
notar que mesmo em espécies com dieta rica em proteinas o percentual de células beta/ilhota foi mais
elevado em relacdo as células alfa em ambas as espécies, sugerindo maior complexidade na dieta
insetivora, indicando que hd também importante ingestdo de carboidratos e gorduras, possivelmente
devido a composicao corpdrea destes invertebrados.

Ainda no contexto da associagdo entre o habito alimentar e o perfil de distribuicao celular nas

ilhotas pancreaticas, Palmieri et al.,, 2014, observaram uma elevada variagdo na composi¢cdo e
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distribuicao celular das ilhotas pancreaticas interespécies de aves rapinas com alimentagdo rica em
proteina. Os autores relataram que tanto em aves rapinantes como em urubus, aves estas com dieta
carnivora, ha maior predominio de células beta, principalmente de localizacdo central, enquanto em
aves granivoras foi observado maior predominio de células alfa. Em galinhas, que sdo aves granivoras,
por exemplo, as ilhotas pancredticas em média sdo compostas de 80% de células alfa (Palmieri et al.,
2014). Ou seja, o perfil de distribuicdo de células enddcrinas no pancreas parece ndo estar sujeito
apenas a influéncias dietéticas, mas acredita-se também que o estado metabolico exerga alguma
influéncia na plasticidade celular.

Encontramos uma divergéncia em nossos achados com os achados produzidos por Machado
Santos e col., (2017). Enquanto encontramos ~70% de células beta e ~24% de células alfa no Anoura
caudifer (nectarivoro), o grupo supracitado encontraram maior percentual de células alfa na
composi¢ao das ilhotas em outra espécie insetivora. Essa contradi¢do exemplifica a complexidade da
citoarquitetura das ilhotas pancreaticas no reino animal.

A despeito das variagdes no padrao de distribuigdo celular e da massa de ilhotas pancreaticas
entre as espécies, ¢ importante enfatizar que ndo avaliamos a funcdo secretdria das ilhotas frente aos
substratos (ex., glicose, aminoacidos). Assim, ndo podemos afirmar categoricamente que as espécies
frugivoras e nectarivoras sdo mais responsivas a glicose do que as demais espécies avaliadas aqui.

Questdes que merecem mais investigagdes.

9 — Conclusao

Os grupos de morcegos com dietas ricas em proteina como os hematdfagos (Desmodus
rotundus) e insetivoros (Molossus molossus) apresentaram ndo s maiores valores percentuais de
células alfa (e menores de beta), como também as menores massas relativas de pancreas enddcrino e
as menores densidade de ilhotas pancredticas. Ja os grupos com morcegos com dietas ricas em
carboidratos como os frugivoros (Artibeus lituratus) e nectarivoros (Anoura caudifer) obtiveram os
menores valores percentuais de células alfa (e maiores de beta) as maiores massas relativas de pancreas
enddcrino e as maiores densidades de ilhotas pancredticas. Todos esses indicativos concordam com
nossa hipétese inicial de que a contribuicao de ilhotas pancreaticas e células beta € menor nos grupos
com dietas ricas em proteina e de que a contribui¢do de ilhotas pancredticas e células beta ¢ maior nos
grupos com dietas ricas em carboidratos.

Os grupos de morcegos com dietas ricas em proteina como os hematoéfagos (Desmodus

rotundus) e insetivoros (Molossus molossus) nao apresentaram valores equiparaveis. Enquanto os
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insetivoros possuem os maiores estoques de glicogénio hepatico, os hematdfagos apresentam os
menores valores entre todos os grupos. Entretanto, os hematoéfagos compdem o Unico grupo que
apresenta os maiores valores de glicogénio muscular em relacdo ao hepatico. Os resultados
relacionados a tipificagdo em MET dos granulos de glicogénio s3o inéditos em morcegos. Os grupos
de morcegos com dietas ricas em carboidrato (Artibeus lituratus e Anoura caudifer) dispdem de
granulos de glicogénio do tipo a sugerindo rapida mobilizagdo e, portanto, menor capacidade de
estoque com maior dependéncia de glicose exdgena. Os morcegos com dietas ricas em proteina
(Desmodus rotundus e Molossus molossus) dispdem de granulos de glicogénio do tipo B, sugerindo
lenta mobilizacao e, portanto, maior capacidade de estoque (com excecao do glicogénio hepatico no
hemato6fago que € tipo o). Esses resultados concordam parcialmente com nossa hipétese inicial de
que animais com dietas mais ricas em proteina teriam abundantes reservas de glicogénio sendo mais
aptos e jejuns prolongados.

Os grupos de morcegos com dietas ricas em carboidratos como os frugivoros (Artibeus
lituratus) e nectarivoros (Anoura caudifer) apresentam grandes semelhancas em relacdo a morfologia
intestinal. Ambos possuem o0s menores comprimentos intestinais relativos e as maiores
eletrodensidades em jungdes intercelulares entre enterdcitos. Também apresentaram robustas
microvilosidades, principalmente o frugivoro. J& os grupos com dietas ricas em proteina como os
hematofagos (Desmodus rotundus) e insetivoros (Molossus molossus) dispdem dos maiores
comprimentos intestinais. Os hematéfagos dispdem das menores microvilosidades e os insetivoros as
mais curtas vilosidades. Todos esses resultados demostram e sugerem que os morcegos com dietas
ricas em carboidrato apresentam adaptagdes microscOpicas e ultraestruturais (vilosidades,
microvilosidades e jungdes intercelulares mais largas) que compensam o curto comprimento intestinal
adequando-se a uma absorcao intestinal mais eficiente para obtencdo de energia. Os morcegos com
dietas ricas em proteina apresentam comprimentos intestinais relativos maiores com adaptagdes
microscopicas e ultraestruturais diferentes, como por exemplo as menores microvilosidades em
hematofagos e as menores vilosidades em insetivoros. Esses resultados ndo concordam com nossa
hipotese inicial de que animais com dietas mais ricas em proteina teriam maior complexidade
intestinal.

Durante todo o processo evolutivo das espécies de morcegos que se iniciou ha cerca de
cinquenta milhdes de anos, ndo somente a dieta, mas também o modo de se obter o alimento, a privacao
alimentar, a pressao ambiental e as caracteristicas peculiares de cada ecossistema resultaram em
adaptagdes morfoldgicas e bioquimicas Unicas e diferentes dentro de cada grupo, ainda que estes sejam

tdo proximos filogeneticamente. Os morcegos frugivoros, nectarivoros, hematdfagos e insetivoros
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concentram e agregam adaptacdes morfofisioldgicas ideais para cada habito alimentar de modo que
esse imprint alimentar de milhdes de anos tornou-os tao distintos mesmo pertencendo a um ancestral
em comum, gerando por isso uma divergéncia evolutiva natural. Animais com dietas ricas em
carboidratos ou ricas em proteinas apresentam adaptacdes bioldgicas estruturais e funcionais que
devem ser analisadas com cuidado e em conjunto com tecidos relacionados ao metabolismo e
homeostase glicémica como ilhotas pancreaticas, intestino, figado e musculatura esquelética. Pressdes

seletivas diferentes gerando caracteristicas estruturais e funcionais diferentes.

10 - Dificuldades Encontradas

1 - No projeto inicial, pensdvamos em trabalhar com 5 espécies a fim de aprimorar as
comparagdes. Entretanto houve dificuldades na obtencdo de uma espécie piscivora. Essas dificuldades
relacionaram-se ndo sé pela quantidade minima de individuos que seriam necessarios, mas também
por ser uma espécie que forma coldnias de dificil localizagao (normalmente sao encontrados individuos
solitarios ocasionais). E também por dificuldades técnicas. O piscivoro por exemplo seria necessario
a instalacdo de redes de neblina sobre rios ou lagos.

2 — A coleta de sangue foi outra dificuldade encontrada. Em Artibeus sp. pudemos realizar sem
problemas as punc¢des em veias da asa para os testes de [TTip e GTTip, porque estas espécies além de
uma maior massa corporal foram menos agitadas, se adaptando bem em gaiolas e ao cativeiro. Em
compensa¢do ndo conseguimos realizar os testes de [TTip e GTTip em Desmodus rotundus, Anoura
caudifer e Molossus molossus devido ndo somente a massa corporal muito reduzida e, portanto,
dificuldade de encontrar os vasos nas asas, mas também, e principalmente, pelo fator estresse
(particularmente em D. rotundus). Foram espécies mais agitadas, que se adaptaram menos em gaiolas
e que na manipula¢do mostraram-se menos confortaveis.

3 — Tivemos dificuldades técnicas também na execucao dos glicogénios na espécie Anoura
caudifer. Esta espécie foi capturada e os experimentos realizados em outra Universidade (UFV —
Universidade Federal de Vigcosa) onde o protocolo de analise e determinacdo do glicogénio diferiu do
protocolo realizado por nds no LiDoc — UFSC, sendo, portanto, inviavel a equiparacdo e comparagao
dos resultados

4 — Inicialmente, a intencao era realizar a determinacao de massa de cé€lulas alfa e beta a partir
das imunofluorescéncias. Infelizmente, houve muita marcag¢do inespecifica em pancreas exocrino,
tendo em vista que ndo tinhamos conhecimento prévio de titulagdes adequadas para os anticorpos
utilizados para estas espécies (nosso anticorpo detecta insulina e glucagon de ratos). Além disso,

experimentos em animas piloto seriam inviaveis pois sdo espécies capturadas com dificuldade na
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natureza, em momentos, datas e locais diferentes. Entretanto essa dificuldade foi superada

substituindo-se as analises de massa das células beta e alfa pela massa do pancreas enddcrino e

estimativas da propor¢ao de células beta e alfa por ilhota.
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12 — Anexos

Artibeus lituratus

Desmodus rotundus
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Anoura caudifer
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Desmodus rotundus

- Pancreas
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Anoura caudifer - Pancreas
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Histologia — Figado — Artibeus sp
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Histologia — Figado — Molossus molossus
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Histologia — Pancreas — Desmodus rotundus
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Histologia — Pancreas — Molossus molossus

Histologia — Intestino proximal — Artibeus sp
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Histologia — Musculo esquelético — Artibeus sp
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Histologia — Musculo esquelético — Desmodus rotundus
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Histologia — Figado — Com todos + Anoura caudifer
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Histologia — Musculo esquelético — Com todos + Anoura caudifer
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Histologia — Pancreas — Com todos + Anoura caudifer
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Microscopia Eletronica de Varredura (MET) — Todos - PANCREAS
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Microscopia Eletronica de Varredura (MET) — Todos - MUSCULO
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Microscopia Eletronica de Varredura (MET) — Todos — INTESTINO

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) — Artibeus lituratus
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Intestino proximal

Seta = Célula caliciforme
M = Mucosa

Mm = Tunica muscular
V = Vilosidades

i
s i ——

10kV X50  500pm LCME-UFSC

10kV . X4,000 Spm LCME-UFSC

Intestino proximal

Seta = Célula caliciforme
M = Mucosa

Mm = Tunica muscular
V = Vilosidades

200pum LCME-UFSC

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) — Molossus molossus



Intestino proximal

Seta = Célula caliciforme
M = Mucosa

Mm = Tanica muscular
V =Vilosidades

Imunofluorescéncia — Artibeus lituratus
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Imunofluorescéncia — Anoura caudiffer
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Imunofluorescéncia — Desmodus rotundus



Imunofluorescéncia — Molossus molossus
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Certificamos que a proposta intitulada "DistribuiASAfo e massa de cAclulas alfa, beta e delta pancreA;jticas em morcegos (Mammalia,
Chiroptera): uma abordagem funcional e estrutural pautada nos diferentes hAjbitos alimentares”, protocolada sob o CEUA n°
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Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reuniéo de 05/09/2017.

We certify that the proposal "Distribution and mass of pancreatic alpha, beta and delta cells in bats (Mammalia, Chiroptera): a
functional and structural approach based on different eating habits", utilizing 50 Brazilian wild species (males and females), protocol
number CEUA 1725300517, under the responsibility of Alex Rafacho and team; Guilherme Durante Cruz - which involves the
production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for
scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well
as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
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Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 07/2017 a 03/2021 Area: Ciéncias Fisiologicas

Origem: CCB - Laboratério de Investigacdo de Doencas Cronicas - LIDoC

Espécie: Espécies silvestres brasileiras sexo: Machos e Fémeas idade: 1ab5 anos N: 50
Linhagem: De acordo com o delineamento Peso: 20a70g

Registro IBAMA/Sisbio/Etc: Protocolo Sisbio numero: 6852657

Método de Captura: Os animais serdo capturados predominantemente em Rede de Neblina, devidamente instaladas e sob a
supervisao do prof. Sérgio Althoff (FURB - Blumenau/SC). O prof. Sérgio € um dos grandes zodlogos do Brasil e sem dlvida da
regiao sul que estara atuando como colaborador/co-orientador desta proposta. Eventualmente apenas como método auxiliar, uma
Puca pode ser necessaria.

Resumo: O estudo das ilhotas pancreaticas vem sendo realizado por inimeros grupos de pesquisa no sentido de compreender
melhor suas caracteristicas celulares e fisiologicas com o intuito de relacionar estes conhecimentos ndo s6 ao metabolismo
corpdreo geral mas também com contexto patoldgicos, como observado numa das principais doencas da atualidade: o diabetes
mellitus. A conformacao e plasticidade celular das ilhotas pancreaticas estao fortemente relacionadas a fatores extrinsecos (ex.,
habito alimentar, stress, gestacdo) e, os morcegos, que apresentam inimeras semelhancas com o organismo humano, sao alvos
muito interessantes para a compressao das adaptagbes pancreaticas, haja vista que possuem alimentagdo especifica de acordo
com cada espécie. Tal aspecto bioldgico pode se servir como um modelo in vivo interessante para melhor compreensao das
relagdes entre os habitos alimentares e a citoarquitetura celular nas ilhotas pancreaticas. Assim, esperamos avaliar quais adaptagoes
celulares foram definidas ao longo da evolucédo destes mamiferos sobre as células beta, alfa e delta pancreaticas. Com esse estudo
visamos compreender se ha uma relacdo entre o habito alimentar e a a configuracao celular que venha a se servir de base para
adaptacdes pancreaticas semelhantes que venham a ocorrer em contextos patofisiologicos envolvendo este microdrgao. Para tal,
coletaremos morcegos de 3 a 5 espécies distintas (vide delineamento experimental) que serdo mantidos por até 3 dias para
realizagao de testes funcionais e serdo eutanasiados para a coleta do pancreas para posterior quantificacdo das células beta, alfa e
delta pancreaticas. O conteudo de glicogénio e lipideos hepaticos e musculares, bem como a determinagéo do comprimento intestinal
também serdo avaliados. Nossa expectativa é que animais com padroes alimentares e metabodlicos distintos (ex.,nectarivoro,
hematofago, insectivoro) apresentardo citoarquitetura enddcrina distintas permitindo-nos compreender quais adaptacdes celulares
correspondem a cada habito alimentar.

Local do experimento: Local: Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Biologicas, Departamento de Ciéncias
Fisiologicas, LIDoC (Laboratorio de Investigacao de Doencas Cronicas).

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Florianépolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093 / fax: -
Horério de atendimento: 2° a 6 das 8h as 12h e das 14h &s 18h : e-mail: ceua.propesq@contato.ufsc.br
CEUA N 1725300517

Florianopolis, 05 de setembro de 2017
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Titulo da proposta: "Distribuicdo e massa de células alfa, beta e delta pancreaticas em morcegos (Mammalia, Chiroptera): uma
abordagem funcional e estrutural pautada nos diferentes habitos alimentares".

Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no Uso de Animais UFSC (i 000s78)

A Comisséao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina, no cumprimento das suas atribuicdes, analisou
e APROVOU a Emenda (versao de 06/novembro/2019) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "Estimado Sr. Presidente, Nossa solicitacdo segue em anexo. Grato desde ja pela atencéo e
ficamos a disposicao para esclarecimentos. Alex Rafacho e Guilherme D Cruz".

Comentario da CEUA: "RESULTADO DA REUNIAO DA CEUA - APROVADO Em relacédo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade,
a CEUA deliberou pela Aprovacdo. - vide pareceres Atenciosamente, Divisao Administrativa - CEUA parecer: APROVADO - Solicita
captura de 6 morcegos Glossophaga oricina ou Anoura geoffroyi, espécies nectarivoras. Favoravel ao adendo. Mauricio 11/12/2019 ".

Prof. Dr. Aderbal Silva Aguiar Junior Profa. Dra. Thereza Christina Monteiro de Lima
Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 401 - Trindade - Florianpolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6093
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1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Artibeus lituratus 20

2 | Captura de animais silvestres in situ Artibeus lituratus -

3 | Manutengéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados Artibeus lituratus -
silvestres em cativeiro

4 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Desmodus rotundus 20
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Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 58350-3

Data da Emissao: 12/02/2019 11:15:35

Data da Revalidagao*: 12/02/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Alex Rafacho

CPF: 285.799.478-80

Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CNPJ: 83.899.526/0001-82

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.

5 | Manutengao temporaria (até 24 meses) de vertebrados Desmodus rotundus -
silvestres em cativeiro

6 | Captura de animais silvestres in situ Desmodus rotundus -

7 | Captura de animais silvestres in situ Glossophaga soricina -

8 | Manutengao temporaria (até 24 meses) de vertebrados Glossophaga soricina -
silvestres em cativeiro

9 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Glossophaga soricina 20

10 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Molossus molossus 20

11 | Captura de animais silvestres in situ Molossus molossus -

12 [ Manutengéo temporaria (até 24 meses) de vertebrados Molossus molossus -
silvestres em cativeiro

13 [ Manuteng&o temporaria (até 24 meses) de vertebrados Noctilio leporinus -
silvestres em cativeiro

14 | Captura de animais silvestres in situ Noctilio leporinus -

15 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Noctilio leporinus 20

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo taxonémico) Materiais

1 | Amostras biolégicas (Outros mamiferos) Fragmento de tecido/6rgdo, Sangue

2 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos) Rede de neblina, Puga

3 | Método de marcagéo (Outros mamiferos) Colar

Destino do material biolégico coletado

# | Nome local destino Tipo destino

1 | UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA Laboratério
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Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 58350-3 Data da Emissao: 12/02/2019 11:15:35 Data da Revalidagao*: 12/02/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Alex Rafacho CPF: 285.799.478-80

Nome da Instituicdo: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA CNPJ: 83.899.526/0001-82

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo contemplado

na autorizagdo ou na licengca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagédo ou da licenga permanente com a devida anotagdo. O material bioldgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegédo
biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.
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