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RESUMO

SILVA, Carlos Henrique de S., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2022. Plasticidade digestiva, metabolismo energético e composicao corporal no
morcego Anoura caudifer (Phyllostomidae: Glossophaginae). Orientadora:
Sirlene Souza Rodrigues Sartori. Coorientadores: Mariella Bontempo Duca de Freitas,
Oswaldo Pinto Ribeiro Filho, Reggiani Vilela Gongalves, Clovis Andrade Neves e
Guilherme Siniciato Terra Garbino.

Variagbes na dieta, volume e qualidade do alimento, podem provocar alteragdes no
trato gastrointestinal, além de influenciarem nas reservas de glicogénio e deposicao
de gordura corporal. O morcego nectarivoro Anoura caudifer tem a capacidade de
mudar sua dieta, em diferentes esta¢cdes do ano, para outros recursos alimentares,
podendo produzir respostas morfolégicas e fisioldgicas a essas variagdes.
Considerando isto, o objetivo deste trabalho foi investigar como a mudanca de dieta
provoca alteragcées na morfologia intestinal e nos teores de reservas energéticas e de
proteinas nessa espécie. Para isso, foram analisados parametros corporais, indices
hepatossomatico, lipossomatico e viscerossomatico, conteudo gastrointestinal,
morfologia, histoquimica e morfometria dos intestinos delgado (ID) e grosso (IG),
teores de glicose, glicogénio muscular e hepatico, proteinas, gordura, e matéria seca
em machos e fémeas, entre as estagdes chuvosa e seca. Na estacao chuvosa, A.
caudifer consumiu insetos e fibras vegetais, as vilosidades foram frequentemente
digitiformes e de menor altura (815,71 um) e o IG apresentou pregas circulares; na
estacdo seca, a escassez de alimento restringiu esta espécie ao consumo de polen,
poucas fibras vegetais e possivelmente néctar; houve maior altura da mucosa, maior
altura e variagao na forma das vilosidades (1.080,32 um) e IG sem pregas circulares
Os teores de glicose e glicogénio e o indice hepatossomatico foram significativamente
maiores na estacao chuvosa. Comparando os géneros, presenca de gordura corpérea
foi encontrado somente nas fémeas na estacdo chuvosa e o teor de proteina bruta
corporea foi maior nas fémeas em ambas as estacdes. A mucosa do ID foi ajustada
para acomodar um maior volume de alimento no periodo chuvoso, e as pregas
circulares do |G podem ter otimizado o maior volume de alimento digerido e de massa
fecal, indicando que essa espécie encontra condi¢coes alimentares favoraveis nesse
periodo. Na estacao seca, a mucosa do ID se desenvolveu para compensar a menor

quantidade disponivel de alimento. A alta taxa glicémica e de reserva glicidica,



refletindo no indice hepatossomatico, & condizente com a maior disponibilidade de
alimento na estacao chuvosa. Em relagdo aos teores de proteina bruta e gordura, a
diferenca entre machos e fémeas certamente se relaciona com aspectos reprodutivos,
com maior demanda energética nas fémeas para a reproducédo. Deste modo, a
sazonalidade de recursos alimentares provoca ajustes na morfologia intestinal, o que
se adequa a sincronizagdo reprodutiva para a estagdo mais favoravel, onde as
reservas de glicogénio, gordura e proteina corporais garantem um melhor

desempenho e sobrevivéncia dessa espécie.

Palavras-chave: Sazonalidade. Dieta. Trato Gastrointestinal. Glicogénio Hepatico.
Chiroptera.



ABSTRACT

SILVA, Carlos Henrique de S., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2022. Digestive plasticity, energy metabolism and body composition in the bat
Anoura caudifer (Phyllostomidae: Glossophaginae). Advisor: Sirlene Souza
Rodrigues Sartori. Co-advisors: Mariella Bontempo Duca de Freitas, Oswaldo Pinto
Ribeiro Filho, Reggiani Vilela Gongalves, Clovis Andrade Neves and Guilherme
Siniciato Terra Garbino.

Variations in diet, volume and quality of food can cause changes in the gastrointestinal
tract, in addition to influencing glycogen reserves and body fat deposition. The nectar-
feeding bat Anoura caudifer can change its diet at different seasons of the year to other
food resources, and it is able to produce morphological and physiological responses
to these variations. Considering this, the objective of this work was to investigate how
the change in diet causes alterations in intestinal morphology and in the levels of
energy and protein reserves in this species. For this, body parameters, hepatosomatic,
liposomatic and viscerosomatic indices, gastrointestinal content, morphology,
histochemistry and morphometry of the small (SI) and large (LI) intestines, glucose,
muscle and liver glycogen, protein, fat, and dry matter in males and females, between
the rainy and dry seasons. In the rainy season, A. caudifer consumed insects and plant
fibers, the villi were often digitiform and had shorter height (815.71 um) and the LI
presented circular folds; in the dry season, the scarcity of food restricted this species
to the consumption of pollen, few vegetable fibers and possibly nectar; there was
greater mucosal height, greater height, and variation in the shape of the villi (1,080.32
pm) and LI without circular folds. The glucose and glycogen contents and the
hepatosomatic index were significantly higher in the rainy season. Comparing the
genders, the presence of body fat was found only in females in the rainy season and
the body crude protein content was higher in females in both seasons. The S| mucosa
was adjusted to accommodate a greater volume of food in the rainy season, and the
circular folds of the LI may have optimized the greater volume of digested food and
fecal mass, indicating that this species finds favorable food conditions in this period. In
the dry season, the S| mucosa developed to compensate for the lesser amount of food
available. The high glycemic rate and glucose reserve, reflecting on the hepatosomatic
index, is consistent with the greater availability of food in the rainy season. Regarding

crude protein and fat contents, the difference between males and females is certainly



related to reproductive aspects, with greater energy demand in females for
reproduction. In this way, the seasonality of food resources causes adjustments in the
intestinal morphology, which suits the reproductive synchronization for the most
favorable season, where the body's glycogen, fat and protein reserves guarantee a

better performance and survival of this species.

Keywords: Seasonality. Diet. Villi. Liver Glycogen. Chiroptera.
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REVISAO DE LITERATURA

1. BIOLOGIA DOS CHIROPTERA E A DIVERSIDADE ALIMENTAR

A origem dos morcegos € atribuida ao limite Cretaceo-Paleogénico (K-Pg), com
uma rapida radiagcao no Eoceno, ha aproximadamente 65 milhdes de anos (Teeling et
al., 2005; O’Leary et al., 2013; Tsagkogeorga et al., 2013). Tradicionalmente, o grupo
Chiroptera tem sido classificado em Microchiroptera e Megachiroptera, com base em
suas caracteristicas morfoldgicas, no entanto, dados de filogenia molecular sugerem
a divisdo em Yinpterochiroptera e Yangochiroptera, sendo a primeira representada
pela superfamilia de morcegos ecolocalizadores Rhinolophoidea como grupo irmao
da familia Pteropodidae, a qual ndo fazem ecolocalizacdo laringeal; a segunda
subordem inclui todas as outras familias que utilizam esse tipo de orientagdo baseada
na emissao de ultrassons (Teeling et al., 2005; Wang et al., 2017; Amador et al., 2018).

Dentro da ordem Chiroptera, ocorreu uma grande diversificacdo de espécies,
originando a segunda maior ordem entre os mamiferos; em torno de 1.400 espécies,
distribuidas em todos os continentes, com exceg¢ao da Antartica (Gunnell e Simmons,
2005; Venditti et al.,, 2011; Simmons e Cirranello, 2018). Sdo animais facilmente
reconheciveis por sua capacidade de realizarem voo verdadeiro e a grande maioria
das espécies utilizam a ecolocalizacao para obter informacdes do ambiente (Arita e
Fenton, 1997; Fenton et al., 2012).

Os morcegos insetivoros possuem importancia indispensavel para a
manutencdo dos ecossistemas, atuando como controladores de populagbes de
insetos, inclusive pragas agricolas, e a perda dessas espécies de morcegos resultaria
em um impacto na agricultura (Boyles et al., 2011). Os morcegos nectarivoros
polinizam cerca de 528 espécies de plantas (Fleming e Muchhala, 2008; Fleming et
al., 2009), e a extincdo desses animais também prejudicaria a reproducdo e o
comércio de muitas plantas (Ratto et al., 2018). Morcegos frugivoros contribuem para
a dispersdao de sementes de plantas, o que favorece a regeneracdo de florestas
(Muscarella e Fleming, 2007). Na saude publica, esses animais tém importancia por
serem vetores de zoonoses e reservatérios naturais de muitos virus (Olival et al.,

2017); como coronavirus, Ebola, Marburg, Nipah, Hendra e o virus da raiva, os quais
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podem ser transmitidos e causar infecgcbes em humanos e animais (Mishra et al.,
2019; Wang e Anderson, 2019).

O cenario evolutivo em que 0os morcegos sofreram sua maior irradiacdo, com
muitos nichos a serem ocupados, permitiu a sua diversificacao alimentar. Embora os
morcegos do Velho Mundo e Novo Mundo possuam dietas herbivora e insetivora,
respectivamente, considera-se que a dieta do ancestral comum dessas duas
linhagens era baseada em insetos (Heller e Volleth, 1995; Ferrarezzi e Gimenez,
1996). Muitas espécies divergiram para outros recursos alimentares, como néctar e
pélen, frutos, sementes, folhas, pequenos vertebrados e sangue (Freeman, 2000; van
Cakenberghe et al., 2002; Nogueira et al., 2005; Duque-Marquez et al., 2019).

Apesar de existirem espécies restritas a dietas especificas, como sangue e
néctar, muitas espécies escolhem explorar recursos alternativos em épocas de
escassez do alimento principal ou como complemento nutricional (Herrera et al., 2001;
Sanchez et al., 2012). Esse comportamento € observado em morcegos frugivoros,
que podem consumir insetos e até folhas, principalmente por serem ricas fontes de
célcio, proteinas e agua (Nelson et al., 2005; Duque-Marquez et al., 2019; Gnocchi et
al., 2019). Os nectarivoros também apresentam certa flexibilidade na dieta e podem
ingerir insetos, frutos ou p6len como fonte de proteinas (Soto-Centeno e Kurta, 2006;
Barros et al., 2013). A ingestdao de insetos por morcegos nectarivoros pode ser
encarada tanto como uma forma de complementar a dieta com proteinas, como uma
forma oportunistica de comer insetos presentes nas flores (Howell, 1974).

A disponibilidade e abundancia de frutos e insetos especificos, ou a qualidade
e concentracdo de agucares do néctar, exercem um papel importante sobre o tipo de
alimento preferido a ser consumido, o que vai refletir na amplitude de recursos
consumidos entre diferentes estacdes do ano e gerar diferentes respostas como a
mudang¢a comportamental no forrageamento para manter o ganho de energia
constante (Ayala-Berdon et al., 2009; Sanchez et al., 2012; Salinas-Ramos et al.,
2015).

A dieta consumida pode ser determinada por meio da andlise fecal, conteudo
gastrointestinal, observacédo do comportamento alimentar e determinacao de taxas de
isétopos estaveis de carbono e nitrogénio incorporados nos tecidos corporais,
(Dalerum e Angerbjérn, 2005; Painter et al., 2009) como exemplo, no morcego

Artibeus lituratus a taxa de isétopos estaveis revelou maior consumo de insetos no
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verdo, em fragmentos de florestas, do que em florestas continuas durante o ano, com
maior consumo de frutas (Mufoz-Lazo et al., 2019).

Assim, por de diferentes técnicas, alguns trabalhos tém relatado mudancas
sazonais na dieta de espécies de morcegos, como € o caso de Antrozous pallidus,
que altera sua dieta de insetos para néctar no periodo de inverno; Anoura geoffroyi,
que se alimenta de néctar, pdlen e insetos em propor¢des distintas em diferentes
estacdes do ano; e Carollia perspicillata, que muda sazonalmente a sua dieta quando
a abundancia de frutos de pimenta-de-macaco (Piper) € menor (Mello et al., 2004;
Frick et al., 2014). Embora essas espécies possuam um recurso alimentar principal, e
dispdem de aspectos morfofisiologicos para explora-lo, a variacdo na dieta com
inclusdo de outros itens alimentares representa uma vantagem adaptativa, sobretudo
diante de um ambiente instavel (Muchhala e Jarrin-V, 2002).

Ainda, a mudancga de dieta pode estar relacionada com o periodo reprodutivo,
sincronizada com o periodo de frutificagdo das plantas e abundancia de insetos, a fim
de garantir um aporte mais adequado de nutrientes (Orr et al., 2016).

2. A PLASTICIDADE FENOTIPICA

Condicbes estressantes do ambiente que envolve a vida animal, sejam bidticas
ou abidticas, podem induzi-los a expressarem diferentes fenétipos, seja na morfologia,
fisiologia ou comportamentos, como forma de ajuste para garantir a sobrevivéncia
(Agrawal, 2001; Chevin et al., 2010).

A capacidade de producdo de dois ou mais fenétipos a partir de um Unico
genodtipo, sob pressao de diferentes condicbes ambientais, é definida como
plasticidade fenotipica (West-Eberhard, 1989; Garland e Kelly, 2006). Os individuos
que desenvolvem respostas plasticas podem ter uma capacidade adaptativa melhor
do que aqueles que ndo as desenvolvem (Price et al., 2003), e as mudancas a niveis
individual e populacional podem levar a profundos efeitos na seleg¢ao natural (Fordyce,
2006).

Diversos fatores estressantes, como alteracdes na temperatura, salinidade, no
fotoperiodo, pH e nos recursos alimentares, seja pela sazonalidade ou outros fatores,
além das mudancas climaticas, tornam-se desafios para a sobrevivéncia dos animais,
mas também podem induzi-los a tolerancia por meio da producédo de fendtipos

vantajosos (Nijhout, 2003; Hoffmann e Sgro, 2011). Por outro lado, a capacidade de
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um genaotipo plastico exibir fenotipos alternativos pode ser restringida pelos custos de
manutengdo energética e mudancas morfofisioldégicas, além de custos genéticos
tendo em vista efeitos pleiotropicos e epistasicos (DeWitt et al., 1998; Fusco e Minelli,
2010).

O desenvolvimento do gendtipo plastico pode resultar em carater adaptativo, o
qual implementa a fungéo de um determinado traco e a adaptabilidade do organismo
(Nunney e Cheung, 1997; Fusco e Minelli, 2010). Entretanto, a resposta plastica pode
ser ndo-adaptativa, ou seja, ndo confere vantagens para a sobrevivéncia do individuo
(Ghalambor et al., 2007). Esse fendbmeno tem sido investigado mais intensivamente
nas ultimas décadas, e em diversas espécies de animais, dada sua importancia para
o entendimento dos processos evolutivos e ecolégicos, como no ciclo de vida e
desenvolvimento em borboletas, na termorregulacdo em aves e répteis, morfologia
digestiva e forma corporal em peixes e a flexibilidade metabdlica em mamiferos
(Hegrenes, 2001; van Dyck e Wiklund, 2002; Franssen et al., 2013; van Breukelen e
Martin, 2015; Caldwell et al., 2017; Ruuskanen et al., 2021).

2.2. A plasticidade no trato digestorio

Ao longo da evolugédo, a selegdo natural resultou em diferentes hdabitos
alimentares entre os animais. Muitas espécies evoluiram adaptacdes especificas para
explorar, com eficiéncia, uma gama limitada de recursos, outras tornaram-se
generalistas, consumindo alimentos diversos, mas com baixo grau de especializagéo
(Laverty e Plowright, 1988). Algumas espécies alcancaram graus diferentes de
flexibilidade, podendo forragear de acordo com a sazonalidade e a quantidade ou
qualidade dos alimentos, como a presenca de toxinas, fibras e outros conteudos
nutricionais (Singer e Bernays, 2003; Pillans et al., 2004; Zhao e Wang, 2007; Melin
et al.,, 2014). A flexibilidade do trato digestério pode afetar fatores como a
digestibilidade e eficiéncia de assimilacdo energética (Minter et al., 2020).

Assim, as estruturas e fung¢des do aparelho digestorio, a exemplo da expressao
de enzimas e transportadores e do tempo de retencdo do alimento, sdo alvos de
ajustes, que podem ser provocados por variagdes da dieta, estado reprodutivo,
estratégias de alimentacao, hibernacado ou periodos de jejum (O Brien et al., 1989;
Carey e Cooke, 1991; Johnson et al., 2001; Karasov et al., 2011). Diferencas sazonais

com aumentos na massa do estbmago e comprimento dos intestinos ja foram
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observadas em varios vertebrados, como no anuro Cyclorana alboguttata, apds
estivacdo; em serpentes do género Python, apds voltar a ingerir alimentos; e no roedor
Apodemus chevrieri, no verao (Cramp e Franklin, 2005; Ott e Secor, 2007; Wan-Long
et al., 2012).

Alguns trabalhos relatam diferengas no tamanho e peso do intestino delgado
entre estagcées do ano, evidenciando a relagdo entre a flexibilidade fenotipica do
intestino e temperatura, e qualidade e quantidade do alimento. Por exemplo, foi
observado aumento do comprimento intestinal em gerbios (Meriones unguiculatus) no
inverno (Liu et al., 2013). No marsupial Dromiciops gliroides, o tipo de alimentagéo
influenciou a massa e o tamanho do intestino delgado, com aumento nesse érgao em
individuos alimentados com insetos, o que nao ocorreu com a dieta a base de frutas
(Cortés et al., 2011).

As massas fresca e seca, que sdo as medidas de biomassa dos 6érgéos
digestivos, também sofrem oscilagdes, como no lagarto Sauromalus obesus e na ave
Zonotrichia capensis, em que a massa fresca é maior no verdo (Tracy e Diamond,
2005; Ramirez-Otarola et al., 2018). Ja o conteudo aquoso, principalmente da mucosa
intestinal, sofre alteragbes conforme a taxa de ingestao de alimentos, podendo refletir
aclimatacées a temperaturas diferentes e niveis de disponibilidade de recursos
(Hammond e Diamond, 1992).

Mudancgas na area de superficie da mucosa e na altura e densidade de
vilosidades foram relatados no esquilo Spermophilus tridecemlineatus, relacionadas
aos seus periodos ativo e de hibernagao (Carey, 1990). Em ratos, a atrofia da mucosa
intestinal, com redugédo do tamanho de vilosidades e criptas, bem como da massa
intestinal total, foram relacionadas ao jejum prolongado (Dunel-Erb et al., 2001;
Habold et al., 2004). No pardal-montés (Passer montanus), a altura das vilosidades e
profundidade das criptas duodenais foram superiores no inverno, e no verao sofreram
atrofia, no entanto, a espessura das camadas musculares permaneceram estaveis (Lv
et al., 2014).

A area de superficie nominal do ceco sofreu aumento no roedor Microcavia
australis, devido a um maior consumo de fibra na estacédo seca (Sassi et al., 2007).
No roedor subterraneo Ctenomys talarum, o consumo de fibra no outono resultou na
expansao do ceco, aumentando a capacidade de fermentacdo desse material
alimentar (del Valle e Mananes, 2011). A dilatacdo do célon foi observada em saguis

Callithrix sp. na estacdo seca, quando ocorre uma mudancga do regime alimentar
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insetivoro para gomivoro nesses animais (Guimaraes-Lopes et al., 2020). A mudancga
de dieta tem um papel fundamental no intestino grosso; uma ingestao de fibras requer
uma maior atividade microbiana e, para que ocorra a fermentacédo, determinadas
por¢des intestinais podem sofrer dilatacdes, como é o caso do ceco e do célon (Scott
et al., 2008).

Nos morcegos, a morfologia corporal foi modificada principalmente em funcao
do voo e ecolocalizacdo (Arévalo et al., 2020). Diversas espécies se especializaram
em diferentes dietas para a obtencao de energia, e os animais tiveram que se ajustar
a menor complexidade estrutural e menor area de superficie intestinal disponivel
(Caviedes-Vidal et al., 2008). Diversos autores investigaram a morfologia do trato
gastrointestinal dos morcegos, relatando um padrdo geral tipico: tubo digestério
simples, com comprimento relativamente curto e sem distingbes externas entre
intestinos delgado e grosso, presenca apenas de colon descendente e auséncia de
ceco, apéndices, saculos ou ténias (Park e Hall, 1951; Rouk e Glass, 1970; Ishikawa
et al., 1985; Tedman e Hall, 1985; Makanya et al., 2001; Scillitani et al., 2007; Strobel
et al., 2015; Aylward et al., 2019; Silva et al., 2020). Segundo Forman (1971; 1973) e
Aylward et al. (2019), o estbmago dos morcegos possui formas mais variaveis, como
triangular, arredondado ou tubular.

Na literatura, € escassa a quantidade de investigacoes sobre plasticidade
digestiva em morcegos, com detalhamento das mudancas estruturais e funcionais no
tubo digestivo. Alguns estudos se concentram nas mudancas de massa dos érgaos
digestivos em funcdo de atividades de migracdo, como no morcego insetivoro
Tadarida brasiliensis, em que as demandas energéticas causaram alteragoes
fenotipicas com aumento na massa intestinal nos periodos de lactacao, pré-migracao
e migragdo (Sommers et al., 2019). No morcego Lasiurus cinereus, 0s 0Orgaos
digestivos sofreram redugc&o em sua massa, como resultado também das demandas
energéticas dessa atividade (McGuire et al., 2013).

A hibernacao também constitui um fator que provoca mudancas fenotipicas na
morfologia digestiva, como ja foi descrito para o morcego insetivoro Myotis myotis,
onde esse mecanismo de sobrevivéncia acarretou alteragdes na altura e largura de
vilosidades e profundidade das criptas, além de afetar a produgédo de mucinas acidas
e neutras das células caliciformes dos intestinos delgado e grosso (Paksuz, 2014).

Apesar desses parametros notaveis, em que a flexibilidade fenotipica pode

ocorrer, € ndo somente nos érgdos digestivos, outras pressbées ambientais como a
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sazonalidade alimentar, pode atuar como gatilho para o desenvolvimento de respostas
plasticas. No morcego nectarivoro Glossophaga soricina, as mudancgas estacionais na
dieta provocaram alteracdes consideraveis na morfologia grossa e fina dos 6rgaos
digestivos, com aumento na massa do estbmago e volume intestinal, bem como uma
area de superficie absortiva incrementada, no periodo chuvoso, quando os animais
trocaram o néctar por insetos e frutas (Vazquez-Dominguez, 2016). Em outra espécie
de nectarivoro, Glossophaga commissarisi, a mudanca de néctar para frutos nao
alterou a morfologia digestiva, mas € provavel uma flexibilidade nas enzimas
digestivas e transportadores de nutrientes (Kelm et al., 2008).

Os constituintes quimicos do tipo de dieta, consumida por um animal, influencia
consideravelmente as funcdes do trato digestério, bem como a eficiéncia digestiva e
de manipulacdo do tipo de alimento, além de revelar a diversidade estrutural e

fisioldgica encontrada entre os animais (Bjorndal e Bolten, 1993; Karasov et al., 2011).

3. FLEXIBILIDADE DO METABOLISMO ENERGETICO E COMPOSICAQO
CORPORAL NOS MORCEGOS

Todos os organismos vivos dependem da aquisicdo de energia de moléculas
organicas ou inorganicas, necessaria para realizar todas as atividades das células. O
conjunto de reacdes quimicas que promove a producao, distribuicao e utilizagao
dessas moléculas como recurso, constitui 0 metabolismo energético (Ye e Medzhitov,
2019). Nos animais, a energia € obtida pela quebra de compostos de carbono,
processo chamado de catabolismo, e o0 produto € o armazenamento dessa energia na
forma de ATP (Hardier, 2012). A sintese de moléculas corporais e construcdo de
compostos energéticos, como glicogénio e gordura, caracteriza o anabolismo dos
processos metabdlicos (Ye e Medzhitov, 2019).

O metabolismo energético compreende as fases pds-prandial e de jejum, onde
ocorre, respectivamente, sintese e degradacao de proteinas, lipidios e carboidratos
(Yang et al., 2016). O controle homeostatico de energia corporal permite manter as
fungbes organicas, como termorregulacdo, locomogédo, processos fisiologicos,
crescimento e reproducdo (Czenze et al.,, 2018). Nos animais, esse balango
energético é regulado por interagcdes dindmicas entre o sistema nervoso autbnomo e
hormonios, como a insulina e glucagon, relacionados com a controle da glicose, e a

leptina, relacionada com o depdsito de gordura. Outros hormdnios, como a adrenalina
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e os glicocorticoides, atuam em conjunto regulando a sintese e degradacao das
reservas de glicogénio, gordura e proteinas (Yahagi, 2017).

As reservas de glicogénio hepatico, por meio da glicogénese, sao o resultado
do armazenamento da glicose sanguinea, a qual resulta da digestdo de alimentos
ricos em carboidratos, proteinas e lipidios. Essa reserva € uma importante fonte de
energia para os processos vitais do organismo. Nos periodos de jejum, a reserva de
glicogénio pode ser quebrada, por glicogendlise, liberando glicose na corrente
sanguinea (Stapleton et al., 2010).

Além dos componentes de carboidratos, os constituintes do corpo dos animais
podem ser organizados em componentes ndo-gordurosos, que inclui os conteudo de
proteinas e agua, e 0s gordurosos, que inclui o conteudo de lipideos (Demling, 2009).

Lipideos podem ser armazenados no organismo, na forma de triglicerideos, no
tecido adiposo. Essas reservas sdo consideradas fontes eficientes de energia
disponivel para a realizacao das fungbes orgéanicas, ja que a oxidagao das gorduras
pode suprir energeticamente o corpo por periodos longos de jejum (Bentley, 1998;
Gleeson, 2005).

Em morcegos, niveis de glicose, glicogénio e gordura corporal tém sido
relacionados com diversos fatores, como a disponibilidade de alimentos e o periodo
reprodutivo. No morcego Scotophilus heathi, reservas de gordura variam de acordo
com a alimentagcao, e a reproducao das fémeas também pode estar diretamente
conectada com a deposicdo de gordura (Srivastava e Krishna, 2008). Morcegos
insetivoros e frugivoros, segundo McNab (1976), sofrem diminui¢cdo das suas reservas
de lipideos na estagéo seca, provavelmente devido a escassez de alimento.

Reservas de glicogénio hepatico e muscular ja foram investigadas no morcego
Molossus molossus, as quais foram reduzidas no inverno, possivelmente pela
diminuicédo da disponibilidade de alimento nesse periodo (Araujo, 2010). No morcego
Eidolon helvum, concentragdes de glicogénio hepatico variaram ao longo do dia,
sendo ajustadas conforme esta espécie se alimentava ou quando estava em jejum,
quando utiliza o glicogénio armazenado para liberar glicose na corrente sanguinea
(Okon et al., 1978).

4. BIOLOGIA E ECOLOGIA DO MORCEGO-FOCINHUDO (Anoura caudifer)
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Anoura caudifer (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1818) é um morcego nectarivoro da
familia Phyllostomidae, subfamilia Glossophaginae, um dos menores do género
Anoura, com massa corporal variando entre 8,5 e 12 g e comprimento corporal
variando entre 52 e 76 mm (Molinari, 1994; Muchhala et al., 2005; Mantilla-Meluk e
Baker, 2006; Pacheco et al., 2018). Possui um rostro e lingua alongados, folha nasal
pequena, tragus curto, uropatdgio estreito e uma pelagem quase preta (Somsen,
1997; Oprea et al., 2009).

Essa espécie encontra regides adequadas em diferentes altitudes, desde o
norte dos Andes, com elevacéao até 2.500 m, até a Mata Atlantica do sudeste brasileiro
(Muchhala et al., 2005; Weber e Grelle, 2012). Ela se distribui por Colémbia,
Venezuela, Guianas, Peru, Equador, Bolivia e uma rara ocorréncia na Argentina, além
do Brasil, onde ja foi registrada em toda a regido sudeste e sul, e também no Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Bahia e na maioria dos estados da
regido norte (Peracchi et al., 2006).

Cavernas, buracos em arvores, tuneis, canos de drenagem, esgotos e
construgdes sdo os abrigos preferidos dessa espécie de morcego (Somsen, 1997;
Barquez et al.,, 1999). Embora seja um morcego que utiliza néctar como recurso
principal, pode também consumir pdlen, insetos ou frutos de forma complementar ou
oportunista, como relatam Sazima, 1976; Gardner, 1977; Teixeira e Peracchi, 1996;
Zortéa, 2003; e Barros et al., 2013. Aoura caudifer foi encontrado em plantacbes de
bananeira (Musa paradisiaca), onde utiliza o néctar das inflorescéncias dessa planta
(Luz et al., 2015; Pedrozo et al., 2018), porém, também consome néctar, pdlen ou
frutos de outras plantas como as das familias Piperaceae, Moraceae, Bromeliaceae,
Myrtaceae, Fabaceae, Malvaceae e muitas outras (Barros et al., 2013).

O morcego A. caudifer apresenta caracteristicas morfologicas, da regido oral,
bem adaptadas para o consumo de néctar, como o rostro e a lingua alongados e
auséncia de incisivos inferiores (Barquez et al., 1999). Ademais, o estdbmago com
formato tubular e intestino extremamente curto sao caracteristicas compartilhadas
com outras espécies de Anoura (Forman, 1971).

Apesar de existirem poucos estudos com A. caudifer, considera-se que a
absorcao intestinal paracelular seja um processo essencial nos morcegos, onde a
glicose pode ser rapidamente absorvida e utilizada como combustivel para o voo
(Voigt e Speakman, 2007; Brun et al., 2019). Por outro lado, problemas decorrentes

de hiperglicemia podem ser superados, nessa espécie, com a agdo da insulina, além
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do exercicio corporal que impede o estabelecimento da condi¢ao patolégica de uma
hiperglicemia crénica (Kelm et al., 2011; Castro et al., 2021).

Alguns aspectos do metabolismo energético ja foram investigados em A.
caudifer, como a taxa metabdlica basal, onde varios estudos revelaram altas taxas de
metabolismo basal dentre os Glossophaginae (McNab, 1969; Cruz-Neto et al., 2001),
0 que implica dizer que esta espécie demanda grande quantidade de energia e alto
metabolismo para performar as suas atividades fisiologicas (Arends et al., 1995).
Helversen e Reyer (1984) observaram a necessidade de 3-4 h de forrageamento, com
aproximadamente 800 a 1000 visitas de flores por noite, para poder cumprir as
exigéncias energéticas de A. caudifer, considerando a sua alimentagéo de néctar.

O periodo reprodutivo de A. caudifer é variavel e depende do seu local de
distribuicao e, provavelmente, esta relacionado a sazonalidade dos alimentos que
explora, dessa forma, parece obedecer a um padréao reprodutivo e de lactacdo na
estacdo chuvosa, no cerrado brasileiro (Zortéa, 2003; Oprea et al., 2009).
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Artigo 1

“Plasticidade morfolégica do trato digestoério do morcego-focinhudo Anoura
caudifer (Phyllostomidae: Glossophaginae) como resposta a sazonalidade

alimentar”

Carlos Henrique de S. Silva | Gustavo Oliveira Rocha | Kaique F. de Macedo |

Pedro Henrique C. Neves | Kemilli P. Gregério | Stella Bicalho Silva | Juliano

Alfenas S. V. Paes | Guilherme Ciniciato T. Garbino | Mariella Bontempo D. de
Freitas | Oswaldo Pinto Ribeiro Filho | Sirlene Souza R. Sartori

Resumo

O morcego Anoura caudifer € conhecido por mudar sazonalmente a sua dieta de
néctar para insetos e frutos, podendo provocar alteragées e ajustes na morfologia e
fisiologia dos érgaos digestivos. Para investigar o desenvolvimento de plasticidade
digestiva, analisamos o conteudo gastrointestinal e comparamos a morfologia e
morfometria dos intestinos delgado e grosso em 14 individuos coletados entre
estacdes chuvosa e seca. O consumo de insetos e fibras vegetais, na estacao
chuvosa, provocou alteracbes na forma e diminuicdo da altura das vilosidades,
resultando em 815,71 um. Na estacao seca, houve consumo de néctar, pdlen e alguns
filamentos fibrosos vegetais, porém a escassez de alimentos levou ao
desenvolvimento da mucosa, que ocupou grande parte do lumen, com aumento na
altura das vilosidades (1.080,32 ym), possivelmente como forma compensatoéria a
quantidade e qualidade dos alimentos. O intestino grosso apresentou pregas
circulares, na estacédo chuvosa, significando um aumento de contato com o material
alimentar ndo-digerido e a massa fecal, certamente com repercusséo na retencdo
destes para maior acdo intestinal. Na estacdo seca este segmento apresentou-se
mais simples, sem pregas e com lumen maior, evidenciando a mudanca quali-
quantitativa dos alimentos e redugao de volume da massa fecal. Logo, pode-se dizer
que respostas plasticas foram desenvolvidas por esta espécie de morcego frente as
variagdes sazonais na disponibilidade dos diferentes itens alimentares ingeridos .

Palavras-chave: Chiroptera. Histologia. Morfometria. Intestino. dieta.
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1. Introducao

Chiroptera € o segundo taxon de mamiferos mais abundante em numero de
espécies, contendo mais de 1.300, distribuidas mundialmente, com exce¢édo da
Antartica (Gunnell e Simmons, 2005; Venditti et al., 2011; Simmons e Cirranello,
2018). E um dos grupos mais diversificados em habitos alimentares, consumindo
desde insetos, frutos, pdlen, folhas, néctar, pequenos vertebrados e sangue
(Freeman, 2000; van Cakenberghe et al., 2002; Nogueira et al., 2005; Duque-Marquez
et al., 2019). Tais habitos conferem a esses animais importancia ecologica essencial
para a manutengao dos ecossistemas que integram, como a polinizagcao de mais de
500 plantas, dispersao de sementes e o controle populacional de véarias espécies de
insetos (Muscarella e Fleming, 2007; Fleming e Muchhala, 2008; Boyles et al., 2011).

A nectarivoria é atribuida, no novo mundo, aos morcegos Glossophaginae,
Phyllonycterinae e Brachyphyllinae, os quais desenvolveram adaptagdes Unicas para
a subsisténcia consumindo uma solugao rica em acucares (von Helversen e Winter,
2003; Fleming et al., 2009). Esses morcegos conseguem oxidar rapidamente a glicose
do néctar e converté-la em ATP durante o voo e, para isso, contam majoritariamente
com a absorgdo intestinal paracelular, cuja eficiéncia, rapidez e dispensagcédo de
energia superam 0s custos energéticos com o voo e compensam a redug¢ao do
tamanho do tubo digestério (Solmsen, 1998; Voigt e Speakman, 2007; Brun et al.,
2019).

Diversos estudos realizados por diferentes autores descreveram a morfologia
intestinal de varias espécies de morcegos e, apesar de obedecerem a um padréao
comum geral, com reducao do tamanho e auséncia de célons, apéndices e cecos (e.g.
Makanya et al., 2001; Scillitani et al., 2007; Strobel et al., 2015; Aylward et al., 2019;
Silva et al.,, 2020), o intestino desses animais assumiu, no tempo evolutivo,
adaptacdes para melhor extrair os nutrientes em cada dieta, sem exigir um grande
custo energético (Price et al., 2015).

A diversidade de dietas e as mudancgas estacionais dos recursos alimentares
podem provocar alteragdes e ajustes na morfologia e fisiologia dos 6rgaos digestivos
(Karasov et al., 2011; Wan-Long et al., 2012). O morcego nectarivoro Glossophaga
soricina consome insetos e frutas no periodo chuvoso, o que resultou em massa

estomacal e volume intestinal maiores, além de uma area de superficie de absorgéao
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mais desenvolvida (Vazquez-Dominguez, 2016). Em outro nectarivoro (Anoura
geoffroyi) foram relatadas diferentes respostas do trato digestério a ingestdo de
néctar, somadas a mudangas na massa corporal, no periodo de inverno e primavera,
quando esse recurso oscila em concentracdes de aglcar, o que indica fortes
evidéncias de plasticidade digestiva (Ayala-Berdon et al., 2018).

A investigagao sobre plasticidade digestiva em morcegos ainda é escassa na
literatura, havendo alguns registros em casos de sazonalidade alimentar, como
também em casos de migracdo, hibernacdo e reproducgao/lactacdo das fémeas
(McGuire et al., 2013; Paksuz, 2014; Vazquez-Dominguez, 2016; Ayala-Berdon et al.,
2018; Sommers et al., 2019). Dessa forma, os morcegos carecem de mais
investigacbes em seus aspectos digestivos, com mais detalhes morfofisiolégicos e
metabdlicos, especialmente frente as variacées sazonais da dieta.

Anoura caudifer (Phyllostomidae: Glossophaginae), comumente encontrado na
Ameérica do Sul (Reis et al., 2006), é conhecido por mudar sazonalmente a sua dieta
de néctar para insetos e frutos, na estacédo chuvosa (Teixeira e Peracchi, 1996; Zortéa,
2003; Barros et al., 2013), porém, nao se sabe se estes ajustes comportamentais na
alimentacdo provocam alguma modificagcdo a nivel morfolégico do trato
gastrointestinal, como também no metabolismo energético.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar variagées sazonais na
dieta e sua repercussao sobre aspectos morfolégicos do trato gastrointestinal no
morcego-focinhudo A. caudifer.

2. Materiais e métodos

2.1, Animais e procedimentos experimentais

Animais adultos de Anoura caudifer (n=14), dentre 9 machos e 5 fémeas nao
gravidas, foram coletados em uma area de plantacdo de bananeiras, pertencente a
Universidade Federal de Vicosa — UFV, Minas Gerais, Brasil (20°45'37’S e
42°52’4"W), proxima a uma area remanescente de Mata Atlantica. Os individuos foram
capturados por meio de redes de neblina, durante os meses de margo-abril (estacdo
chuvosa) e junho-julho (estagcédo seca) no ano de 2021, sendo sete individuos em cada
estacao.

Os individuos capturados foram identificados utilizando livro guia de campo

(Diaz et al., 2016), e foram alimentados no local com dose Unica de solugdo de agua
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com 10% de acgucar para evitar que morressem, pois sao muito sensiveis ao jejum.
Em seguida foram acondicionados individualmente dentro de bolsas de tecido e
pesados com balanga do tipo pesola. Posteriormente ao trabalho de campo, eles
foram levados ao Laboratério de Ecofisiologia de Quirépteros (UFV), onde foi
realizada a eutandasia por meio de decapitacao em guilhotina. Todos os procedimentos
de campo e de experimentacdo foram aprovados, respectivamente, pelo Instituto
Chico Mendes para Conservagao da Biodiversidade — ICMBio (licenca 78020-1) e pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da UFV (1054/2021).

Os 6rgéos abdominais dos animais foram retirados e pesados individualmente
usando balanca digital de precisdo. O intestino, além de pesado, foi medido usando
paquimetro, sendo as medidas de peso e comprimento intestinais utilizadas para
calcular os indices intestino-somaticos (ou medidas relativas): peso intestinal relativo
= peso intestinal / peso corporal; comprimento intestinal relativo = comprimento
intestinal / comprimento corporal, e expressos em porcentagem. Em seguida, os
intestinos foram fixados em uma solugcédo de paraformaldeido a 4%, por 24 horas, e
entdo conservados em alcool 70% para as analises histolégicas, sendo também
utilizado para andlise do conteudo intestinal. O estémago foi armazenado em freezer
-20°C para analise do conteudo gastrico. Figado e musculos peitorais maiores foram
fragmentados em duas porgdes, sendo uma incluida em solugdo de hidréxido de
potassio a 30% para determinacgao de glicogénio, e a outra conservada em ultrafreezer
a -80°C e liofilizada para determinacéao de gorduras, proteinas e matéria seca.

2.2 Conteudo gastrointestinal

O estbmago de cada animal foi descongelado e incisado longitudinalmente
para visualizagdo do seu conteudo sob estereomicroscopio binocular (FWL-SMZ 7.5),
sendo identificados os itens alimentares. Amostra do intestino delgado de cada animal

também foi utilizada para analise de conteudo.
2.3. Morfologia intestinal
Dois fragmentos dos intestinos delgado e grosso de cada animal foram

utilizados para inclusdo em historesina. Tais fragmentos foram desidratados em uma

sequéncia de banhos crescentes em alcool 70%, 80%, 90%, 95% e 3x em alcool
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100%. Posteriormente foram embebidos “overnight” em historesina de metacrilato.
Uma solugéo de historesina combinada com composto endurecedor foi entédo utilizada
para emblocar os fragmentos em uma férma plastica. Depois de formados os blocos
endurecidos, estes eram colados em suportes de madeira e mantidos em estufa com
silica. Os blocos foram cortados em microtomo semiautomatico rotativo para obtencéo
de seccgdes transversais de 3 um de espessura, que foram coradas com azul de
toluidina para a visualizacao geral dos tecidos, ou com uma combinacao dos corantes
Alcian Blue (pH 2,5), para mucopolissacarideos acidos, e Acido Periédico de Schiff,
para mucopolissacarideos neutros, sendo o0s nucleos contracorados com
Hematoxilina de Harris por 2 minutos. Apds coradas, as laminas histoloégicas foram
montadas com entela.

Outros fragmentos dos intestinos delgado e grosso, retirados logo abaixo dos
primeiros, foram utilizados para inclusdo em parafina (Paraplast®). Para tal, eles
foram desidratados em banhos crescentes de alcool 70%, 80%, 90%, 95%, 3x em
alcool 100%, alcool-xilol e 3x em xilol, seguidos por trés banhos em parafina a 58 °C.
O emblocamento dos fragmentos foi feito em férmas de papel e deixados até
endurecer a temperatura ambiente, para entdo serem fixados em suportes de
madeira. Os cortes transversais foram feitos em micrétomo rotativo manual (Olympus
America Inc. CUT 4055), a 5 um de espessura, e posteriormente, foram
desparafinizados em banhos de xilol (3x) e alcool-xilol (1x) e hidratados em série
decrescente de alcool (100%, 95%, 90%, 80%, 70%) e agua destilada. Empregamos
duas técnicas de coloragdo com sais de prata (AgNOs), Masson-Fontana e Grimelius,
para células argentafins e argirofilas, respectivamente (Grimelius e Wilander, 1980;
Barbosa et al., 1984). Apos coradas, as laminas histol6gicas foram processadas para
montagem em balsamo do Canada. Tal processamento envolveu a desidratacao em
série crescente de alcool 70%, 80%, 90%, 95%, e a diafanizagdo com rapida
passagem (em torno de 3 segundos) por banhos de alcool-xilol e xilol (3x).

As laminas foram observadas e fotografadas utilizando-se fotomicroscépio com
camera acoplada (Leica MC170 HD) e sistema de captura de imagens. Os protocolos

usados para as técnicas histolégicas podem ser vistos no Anexo 1.

2.4. Morfometria intestinal
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Para a morfometria das estruturas parietais, imagens das laminas coradas com
azul de toluidina foram capturadas utilizando o fotomicroscépio na objetiva de 10x,
com médias em torno de 31 imagens de intestino delgado e 22 de intestino grosso.

Foi utilizado o “software” Image J para a realizacao das medidas, sendo duas
medi¢cées por cada imagem para a espessura das camadas mucosa, submucosa,
muscular total, muscular circular e muscular longitudinal. Na camada mucosa
medimos duas vilosidades, obtendo medidas de altura e de largura (apical e basal,
calculando-se a largura média), bem como de profundidade e largura de duas criptas.
A partir dessas medidas foram calculadas medidas relativas de cada estrutura
intestinal, dividindo-se a altura das camadas pela altura da parede intestinal, assim
como a altura dos vilos e das criptas pela altura da mucosa, e a largura dessas ultimas
pela sua altura, a fim de ajustar os dados histométricos para melhor comparacgao dos

animais entre estacdes. Essas medidas relativas foram expressas em porcentagem.

2.5. Analise estatistica

Os dados biomeétricos e morfométricos foram comparados, entre 0s animais
das estagdes chuvosa e seca, usando o teste-t pareado, considerando um intervalo
de confianga de 95% (P = 0,05). Foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk;
os dados que falharam a esse teste foram submetidos ao teste de Wilcoxon, como
alternativa ao teste-t de Student. Foi utilizado o software SigmaPlot® 14.0 para a
realizacdo dos testes estatisticos. Os dados estao representados como média +
desvio padréo.

3. Resultados

Durante a execugado das coletas, foram coletados dados pluviométricos, com
informacdes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) do Brasil. A regiao
municipal de Vicosa-MG obteve o maior volume de chuva acumulada no més de

margo (120 mm), e menor no més de julho (10 mm), conforme mostrado na Figura 1.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
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Fig. 1. Proporgéo de chuva acumulada mensal no municipio de Vigosa-MG, em 2021.
Fonte: INMET.

As coletas dos animais foram mais dificeis na estagdo chuvosa, impondo um
esforgo de captura maior nessa época. Na estacao seca, 0os animais cairam nas redes

mais frequentemente, exigindo um esforgco de captura menor.

3.1. Conteudo gastrointestinal

Pelas andlises estomacais, quatro individuos da estagdo chuvosa revelaram
fragmentos de exoesqueleto de besouro, filamentos de antenas e residuos
alimentares contendo fragmentos de insetos nao identificados; dois individuos
apresentaram estémago vazio e um individuo com pélen (Fig. 2a). No intestino de
alguns animais, foram identificados omatidios de coledpteros e outros fragmentos de
insetos nao identificados, geralmente na porcdo anterior, e residuos na porgao
posterior, além de materiais fibrosos de origem vegetal (Fig. 2b). Apenas um animal
apresentou intestino vazio.

No estdbmago dos animais da estacédo seca, quatro individuos estavam com o
estbmago vazio, dois continham massas de polen e um apresentou materiais fibrosos
nao identificados, porém, com aspecto vegetal (Fig. 2c). Em alguns individuos da

estacdo seca, a porcao posterior do intestino continha residuos alimentares com
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pblen, enquanto em outros, encontramos residuos nado identificados (Fig. 2d). A

porcao anterior ndo conteve nenhum residuo de alimento.

E

Fig. 2 Imagens fotogréfica; dos conteﬂdé gastrointestinas do morcego Anoura
caudifer. Estdmago (a) e segmento intestinal (b) de animal coletado na estacao
chuvosa, com setas indicando fragmentos de exoesqueleto de insetos; estbmago (c)
e segmento intestinal (d) de animal coletado na estacao seca; com as setas indicando

a presenca de material fibroso no estdmago, e massas de pdélen no intestino.
3.2 Morfologia
3.2.1. Aspectos anatomicos

O peso corporal de A. caudiferfoi significativamente maior na estagéo chuvosa,
com 11,04 g, comparado a estacao seca, o qual foide 10,14 g (P =0,037). As medidas
de comprimento cabeca-corpo também resultaram em diferenca estatisticamente
significativa, sendo maior na estagdo chuvosa, com 7,17 cm, que na estagcéo seca,
com 6,07 cm (P = 0,026). O comprimento do antebraco nao resultou em diferenca

estatistica entre as estacgdes.
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Os intestinos delgado e grosso apresentaram-se como um tubo continuo e sem
distingbes macroscopicas entre si. O intestino grosso € extremamente curto, sem
divisdo dos célons, e sem haustros e ténias. Os dados biométricos intestinais, bem

como os dados de biometria dos animais, estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados biométricos do morcego Anoura caudifer, coletado nas estacdes

chuvosa e seca.

Estacao chuvosa Estacao seca
Peso corporal (g) 11,04 + 1,012 10,14 +1,00°
Comprimento cabecga-corpo (cm) 7,17 £ 0,402 6,07 + 0,66°
Comprimento do antebrago (mm) 36,71 + 1,882 36,28 + 2,052
Peso intestinal (g) 0,29 £ 0,102 0,25 + 0,032
Comprimento intestinal (cm) 12,52 £ 1,572 13,47 £ 0,822
Peso intestinal relativo (%) 2,64 +0,812 2,50 £ 0,392
Comprimento intestinal relativo (%) 58,26 + 9,972 45,17 + 5,30¢

Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). * Diferenga estatistica considerando
p = 0,05.

3.2.2. Aspectos histologicos

O arranjo histologico do intestino delgado de A. caudifer apresentou algumas
distincdes entre as estacdes chuvosa e seca. Nos animais da chuvosa predominaram
as vilosidades digitiformes e, em geral, o lumen foi mais amplo e evidente, enquanto
nos animais da seca, as vilosidades apresentaram formatos variados, a maioria
digitiforme com apice afilado, algumas piramidais e outras em zigue-zague, ocupando
uma grande porcao do intestino e assim reduzindo seu lumen (Fig. 3a, b e e). Por
outro lado, as criptas ou glandulas (de Lieberkiihn) seguiram o mesmo padrao entre
as estacgdes, sendo retilineas e ndo-ramificadas (Fig. 3a e b).

As camadas submucosa e muscular apareceram em uma disposi¢ao uniforme
ao longo do intestino delgado. Um fino arranjo de tecido conjuntivo frouxo da
submucosa sustenta e supre a mucosa, e a camada muscular se organiza em duas
subcamadas, circular interna e longitudinal externa (Fig. 3a, b e f). Em alguns cortes

foi possivel visualizar o plexo mioentérico com o ganglio nervoso entre as camadas
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musculares, e alguns resquicios de camada serosa, de tecido conjuntivo revestido
pelo mesotélio pavimentoso (Fig. 3f). Nao foram identificadas glandulas na
submucosa, nem nédulos linfoides ou placas de Peyer.

No intestino grosso, a diferenca mais notavel foi a presenca de pregas
circulares em alguns animais da chuvosa, com a elevagao de por¢des das camadas
mucosa e submucosa. Nos animais da seca, esse segmento intestinal apresentou-se
mais simples e sem pregas circulares. A camada mucosa foi composta por glandulas
intestinais retas e ndo-ramificadas, aparentemente com mais células caliciformes nos
animais da estacdo chuvosa, dando um aspecto diferente a mucosa (Fig. 3c e d).
Alguns nédulos linféides foram vistos entre as glandulas (Fig. 3h).
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Fig. 3 — Fotomicrografias dos intestinos delgado e grosso do morcego Anoura caudifer,
coletado nas estac6es chuvosa (imagens a e €) e seca (imagens b e d). a e b. Intestino
delgado; c e d. Intestino grosso; e-h. Detalhes de estruturas intestinais. e. Vilosidades
em zigue-zague; f. Ganglio nervoso do plexo mioentérico no intestino delgado; g.
Vilosidade com o seu vaso lacteo central preenchido por linfécitos; h. Nédulo linfoide
no intestino grosso. cm: muscular circular; en: enterdcito; fv: vilosidade digitiforme; ig:
glandulas intestinais; la: lacteo central; Im: muscular longitudinal; In: nédulo linfoide;
mm: muscular da mucosa; mp: plexo mioentérico; pc: prega circular; pv: vilosidade
piramidal; sm: submucosa; zv: vilosidade em zigue-zague. Coloragédo: azul de

toluidina.

A camada submucosa apresentou-se mais espessa que a do intestino delgado,
sendo uniforme em toda a sua extensdo. As camadas musculares circular e
longitudinal também foram mais desenvolvidas que as do intestino delgado, e entre
as duas camadas foi possivel visualizar a presenca do plexo mioentérico (Fig. 3c e d).
A serosa apresentou-se como uma fina camada de tecido conjuntivo revestido pelo
mesotélio pavimentoso.

O epitélio que reveste a mucosa do intestino delgado foi do tipo simples
cilindrico (Fig. 3g) com enterdcitos e células caliciformes, estas ultimas aumentaram
em quantidade em sentido caudal. Nao houve distingdes morfoldégicas entre os
animais das estacdes chuvosa e seca. Estas células foram positivas para o Alcian
blue, indicando a produgédo de mucinas 4cidas, e a borda estriada foi positiva para o
PAS, evidenciando a presenga de glicoproteinas neutras no glicocalix (Fig. 4a e b).
Abaixo do epitélio esteve presente uma estreita lamina prépria de tecido conjuntivo
frouxo com pequenos vasos sanguineos e linfaticos, e em evidéncia o lacteo central
repleto de linfécitos (Fig. 3g). Uma fina camada de muscular da mucosa esteve
presente, separando a camada mucosa da submucosa (Fig. 3f).

No intestino grosso (Fig. 4c e d), o epitélio foi composto por enterécitos e
numerosas células caliciformes, as quais foram reativas, em sua maioria, ao Alcian
blue, e algumas foram reativas ao PAS. A borda estriada foi menos evidente que a do
intestino delgado, mas continuou positiva ao PAS. Visualmente, houve marcagéo
maior de células caliciformes na estagdo chuvosa, principalmente positivas ao Alcian
Blue. Ja a muscular da mucosa foi mais desenvolvida no intestino grosso que no

delgado.
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Fig. 4 — Fotomicrografias de cortes dos intestinos delgado e grosso do morcego

Anoura caudifer, coletado nas estagbes chuvosa (imagens a e ¢) e seca (imagens b e
d), evidenciando as células caliciformes AB reativas (setas largas) e a borda estriada
PAS reativa (setas finas). a e b. Intestino delgado; ¢ e d. Intestino grosso. mm:
muscular da mucosa. Coloragao: Alcian blue (azul) + acido periédico de Schiff - PAS

(magenta), com os nucleos contracorados com hematoxilina de Harris.

Células enteroendocrinas argiréfilas, marcadas pela técnica de Grimelius, e
argentafins, reativas a técnica de Masson-Fontana, foram visualizadas dispersas pelo
epitélio, com maior frequéncia nas criptas, tanto no intestino delgado quanto no
grosso. Em geral, elas apresentaram um aspecto oval, piriforme ou piramidal, além
disso, foi possivel identificar que algumas delas eram do tipo aberto, com conexao
para o lumen, ou do tipo fechado, sem conexdo para o lumen. Para ambos os
intestinos delgado e grosso, nao houve diferenca na frequéncia dessas células entre
as estacdes chuvosa e seca (Fig. 5a-g).



Fig. 5 - Fotomicrografias de cortes dos intestinos delgado (a-d) e grosso (e-g) do
morcego Anoura caudifer, evidenciando as células enteroendocrinas argiréfilas (setas
largas) e argentafins (setas finas). Coloragéao: Grimelius (a-c) e Masson-Fontana (d-

9)-

3.3. Morfometria

O morcego A. caudifer apresentou mudancgas evidentes, e estatisticamente
significativas, em todos os componentes estruturais dos intestinos delgado e grosso,
como mostra a Tabela 2, com excegéao das pregas circulares, que foram observadas

apenas nos animais da estagao chuvosa.
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Tabela 2. Parametros morfométricos dos intestinos delgado e grosso do morcego

Anoura caudifer, coletado nas estacdes chuvosa e seca.

Medidas (um)

Estacdo Chuvosa

Estacdo Seca

Mucosa 1.267,85 + 1.458,04 + 197,53
215,652
Submucosa 24,46 + 10,732 18,29 + 5,26°

S Muscular total 83,63 £27,79° 94,97 + 27,19

T% Muscular circular 46,46 + 17,932 62,27 + 19,80°

2 Muscular longitudinal 36,43 + 12,682 32,18 +£9,85P

§ Altura de vilosidades 815,71 £+ 162,382 1.080,32 + 106,39

[

- Largura de vilosidades 113,76 + 58,072 123,73 + 29,69°
Profundidade de criptas 403,98 £ 69,252 320,40 + 60,53°
Largura de criptas 100,13 + 16,302 97,66 + 18,17°
Mucosa 490,10 + 160,642 460,61 + 85,72
Submucosa 32,77 + 9,062 24,62 + 4,79°
Muscular total 163,49 £ 57,012 143,44 + 37,090

§ Muscular circular 105,61 £ 39,932 98,49 + 26,56°

o

g” Muscular longitudinal 55,93 + 21,472 45,77 +13,10°

£

@ Profundidade de criptas 350 £ 111,108 374,04 +88,36°

<

Largura de criptas

118,86 + 78,802

104,03 £ 52,03°

Altura das pregas circulares 534,94 + 261,62 -

Largura das pregas circulares 816,83 + 89,26 -

Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05).

As medidas relativas estdo representadas na Tabela 3. A maioria dos valores
resultaram em diferenca significativa entre as estacdes chuvosa e seca, com excegao
da medida relativa da camada muscular total do intestino delgado e da camada

muscular circular do intestino grosso.
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Tabela 3. Parametros morfométricos, expressos como medidas relativas, dos

intestinos delgado e grosso do morcego Anoura caudifer, coletado nas estagbes

chuvosa e seca.

Medidas (%)

Estacdo Chuvosa

Estacdo Seca

Mucosa/Esp. Parede 70,12 £ 9,022 73,16 + 4,75
Submucosa/ Esp. Parede 1,82 £ 0,82 1,17 £ 0,34
Muscular total/ Esp. Parede 6,13 + 1,932 6,17 +2,182
S Muscular circular/ Esp. Parede 3,39 £ 1,252 4,06 = 1,60°
‘_c“» Muscular  longitudinal/  Esp. 2,67 £0,902 2,08 £0,73°
(O]
g Parede
% Altura de vilo/Esp. Mucosa 39,45 + 30,442 65,78 +16,17°
(O]
kS Largura de vilo/Alt. Vilo 9,563 +10,132 11,98 + 4,54
Profundidade de cripta/Esp. 32,67 +7,722 22,40 + 5,23
Mucosa
Largura de cripta/Prof. Cripta 25,57 + 6,362 32,07 £12°
Mucosa/Esp. Parede 70,12 £ 9,022 73,16 £ 4,75
Submucosa/Esp. Parede 518 £2,102 4 + 0,92
o Muscular total/Esp. Parede 24,69 £7,722 22,82 + 4,74
2]
% Muscular circular/Esp. Parede 15,85 + 5,302 15,69 + 3,542
o
% Muscular longitudinal/Esp. Parede 8,61 £ 3,402 7,27 £1,76°
(O]
c

Profundidade de

Mucosa

criptas/Esp.

Largura de criptas/Prof. Cripta

75,46 + 25,602

36,55 + 25,712

82,19 +17,79°

31,04 £31,12°

Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). Legenda: Alt: altura; Esp:

espessura; Prof: profundidade.

4. Discussao

Este é o primeiro trabalho a investigar alteracbes morfolégicas nos intestinos

delgado e grosso, com amplo detalhamento da histologia, histoquimica e morfometria
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desses 0rgaos, provocadas por mudangas sazonais na dieta do morcego nectarivoro
Anoura caudifer.

4.1. Conteudo gastrointestinal

As observacgdes do conteudo gastrointestinal revelaram diferencas de dieta
entre 0s animais nas estagdes chuvosa e seca. Essas variagdes nos itens alimentares
tém relagdo com sua disponibilidade, de acordo com a temperatura, luminosidade,
precipitacdo e humidade. A abundéancia de insetos pode ocorrer comumente no
periodo chuvoso, por ser mais favoravel a sua reproducédo (Kishimoto-Yamada e
ltioka, 2015), juntamente com a frutificacdo das plantas. Por outro lado, na estacéo
seca, a floracao e producao de néctar sdo mais propicias (Heithaus e Fleming, 1975).
Na estacdo chuvosa insetos fizeram parte da dieta dos animais. Os insetos séo
animais que contribuem para o aumento de proteina e gordura no sangue, o que
contribui para a manutencgao e deposicao de reservas energéticas no figado, masculos
e outros 6rgaos, além de serem boas fontes de minerais (Banjo et al., 2006).

Durante a estacao seca, foram encontrados, no estémago e no intestino dos
animais, polen e material fibroso. Nessa estagéo, ocorre escassez de alimento. Os
animais se alimentam de néctar, rica fonte de energia, glicose e frutose, e pdlen, fonte
de aminoacidos, proteinas e lipidios (Howell, 1974; Baker et al., 1998). E importante
notar que a captura dos animais foi mais facil na estacao seca. Isso sugere que A.
caudifer se alimenta, nessa estacgao, principalmente de néctar (embora este nao pode
ser verificado devido a natureza liquida e de dificil preservacao), pdlen e recursos
florais na plantagdo de bananeira, pois sdo recursos mais estaveis anualmente. De
acordo com Klingbeil e Willig (2010), na estacao seca os recursos sao mais esparsos,
menos disponiveis e de baixa qualidade, e a tendéncia desses animais é se dispersar
para as bordas da floresta (Klingbeil e Willig, 2010). Assim, a procura por alimentos
mais distantes do abrigo pelos animais na estacao seca, pode ser explicada pela baixa
disponibilidade dos alimentos na floresta, com consequente diminuicdao das reservas
energéticas, o que refletiu no menor tamanho e peso dos individuos capturados nessa
estacao.

O morcego A. caudifer € considerado nectarivoro, devido a adaptacbes para
esse tipo de alimento, como rostro e lingua alongados e auséncia de incisivos

inferiores para acomodar a lingua durante a sua protrusdo (Barquez et al., 1999).
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Entretanto, diversos estudos ja observaram a inclusao de insetos, polen e frutos na
alimentacdo dessa espécie, seja de forma oportunista ou complementar ao néctar
(Sazima, 1976; Gardner, 1977; Teixeira e Peracchi, 1996; Zortéa, 2003; e Barros et
al., 2013). O morcego Glossophaga soricina, também nectarivoro, apresenta
comportamento alimentar semelhante, consumindo insetos e frutos na estacao
chuvosa (Vazquez-Dominguez, 2016). A introducao de itens alimentares diferentes na
dieta, pode ser resultado da falta de certos nutrientes n&o disponiveis nos alimentos
ja consumidos. Para morcegos nectarivoros, o néctar proporciona basicamente
glicose e frutose, e os aminoacidos, lipidios vitaminas e minerais precisam ser obtidos
complementando a dieta com poélen ou insetos (Howell, 1974; Baker et al., 1998;
Herrera et al., 2001). Outra estratégia alimentar, realizada pelo nectarivoro Anoura
geoffroyi, € compensar a baixa qualidade nutricional de certos tipos de néctares,
ingerindo néctares de diferentes concentragdes de agucar (Ayala-Berdon et al., 2018).

Muitas outras espécies de morcegos mudam a sua dieta, de acordo com a
disponibilidade e sazonalidade dos alimentos, como foi observado nos frugivoros
Carollia perspicillata, Artibeus planirostris e Sturnira spp., € no carnivoro Chrotopterus
auritus (Bonato et al., 2004; Uieda et al., 2007; Pereira et al., 2010; Sanchez et al.,
2012).

A variagdo geografica, de ocorréncia de uma espécie de morcego, também
influencia no comportamento alimentar desses animais, como é vista em Trachops
cirrhosus (Gual-Suarez e Medellin, 2021), pois diferentes habitats possuem vegetacao
e condicOes fisicas e climaticas distintas, capazes de abrigar diversidade e quantidade
variaveis de alimento.

As fibras encontradas em alguns animais deste estudo, especialmente na
estacdo chuvosa, podem ter sua origem de frutas. A fibra € um material importante
para controlar o tempo de passagem dos alimentos, como também auxilia na
formacao do bolo fecal. Alguns frutos podem ser ricos em proteinas e fibras, no
entanto, os morcegos evitam ingerir sementes e excesso de fibras, para nao
aumentarem o tempo de retencdo do alimento no intestino (Thomas, 1984; Kunz e
Diaz, 1995; Becker et al., 2010). Os minerais, como calcio, magnésio, manganés e
sédio, podem ser obtidos consumindo certas estruturas vegetais, como folhas e partes
florais (Nelson et al., 2000; 2005). O nectarivoro G. soricina, de forma oportunista,
adquire insetos, polen e partes florais como as anteras, ao extrair o néctar das flores
(Howell, 1974; Lemke, 1985; Clare et al., 2014).
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O periodo reprodutivo influencia na escolha de certos tipos de nutrientes, como
proteinas e minerais (Becker et al., 2010). Em A. caudifer, a reproducao depende do
local de distribuicdo (Zortéa, 2003), que parece ocorrer no periodo chuvoso em nosso
local de estudo, tendo sido capturada duas fémeas lactantes no final desse periodo,
0 que pode ter relagdo com a dieta rica em insetos na estacao chuvosa.

O consumo de insetos de forma complementar, na estacdo chuvosa, é
importante para as fémeas no periodo gestacional e de lactacao, por fornecer
aminoacidos para o desenvolvimento dos filhotes (Tschapka, 2005; Becker et al.,
2010). Além disso, pode promover um certo aporte de reservas energéticas para o0s
adultos, permitindo que consigam sobreviver a curtos periodos de jejum (Amaral et
al., 2019). Como os morcegos nectarivoros dependem da glicose para abastecer os
custos energéticos com o voo, o inicio da atividade de forrageamento deve ser
mantida pela oxidagdo das reservas de glicogénio e lipidios, até que se consiga a
proxima alimentacao (Voigt e Speakman, 2007).

4.2. Morfologia

4.2.1. Aspectos anatomicos

O morcego A. caudifer apresentou peso corporal, comprimento cabeca-corpo e
comprimento do antebragco dentro dos padrées da espécie (Reis et al., 2007; Oprea
et al., 2009).

O maior peso corporal dos animais na estagdo chuvosa indica maior ganho de
massa nesse periodo, evidenciando que os animais dispunham de um abundéancia e
diversidade alimentar maior, como insetos e materiais vegetais. Essas condi¢des
podem ter contribuido para a formacado de reservas de lipidios e de glicogénio,
aumentando a massa corporal. O comprimento cabecga-corpo também foi favorecido
pelo melhor estado alimentar, o que permitiu a disponibilidade de mais nutrientes para
o crescimento corporal. Na estacao seca, a escassez de alimentos dificultou no ganho
de massa e crescimento corporal, diminuindo a quantidade de substrato para o
armazenamento no tecido adiposo e hepatico.

O aumento na massa e tamanho corporais € influenciado pela disponibilidade
ou qualidade alimentar, a qual permite uma maior alocacao de reservas energéticas,

e também garante condi¢cées adequadas para o desenvolvimento da prole no periodo
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reprodutivo (Neuhaus, 2000; Rughetti e Toffoli, 2014). Essas mudancas ja foram
observadas em morcegos insetivoros, como em Myotis daubentonii, relacionadas com
estratégias reprodutivas (Rughetti e Toffoli, 2014). A qualidade alimentar, como a
diminuicdo na concentracado de agucar do néctar, também reduziu o ganho de massa
do morcego nectarivoro Anoura geoffroyi, durante a primavera (Ayala-Berdon et al.,
2018).

Como A. caudifer parece sincronizar o seu periodo reprodutivo com épocas
mais adequadas de disponibilidade e qualidade de alimentos (Zortéa, 2003), a estacao
chuvosa € mais favoravel a aumentos na massa e tamanho corporais.

Os intestinos delgado e grosso de A. caudifer seguiram o mesmo padrao
morfoldgico intestinal, encontrado para varias espécies de morcegos (Makanya et al.,
2001; Scillitani et al., 2007; Strobel et al., 2015; Aylward et al., 2019; Silva et al., 2020).
Tal padrao, caracterizado pela reducao do tamanho e forma, confere adaptacdes para
0 voo, diminuindo o peso e o0 gasto energético durante essa locomocgéao (Price et al.,
2015). Além disso, nos morcegos nectarivoros, a digestao e absorcao de néctar nao
exigem maior complexidade intestinal (Caviedes-Vidal et al., 2008).

O comprimento intestinal relativo dos animais da esta¢ao chuvosa foi maior que
0 dos animais da estacao seca. O aumento do comprimento do intestino dos animais
na estagao chuvosa € uma adaptagao as diferentes fontes de alimentos disponiveis.
Considerando o incremento no consumo de insetos e frutas, é necessario um intestino
maior para a digestao e absorcéo, pois sao itens de maior complexidade digestiva
comparados com néctar e polen. O processamento de diferentes tipos de alimentos,
como insetos, fibras vegetais e pdlen, pode necessitar de maior tempo de retengdo no
intestino, o que € favorecido pelo maior comprimento intestinal e participagdo de
microbiota simbionte, com implicacdes na eficiéncia digestiva (Herrera e Martinez del
Rio, 1998; Kelm et al., 2008; Roswag et al., 2012). Em comparagéo, o néctar pode ser
digerido e absorvido mais rapidamente (Voigt e Speakman, 2007), o que é condizente
com o menor comprimento intestinal encontrado nos animais da estagéo seca. Assim
sendo, pode-se presumir que ha adaptacées morfofisiolégicas para otimizar a
digestao e absorgdo no trato intestinal de A. caudifer, ao consumir diferentes tipos de
alimentos conforme a sua disponibilidade, embora seja um morcego nectarivoro com

intestino bastante reduzido.

4.2.2. Aspectos histolégicos
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Nos animais da estacdo chuvosa, a diversidade e abundéancia de alimentos
consumidos foi maior, como relatado na analise do conteudo gastrointestinal e,
provavelmente, essas condi¢oes afetaram diversos aspectos da morfologia intestinal.
No intestino delgado, as vilosidades predominantes em formato digitiforme e a
presenca do lumen mais amplo, indicam a passagem de um volume maior de alimento
por esse 0rgao, além de particulas mais sélidas e fibrosas. O aumento do lumen do
intestino delgado dos animais da estagdo chuvosa esta relacionado com o volume de
alimento ingerido e com o tempo de passagem. O seu aumento acarretou a diminui¢ao
do tamanho das vilosidades, como consequéncia da retengcdo dos alimentos mais
fibrosos, que demandam tempo de digestao e absor¢cao maiores, forcando a mucosa
a se ajustar a um volume maior de alimento. Além disso, alimentos mais rigidos
demandam maior protecdo da mucosa, o que € possivel com menor tamanho e
consequente menor exposicdo das vilosidades, compensado por um formato que
favoreca a digestao e absorcao.

As vilosidades do intestino delgado, as quais apresentaram aspectos piramidal
e digitiforme, na estacdo seca, chegaram a ocupar quase que totalmente o lumen.
Essa expanséo ocorre com a finalidade de aumentar a area de contato com o
alimento, o tempo de sua permanéncia e a eficiéncia digestiva e absortiva. Nesse
periodo, a maioria dos animais se alimentou de pdélen e, possivelmente, de néctar, que
sédo alimentos de menor volume e rigidez. Assim, as vilosidades puderam ocupar
grande parte do lumen, e em formatos variados, ampliando o contato com os alimentos
para digestdo e absor¢do. O arranjo transversal das vilosidades em zigue-zague,
nesse periodo, pode ter contribuido para uma absorcdo mais rapida do alimento e
menor retencao intestinal, como ja relatado para outros morcegos (Scillitani et al.,
2007; Strobel et al., 2015). As glandulas intestinais (ou criptas de Lieberkiihn) em A.
caudifer seguiram o0 mesmo padrao morfoldgico entre as estacbes chuvosa e seca,
mas diferentes em tamanhos. A funcao das criptas € aumentar a superficie de contato
com o alimento e secretar enzimas e muco, que auxiliam o processo digestivo (Kararli,
1995).

lgualmente, ndo houve mudanca no padrdo morfolégico das camadas
submucosa e muscular. A submucosa € responsavel pelo suporte da mucosa,
fornecendo nutricdo e oxigenacdo, € a muscular, pela motilidade intestinal (Duke,
1986).
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Glandulas na submucosa duodenal, conhecidas como glandulas de Brunner,
também nao foram relatadas no morcego insetivoro Pipistrellus pipistrellus (Strobel et
al., 2015), porém ¢é possivel que sejam restritas a segmentos mais craniais do
duodeno, na transicdo gastrointestinal, dada a importancia delas na producao de
substéancias alcalinas para neutralizagéo do quimo (Patel et al., 2006). Em A. caudifer,
embora ndo tenhamos observado essas glandulas no segmento analisado,
certamente estdo presentes, uma vez que ja foram identificadas na transicdo
gastrointestinal dessa espécie por Souza (2021). Glandulas intestinais restritas a esta
regido também foram relatadas no morcego frugivoro Pteropus alecto e no insetivoro
Myotis frater kaguae (Ishikawa et al., 1985; Tedman & Hall, 1985).

Na parede do intestino delgado ndo foram identificados nddulos linfoides e
placas de Peyer, em compensacao, o lacteo central das vilosidades, nos animais de
ambas as estacoes, esteve repleto de linfécitos, podendo evidenciar uma estratégia
compensatdria para a defesa contra patégenos. No entanto, Souza (2021) identificou
placas de Peyer na juncao ileo/célon de A. caudifer, como também em Artibeus
lituratus. Forman (1974), ao analisar o tubo intestinal de 35 espécies de morcegos,
sugeriu que espécies frugivoras, nectarivoras e insetivoras do género Molossus
tendem a ter maior numero de placas de Peyer, e que tais placas se concentravam na
transicao ileo/célon. Gadelha-Alves et al. (2008) relataram abundante tecido linfoide
no tubo intestinal em Sturnira lilium e Desmodus rotundus, enquanto em Phyllostomus
hastatus e Carollia perspicillata placas foram vistas na juncao ileo-célon. Foi
identificada a presenga de nodulos na porcéo ileo/colon dos morcegos M. frater
kaguae e M. myotis (Ishikawa et al., 1985; Paksuz & Paksuz, 2015). No insetivoro P.
pipistrellus nao foi observado tecido linfoide ao longo de todo o tubo (Strobel et al.,
2015). Tendo em vista as variagdes na presenca e distribuicdo das placas de Peyer
em morcegos, necessita-se de mais estudos para melhor caracterizagao regional dos
intestinos e para averiguar se tais caracteristicas tem relagdo com o habito alimentar
e/ou com a filogenia das espécies.

A principal diferenga dos aspectos histoldégicos do intestino grosso foi a
presenca de pregas circulares, na maioria dos animais da estacdo chuvosa, o que
sugere aumento na area de superficie aumentando a eficiéncia de absorcdo e
reduzindo o tempo de retencao nesse 6rgao, que é especialmente importante quando
se trata de alimentacao fibrosa. Relatados semelhantes ocorreram para os morcegos

Thaphozus nudiventris, M. myotis e Artibeus planirostris (Paksuz & Paksuz, 2015;
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Selim e Nahas, 2015; Silva et al., 2020). A presenca dessas pregas também implica
em maior superficie para mucossecrecao, revelando-se como uma adaptagao para
protecao fisica, tendo em vista a presen¢a de um bolo fecal mais rigido. Ressalta-se
que nesses animais da estacdo chuvosa a morfologia das glandulas intestinais foi
diferente, com aparente maior densidade e volume de células caliciformes. As
glandulas do intestino grosso sédo as unidades funcionais desse 6rgdo, sendo
responsaveis pela absorcdo de agua e eletrélitos e secrecdo de mucinas para
lubrificacdo do bolo fecal (McQuilken, 2021). Por outro lado, na estacdo seca a
mucosa foi mais simples e sem pregas circulares, indicando possivelmente menor
atividade das glandulas intestinais, frente a uma dieta mais fluida e digerivel.

Em geral, as camadas submucosa e musculares apresentaram 0 mesmo
arranjo histolégico daquele do intestino delgado, porém, visualmente mais espessas.
Da mesma forma, tais camadas nao foram alvo de respostas plasticas, possivelmente
por ndo estarem em contato direto com os alimentos e, consequentemente, ndo séo
tao susceptiveis a mudancas de volume e natureza do conteudo intestinal.

Os nédulos linféides, vistos entre as glandulas intestinais, sdo mais comuns no
intestino grosso que no intestino delgado, como observado em varias espécies de
morcegos (Makanya & Maina, 1994; Gadelha-Alves et al., 2008; Strobel et al., 2015;
Silva et al., 2020). Esses agregados de tecido linfoide protegem a mucosa contra
patdgenos e captam antigenos do lumen, gerando respostas imunoldgicas (Moérbe et
al., 2021).

Nos intestinos delgado e grosso, a composi¢ao celular do epitélio, assim como
a natureza quimica das mucinas (predominantemente 4cidas), ndo variou com as
diferengas sazonais na dieta de A. caudifer. No intestino grosso, entretanto, as células
caliciformes parecem ser mais numerosas e volumosas na estacdo chuvosa, o que
pode estar relacionado com o tipo de alimento mais fibroso e compacto. Sheahan e
Jervis (1976), ao analisar o intestino de diferentes espécies de mamiferos, incluindo o
homem, relataram o predominio de mucinas acidas. De modo geral, pode-se dizer que
as mucinas neutras sdo especialmente importantes como barreira fisica, pela sua
natureza viscosa, por outro lado, as mucinas &cidas sao importantes para protecao
quimica contra a agdo de enzimas microbianas presentes nas fezes, como as
glicosidases fecais (Rhodes et al., 1985). Grande quantidade de mucinas foram vistas
por Souza (2021) no morcego frugivoro A lituratus e no insetivoro Myotis nigricans,

sendo associadas a necessidade de maior protecao fisico-quimica, assim como para
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a adesdo e consequente retencdo de microrganismos fermentadores que possam
utilizar as fibras ndo digeriveis como fonte de nutrientes.

A presenca da borda estriada PAS-positiva nos intestinos delgado e grosso foi
padrdao nos animais de ambas as estacdes, sendo a borda aparentemente menor e
de marcacgao mais fraca no intestino grosso em comparagcdo com o delgado, o que
reflete a maior importancia deste ultimo na digestdo e absorcdo dos nutrientes.
Comparativamente a outros mamiferos, os enterdcitos e a borda estriada do intestino
grosso sao considerados bem desenvolvidos nos morcegos, de modo a compensar o
tamanho extremamente reduzido deste érgéo nesses animais (Souza, 2021). Ishikawa
et al. (1985) observaram o intestino grosso de M. frater kaguae e relataram que as
criptas eram longas e possuiam numerosas células absortivas com microvilosidades
bastantes desenvolvidas.

As células enteroenddcrinas argirdfilas e argentafins n&o apresentaram
alteracées na sua frequéncia e distribuicdo entre as estagbes chuvosa e seca,
podendo significar que atividade secretora dessas células é igualmente importante
para as diferentes dietas, ndo estando sujeitas a modificacdes sazonais.

4.3. Morfometria

Quase todos os dados morfométricos obtiveram diferenca estatistica quando
comparados 0s animais da estagcao seca com os da chuvosa. A altura da mucosa,
assim como a altura e largura das vilosidades, foram mais expressivas na estacéo
seca, 0 que esta condizente com as observagdes histoldgicas sobre o aspecto das
vilosidades e amplitude no Iumen intestinal, como reflexo do volume e natureza dos
alimentos. Por outro lado, a profundidade das criptas intestinais foi maior na estacao
chuvosa, o que pode estar associado ao maior volume e diferentes tipos de alimentos
consumidos nesse periodo de abundancia de recursos, exigindo maior secrecédo de
muco e enzimas para otimizar o processo de digestao e absorcao (Kararli, 1995). A
menor largura das criptas nos animais dessa estacdo, assim como as menores
medidas observadas para os vilos, remete a ideia de protecdo, tendo em vista o
consumo de alimentos volumosos e de maior consisténcia. E importante frisar que a
presenca de vilos menores ndo necessariamente implica em menor superficie para
digestao e absorcao, pois esta depende ndo somente do tamanho, mas também do

numero de vilos, assim como do tamanho e nimero de microvilos. Além disso, o
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namero e a atividade de enzimas e transportadores sdo fundamentais para os
processos digestivos e absortivos que ocorrem na borda estriada dos enterocitos. Tais
aspectos precisam ser averiguados para melhor comparagao entre as estagdées no
tocante a fisiologia intestinal.

J& no intestino grosso as criptas foram menos profundas, porém mais largas,
nos animais da estac&o chuvosa, o que pode estar associado a presenga das pregas
na mucosa e a grande densidade de células caliciformes, caracteristicas importantes
na protegao fisico-quimica e na retengdo de uma microbiota nativa, que melhor se
desenvolve na presenca de uma dieta rica em fibras.

A submucosa dos intestinos delgado e grosso, mais espessa na estacao
chuvosa, pode repercutir em mais vasos sanguineos, importantes para a absorcao
dos nutrientes assim como para o suprimento da mucosa, e vasos linfaticos,
importantes para a defesa.

A diferenga significativa na morfometria das camadas musculares entre as
estacoes pode estar relacionada ao uso mais frequente de determinado movimento
intestinal, tendo em vista as variagdes na dieta. No intestino grosso, a camada
muscular, em especial a longitudinal, foi maior na estagdo chuvosa, provavelmente
relacionado a uma quantidade maior de massa fecal, necessitando de movimentos
peristalticos mais fortes. No intestino delgado, a maior espessura da muscular
longitudinal nos animais da estacao chuvosa também pode ser indicio de movimentos
peristalticos mais intensos para conducdo do bolo alimentar, sendo os itens
alimentares mais volumosos e de maior consisténcia. As camadas musculares sdo
responsaveis por diferentes tipos de movimento na parede intestinal; a muscular
circular executa movimentos circulares, e a longitudinal realiza movimentos de
encurtamento e distens&o do intestino (Kumral e Zfass, 2018).

As medidas morfométricas relativas, realizadas pela primeira vez considerando
trabalhos de plasticidade digestiva frente a sazonalidade, foram importantes para
ajustar os dados e permitir comparacdes mais fidedignas, levando-se em conta o

tamanho dos animais.

5. Conclusoes
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Anoura caudifer esta susceptivel a plasticidade digestiva, de acordo com o tipo
de alimento consumido, nas estagdes chuvosa e seca, afetando a morfologia e
morfometria dos intestinos delgado e grosso.
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Resumo

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a sazonalidade sobre o
metabolismo energético e nutricional do morcego A. caudifer, relacionados com as
variagbes na dieta. Para isso, determinamos as concentragdes de glicose, glicogénio
hepatico e muscular, teores de proteina bruta, gordura corporal e matéria seca e
indices corporais, em machos e fémeas, comparados entre as estacées chuvosa e
seca. Os animais da estacdo chuvosa obtiveram um valor médio de glicose de 121,17
mg/dL, e de glicogénio hepatico de 41,03 pmol-1glicosil- units/g, sendo
significativamente maiores. Para os teores de proteina bruta, gordura corporal e
matéria seca, ndao houve diferenca estatistica, porém, diferencas notaveis em proteina
e gordura podem ter implicacGes fisiol6gicas, como investimento reprodutivo nas
fémeas. As altas concentracdes de glicose e glicogénio hepatico, na estagao chuvosa,
sugerem que esta espécie encontra condicbes favoraveis de disponibilidade,
abundancia e variabilidade de alimentos, nesse periodo. Para a proteina bruta,
diferencas entre machos e fémeas, em ambas as estacoes, podem se relacionar com
reservas de energia disponiveis no periodo de escassez de alimentos durante a
estacdo seca. O teor de gordura corpérea das fémeas foi encontrado somente na
estacdo chuvosa. A presenca de gordura pode estar relacionada com a alta taxa
glicémica, além de uma maior disponibilidade de alimento que permitiu essa
deposicao, o que pode estar relacionado com periodo reprodutivo. Apenas o indice
hepatossomatico teve aumento significativo na estagdo chuvosa, relacionando-se
diretamente com o glicogénio e maior disponibilidade alimentar nesse periodo.

Palavras-chave: Dieta. Gordura. Glicogénio. Proteina Bruta. Glicose.
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1. Introducao

Morcegos nectarivoros (Phyllostomidae: Glossophaginae) evoluiram para lidar
com os altos custos do voo, e 0 seu rapido metabolismo necessita de uma fonte
combustivel que seja rapidamente digerida e oxidada, para suportar o trabalho
muscular durante o forrageamento pairado (Voigt e Speakman, 2007). O néctar € um
recurso alimentar constituido quase inteiramente por frutose e glicose (Baker et al.,
1998; Agostini et al., 2011); sendo absorvido no intestino delgado, principalmente por
via paracelular, uma adaptacao para maior eficiéncia de assimilagdo dos acgucares,
além de ser econbémico energeticamente (Rodriguez-Pefia et al., 2016; Welch Jr et al.,
2018).

Os carboidratos sado de importancia majoritaria para esses animais, e a
manutencdo das concentragdes de glicose sanguinea, somada a uma ingestdo
adequada de néctar, € um processo chave para a sobrevivéncia. Essa regulacao &
realizada por meio da glicogénese e glicogendlise hepatica e muscular pela acao
principalmente dos hormdnios pancreaticos e, no caso da alta glicemia pds-prandial,
o0 exercicio do voo € elemento chave no controle glicémico, ja que a insulina por si s6
nao consegue evitar a hiperglicemia que ocorre nesse periodo (Kelm et al., 2011; Peng
etal., 2017). Em relagéo ao periodo de jejum, como as reservas de glicogénio e lipideo
sdo pouco investidas, o fornecimento de energia e a sobrevivéncia de algumas
espécies de morcegos é comprometida quando de um jejum superior a 24 h (Amaral
et al., 2019).

O néctar constitui grande parte da alimentagdo dos morcegos nectarivoros,
porém, a demanda corporal exige a aquisicao de fontes proteicas, minerais e lipidicas,
as quais podem ser encontradas por meio da ingestao de pdlen, insetos, folhas,
estruturas florais e frutos (Howell, 1974; Gardner, 1977; Cordero-Schmidt et al., 2017).

Os teores de proteina e gordura corporais podem sofrer oscilacdes
relacionadas a eventos de migracao, hibernacao, reproducdo ou sazonalidade de
recursos, como ja descrito para varias espécies de morcegos (Reynolds e Kunz, 2000;
Srivastava e Krishna, 2008; McGuire et al., 2013; Jonasson et al., 2016; Sommers et
al., 2019).

Os estudos de composicao corporal baseiam-se nos teores de massa
gordurosa e nao-gordurosa, sendo esta Ultima constituida pelos conteludos de

proteina e agua (Demling, 2009). Embora os conteudos de proteina mudem
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sazonalmente, a deposi¢cao e mobilizagcado de gordura podem ter um impacto maior na
composicao e massa corporais (Torbit et al., 1985; Huot, 1989; Arévalo et al, 1990;
Virgl e Messier, 1992).

Em diversos ecossistemas, com diferentes periodos de sazonalidade, a
pluviosidade, incidéncia solar, humidade e temperatura sdo potenciais influenciadoras
da distribuicdo e abundancia dos recursos alimentares para os animais (Wyatt et al,
1992; Tutin e Fernandez, 1993; Ortiz et al., 2006; Supriya et al., 2019).

Em florestas tropicais, geralmente a estagcdo chuvosa é caracterizada pela
época de frutificacdo e abundancia de insetos, enquanto a estacdo seca é
acompanhada pela floragcdo com produgdo de néctar, embora a sazonalidade seja
minoritaria nesses ambientes (Heithaus e Fleming, 1975; Kishimoto-Yamada e Itioka,
2015).

O morcego-focinhudo Anoura caudifer (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1818),
amplamente distribuido pela mata atlantica do sudeste do Brasil (Weber e Grelle,
2012), compreende uma das 36 espécies dos 15 géneros de morcegos neotropicais
Glossophaginae (Gregorin e Ditchfield, 2005; Simmons e Cirranello, 2018), subfamilia
representada por especialistas no consumo de néctar e em voo pairado, e que dispde
de uma lingua longa e extensivel, com muitas papilas em forma de escova (Norberg
et al., 1993; Winter e von Helversen, 2003). Além de néctar, A. caudifer também
complementa sua dieta com pélen, insetos e frutos, de acordo com a estacao do ano,
assim como outros membros desse taxon (Sazima, 1976; Gardner, 1977; Teixeira e
Peracchi, 1996; Zortéa, 2003; e Barros et al., 2013).

O morcego da espécie A. caudifer pode ser um modelo fidedigno para o
conhecimento de como a sazonalidade de recursos alimentares pode alterar a sua
fisiologia e estado nutricional, por contribuir para a identificacao de possiveis gargalos
morfofisiolégicos e nutricionais causados pelas mudangas de dieta. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a sazonalidade sobre o metabolismo energético e
composigcao corporal em A. caudifer, relacionados com as variagbes na dieta;
comparando animais coletados nas estagcées chuvosa e seca em um fragmento de

mata atlantica no sudeste do Brasil.
2. Materiais e métodos

2.2, Animais e procedimentos experimentais
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Animais adultos de Anoura caudifer (n=14), dentre 9 machos e 5 fémeas nao
gravidas, foram coletados em uma area de plantacdo de bananeiras, pertencente a
Universidade Federal de Vicosa — UFV, Minas Gerais, Brasil (20°45'37°S e
42°52°4”W), préxima a uma area remanescente de Mata Atlantica. Os individuos foram
capturados por meio de redes de neblina, durante os meses de margo-abril (estacéo
chuvosa) e junho-julho (estacédo seca) no ano de 2021, sendo sete individuos em cada

estacao.

Os individuos capturados foram identificados utilizando-se um livro guia de
campo (Diaz et al., 2016) e acondicionados dentro de bolsas de tecido, pesados com
balanga do tipo pesola e, posteriormente, retirados das bolsas de tecido para as
medidas de antebrago e do corpo, feitas com fita métrica. No momento das biometrias,
0s animais receberam dose Unica de solugdo de agua com 10% de agucar para evitar
que morressem antes da eutanasia. Em seguida, os animais, dentro das bolsas de
tecido, foram transportados até o Laboratério de Ecofisiologia de Quirépteros (UFV),
onde foi realizada a eutanasia, por meio de decapitacdo em guilhotina. Figado e
musculos peitorais maiores foram fragmentados em duas porg¢des, sendo uma
incluida em solucao de hidréxido de potéassio a 30% para determinacao de glicogénio,
e a outra conservada em ultrafreezer a -80°C e liofilizada para determinacao de
gorduras, proteinas e matéria seca.

Todos os procedimentos de campo e de experimentagcdo com os animais foram
aprovados pelo Instituto Chico Mendes para Conservacao da Biodiversidade — ICMBio
(licenga 78020-1) e pela Comissao de Etica no Uso de Animais da UFV (1054/2021),
respectivamente. Os procedimentos de campo e laboratério foram seguidos de acordo

com os protocolos utilizados no Laboratério de Ecofisiologia de Quirdpteros (UFV).
2.3. Determinacao da glicemia

A glicemia foi determinada pela coleta do sangue extravasado dos vasos
sanguineos cervicais, apds a decapitacao dos morcegos. As gotas de sangue foram
coletadas diretamente do corte cervical, através de fitas reagentes e lidas em um
dispositivo eletrénico (glicosimetro).
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2.4. Determinacao do glicogénio hepatico e muscular

O glicogénio do figado e do musculo peitoral maior foi determinado a partir de
porcdes desses tecidos (= 200 mg) mantidas em hidroxido de potassio (KOH-30%)
por 24 h. Posteriormente, as amostras foram hidrolisadas em banho-maria fervente
por 1 h e, em seguida, adicionadas 5 gotas de sulfato de sédio (Na2S0O4) saturado.
Logo apds, os tubos com a solugéo foram centrifugados a 2000 rpm por 10 min, para
entdo descartar o sobrenadante. A dosagem do glicogénio hepatico e muscular foi
realizada pelo método calorimétrico, segundo Sjérgren et al. (1938). Os resultados

obtidos foram convertidos para umol'glicosil- units/g.

2.5. Determinacao de matéria seca, proteina bruta e gordura

As amostras de figado, musculo esquelético, gordura escapular (= 2 @),
membrana alar e pele corporal (= 2 g) foram acondicionadas em ultrafreezer a -80 °C
(CL374-80V), liofilizadas a vacuo (Liofilizador Liotop) (método INCT-CA G-003/1) e a
composicao de cada item corporal foi determinada conforme metodologias descritas
por Detmann et al. (2012) e aprovadas pela AOAC (2016).

O conteudo de matéria seca (MS), de porgdes do figado (= 200 mg) e musculo
(= 2 g), foi estimado pelo peso das amostras apoés a liofilizagdo. A porcentagem de
proteina bruta (PB) do figado e do musculo foram obtidas por meio do método de
Kjeldahl (método INCT-CA N-001/1; Detmann et al., 2012), o qual consiste na digestao
das amostras aquecidas em &cido sulfurico (H2SO4); em seguida da destilagdo com a
adicao de hidréxido de sodio concentrado (NaOH) aquecido, para que houvesse a
liberacao da aménia em solugéo de acido bérico (HsBO3). Em seguida, foi realizada a
titulacdo do borato de aménio formado com uma solugdo de &cido cloridrico (HCI),
quantificando-se a concentracao de nitrogénio das amostras.

As concentracdes de gordura bruta do figado, gordura da cintura escapular,
gorduras subcutaneas corporal e da membrana alar foram determinadas através do
método de Randall (método INCT-CA G-005/1; Detmann et al., 2012), baseado na
avaliacao do teor do extrato etéreo (EE). Esse método consiste na submersao das
amostras em cartuchos de celulose em éter de petroleo, mantidos até a ebulicao deste
solvente por 30 min, ao final, foi quantificada a gordura extraida por diferenca de peso
das amostras antes e depois da extracao.
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2.6. indices somaticos

Afim de inferir sobre o investimento em massa de 6rgaos, como forma de
utiizagcdo adequada de energia corporal, foram calculados os indices
hepatossomatico — IHS, viscerossomatico — IVS (considerando intestino, estbmago,
figado, pancreas, rins, baco, coracao e pulmdes), e lipossomatico — ILS (considerando
a gordura escapular, gordura subcutanea corporal e gordura subcutanea membranar),
sendo expressos em porcentagem. Os indices foram calculados com base nas

seguintes formulas:

IHS = peso do figado % 100 VS = peso das visceras < 100

peso corporal peso corporal

eso da gordura corporal
ILS =E g P %100

peso corporal

2.7. Analise estatistica

Para a determinagcédo do glicogénio hepatico e muscular, bem como para a
concentragdo de glicose, foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e
comparadas as médias dos animais de cada estacdo com um teste t de Student,
considerando um intervalo de confianca de 95% (p=0,05), utilizando o software
SigmaPlot® 14.0 para a andlise dos dados, e estes estao representados como média
* desvio padréo.

Para o teor de matéria seca, proteina bruta e gordura, bem como para o IHS,
IVS e ILS, dividimos os animais em quatro grupos experimentais (4 machos da
estacao seca, 5 machos da estacao chuvosa, 3 fémeas da estagédo seca, 2 fémeas da
estacdo chuvosa), onde foram comparadas as médias por estagcdo e por sexo.
Posteriormente, foram analisados os dados com ANOVA two-way factorial, no
software SigmaPlot® 14.0, onde sexo e estacdo foram as variaveis independentes.

3. Resultados
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Durante a execugado das coletas, foram coletados dados pluviométricos, com
informagdes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) do Brasil. A regido
municipal de Vicosa-MG obteve o maior volume de chuva acumulada no més de
marco (120 mm) e menor precipitacédo, na estagdo seca, no més de julho (10 mm).

As coletas dos animais foram mais dificeis na estagdo chuvosa, impondo um
esforgo de captura maior nessa época. Na estacao seca, os animais cairam nas redes
mais frequentemente, exigindo um esforgo de captura menor.

O peso corporal de A. caudiferfoi significativamente maior na estacdo chuvosa,
com 11,04 + 1,01 g, comparado a estagédo seca, o qual foi de 10,14 + 1,00 g (P =
0,037). As medidas de comprimento cabeca-corpo também resultaram em diferenca
estatisticamente significativa, sendo maior na estagao chuvosa, com 7,17 £ 0,40 cm,
que na estacao seca, com 6,07 = 0,66 cm (P = 0,026). O comprimento do antebraco

nao resultou em diferenca estatistica entre as estacoes.

3.1. Glicose sanguinea

Os animais da estagéo chuvosa obtiveram um valor médio de glicose de 121,17
+ 55,88 mg/dL, o qual foi estatisticamente maior em relacdo aos animais da estacao
seca, com 23,14 + 14,86 mg/dL (P = 0,0147) (Tabela 4).

3.2. Glicogénio hepatico e muscular

O glicogénio hepatico de A. caudifer resultou no valor de 41,03 + 16,52 ymol
'glicosil- units/g, na estagdo chuvosa, obtendo diferenca estatistica em relagédo aos
animais da estagdo seca, com 10,97 * 7,86 umol-glicosil- units/g. (P = 0,011).
Enquanto o glicogénio muscular ndo apresentou diferenga estatistica entre as
estacdes chuvosa e seca (Tabela 4).

Tabela 4. Niveis de glicose sanguinea, glicogénio hepatico e muscular do morcego

Anoura caudifer, nas estagdes chuvosa e seca

Estacao chuvosa Estacao seca

Glicose sanguinea (mg/dL) 121,17 + 55,882 23,14 +14,86°
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Glicogénio hepatico (umol-'glicosil- 41,03 + 16,522 10,97 + 7,86°
units/q)
Glicogénio  muscular  (umolglicosil- 11,76 £ 6,692 7,15+ 3,332
units/g)

Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05).

3.3. Teores de matéria seca e proteina bruta nos musculos

Os teores de matéria seca e proteina bruta nos musculos de machos e fémeas
de A. caudifer estdo representados nas Tabela 5. Nao ocorreram diferengas
estatisticas para o teor de matéria seca e proteina bruta nos tecidos analisados, entre

0S sexos e entre as estagdes chuvosa e seca.

Tabela 5. Percentuais de matéria seca e proteina bruta nos musculos corporais de
machos e fémeas do morcego Anoura caudifer nas estacdes chuvosa e seca

Musculos
Estacao Sexo Matéria seca (%) Proteina bruta (%)
Macho 33,65 55,87
Chuvosa
Fémea 35,56 61,78
Macho 33,77 52,95
Seca
Fémea 33,91 62,51

Nao houve diferenca estatistica entre os sexos e entre as estacoes pelo teste ANOVA two-way factorial.

4.4. Teores de matéria seca, proteina bruta e gordura bruta no figado

Teores de matéria seca (%), proteina bruta (%) e gordura bruta (%) no figado
de machos e fémeas de A. caudifer, nas estacbes chuvosa e seca, foram

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Percentuais de matéria seca, proteina bruta e gordura do figado de machos

e fémeas do morcego Anoura caudifer nas estacdes chuvosa e seca

Figado
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Estacao Sexo Matéria seca (%) Proteina bruta (%) Gordura bruta (%)
Macho 36,11 49,04 8,00
Chuvosa
Fémea 28,67 60,84 5,15
Macho 27,46 58,59 6,89
Seca
Fémea 24,36 64,88 11,25

Nao houve diferencga estatistica entre os sexos e entre as estagdes pelo teste ANOVA two-way factorial.

4.5. Teores de matéria seca da gordura corporal

Teores de matéria seca da gordura corporal (gordura da cintura escapular,
gordura subcuténea corporal e gordura subcutanea membranar) de machos e fémeas

de A. caudifer, nas esta¢des chuvosa e seca, foram apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Percentuais de matéria seca das gorduras escapular e subcutaneas
(corporal e membranar) de machos e fémeas do morcego Anoura caudifer nas
estacdes chuvosa e seca

Matéria seca da gordura corporal

Estacéo Sexo Gordura Gordura subcutanea Gordura subcutanea
escapular (%) corporal (%) membranar (%)
Macho 22,99 41,21 33,42
Chuvosa
Fémea 52,31 50,55 39,62
Macho 47,36 47 .44 31,73
Seca
Fémea - 44,01 49,13

Nao houve diferenca estatistica entre os sexos e entre as estacoes pelo teste ANOVA two-way factorial.

4.6. indices corporais

Os indices hepatossomatico (IHS), viscerossomatico (IVS) e lipossomatico
(ILS) estao representados na Tabela 8. O IHS foi significativamente diferente para os
machos, sendo maior na estagao chuvosa (P = 0,032).
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Tabela 8. indices corporais de machos e fémeas de Anoura caudifer, nas estagdes

chuvosa e seca

Indices Somaticos

Estacdo  Sexo indice indice .
Indice
hepatossomatico viscerossomatico . .
lipossomatico (%)
(%) (%)
Macho 2,88 £ 1,072 16,92 + 7,81 1,49 +1,12
Chuvosa
Fémea 3,73x0,76 12,03 £ 0,33 0,95 +0,48
s Macho 1,94 + 0,25 13,25 £ 1,54 0,42 +0,18
eca
Fémea 2,00 £ 0,46 15,13 £ 2,17 0,39 £ 0,39

Letras diferentes indicam diferencga estatistica pelo teste ANOVA two-way factorial.

4. Discussao

4.1. Glicose sanguinea

As altas concentracdes de glicose do morcego Anoura caudifer na estacéo
chuvosa sugerem que esta espécie encontra condi¢ces favoraveis de disponibilidade
de alimento, além de indicar um bom estado fisiol6gico dos animais durante esse
periodo, favorecendo seu crescimento e sua reproducdo, além de permitir o acumulo
de reservas energéticas para periodos de jejum e momentos menos favoraveis como
na estacado seca. Logo, a abundéancia e diversidade de insetos, frutos e outros
materiais vegetais pode contribuir para um maior estado glicémico, como ja descrito
em morcegos frugivoros, insetivoros e nectarivoros (Pinheiro et al., 2006; Freitas et
al., 2010; Melo et al., 2012; Amaral et al., 2019). A menor glicemia durante o periodo
de seca esta relacionada a disponibilidade de alimentos, pois as floradas séo
escassas, assim como a frutificacdo e a presenca de insetos. Provavelmente, a
escassez de alimentos leva os animais a forragearem com maior frequéncia e longe
do seu local de abrigo, aumentando o gasto energético e diminuindo a quantidade de
glicose na corrente sanguinea. Logo, embora o néctar seja um alimento rico em
acucares, 0s animais da estacao seca, que possivelmente utilizam este item alimentar
como o principal recurso da sua dieta, consomem rapidamente a glicose absorvida.

Castro et al. (2021) relataram mudang¢as na homeostase da glicose em A. caudifer,
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com aumento da glicemia ao ingerir glicose e diminuigcdo apds exercicio. Isso sugere
que as concentragdes de glicose no sangue dependem do nivel de movimentagao dos
animais.

O destino da glicose no sangue é ser consumida pelos varios tipos celulares e
armazenada na forma de glicogénio e gordura pelos tecidos de reserva (figado,
musculo e tecido adiposo), através de estimulagdo hormonal pela insulina (Tirone e
Brunicardi, 2001). Além disso, sabe-se que condi¢des patoldgicas, como a diabetes
mellitus, podem se estabelecer em razdo de uma alta ingestéao de glicose (Giugliano
et al., 2008), e os morcegos nectarivoros evitam tal condigdo abastecendo o seu voo
diretamente com a glicose ingerida, além de a armazenarem na forma de glicogénio
(Freitas et al., 2006; Voigt e Speakman, 2007). Ou seja, o controle da glicemia
depende da atividade de voo desses animais nectarivoros, assim como o voo depende

da rapida disponibilidade da glicose no sangue.

4.2. Glicogénio hepatico e muscular

As altas concentragcdes de glicogénio armazenadas no figado possibilitam
afirmar que os animais coletados na estagdo chuvosa possuiam um bom estado
nutricional, e que a disponibilidade, abundéancia e variabilidade de alimentos nesse
periodo contribuiram para o acumulo de reservas energéticas, tal como discutido no
tépico anterior. As altas concentragdes de glicogénio hepatico também podem refletir
em investimento energético para a reproducao que, na espécie utilizada neste estudo,
aparentemente acontece no periodo chuvoso (presenca de fémeas lactantes, que
apresenta maior aporte e diversidade de recursos alimentares.

O figado é o o6rgao metabdlico responsavel pelo armazenamento e
disponibilizacdo da glicose no sangue, ao contrario dos musculos esqueléticos, os
quais armazenam carboidratos na forma de glicogénio, porém, essa reserva
energética é disponibilizada inteiramente para a atividade muscular (Greenberg et al.,
2006; Stapleton et al., 2010). Isso pode explicar o porqué dos musculos nao sofrerem
variagbes sazonais na quantidade de glicogénio em A. caudifer, no nosso estudo.

Alguns pesquisadores relatam a influéncia dos habitos alimentares dos
morcegos com o armazenamento de glicogénio. Morcegos insetivoros e hematéfagos,
adaptados ao consumo de altas quantidades de proteina, conseguem armazenar uma

quantidade inferior de glicogénio, devido a sua alimentagdo pobre em carboidratos
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(Freitas et al., 2005; 2010). Os morcegos nectarivoros, como Glossophaga soricina,
investem pouco nas reservas energéticas de glicogénio, e correm o risco de nao
sobreviverem ao jejum de 24h (Amaral et al., 2019).

Alguns pesquisadores também relatam a influéncia do padrao de atividade de
voo dos morcegos com o armazenamento de glicogénio. Variagdes diurnas na
concentragao de glicogénio hepatico e muscular ja foram observadas em morcegos,
como no frugivoro Eidolon helvum, cujas concentracbes de glicogénio mudaram
durante o dia (Okon et al., 1977). Segundo estes autores, E. helvum pode mobilizar a
reserva de glicogénio nos intervalos em que néo esta forrageando a noite ou quando
esta em jejum durante o dia. Castro et al. (2021), analisando as reservas de glicogénio
em A. caudifer, alimentados com glicose e colocados para exercitar, nao relataram
mobilizacdo de suas reservas apds exercicio do voo, evidenciando o papel da
ingestéo e utilizacao de carboidratos exdgenos para fornecer energia durante o voo.

Na estagdo seca, uma alternativa no metabolismo da glicose pode ter
influenciado na menor concentracdo de glicogénio hepatico, como a conversao de
glicose em gordura durante o dia, uma vez que esse substrato constitui uma fonte de
energia fisiologicamente importante para o voo de morcegos (Okon et al., 1977), assim

como uma forma de controle da glicemia.

4.3. Teores de matéria seca, proteina bruta e gordura

Estatisticamente ndo ocorreram diferencgas significativas nas porcentagens de
matéria seca e de proteina nos musculos de A. caudifer, entre as estacdes chuvosa e
seca. Porém, a diferenca aparente dos valores de proteina bruta (PB) entre machos e
fémeas, em ambas as estagdes, pode se relacionar a reserva adicional de energia
nas fémeas, cujo empenho energético para a reproducdo e manutencéo da prole é
grande. Ainda, se as fémeas precisam de mais energia, certamente seu tempo de
forrageamento é maior, 0 que pode repercutir em ganho de massa muscular pelo
exercicio do voo.

Embora néo tenha sido estatisticamente significante as diferencas nos teores
de gordura entre sexo e entre estagcbes, a quantidade de gordura escapular nas
fémeas tendeu a ser maior que nos machos na estacao chuvosa, o que reflete os
elevados gastos energéticos com a reproducado. Os machos da estacao seca também

tiveram tendéncia a acumular essa gordura, comparados com 0os machos do periodo
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chuvoso, sendo sugestiva a utilizagdo da glicose na produgéo de reservas lipidicas,
importantes no fornecimento de energia para o voo, além de ser uma forma de controle
da glicemia. Oprea et al. (2009) relataram que o custo energético para o acasalamento
no periodo reprodutivo € alto, j4 que os machos geralmente formam harém. Por outro
lado, nas fémeas da estagao seca nao foi encontrado esse tipo de gordura corporal,
0 que pode indicar diferentes formas de metabolismo energético e de utilizacdo das
gorduras entre os sexos, nas diferentes circunstancias. A deposi¢do de gordura
corporea ja foi relacionada ao periodo reprodutivo em algumas espécies de morcegos,
como no insetivoro Scotophilus heathi, e ao inicio do periodo de lactacdo, em
Eptesicus fuscus (McNab, 1976; Hood et al., 2006; Srivastava e Krishna, 2008).

Os teores de gordura subcutanea corporal e membranar, quando somados,
revelam quantidade um pouco maior dessas gorduras nos animais da estagcao seca
quando comparados com os da chuvosa. E possivel que tais gorduras, pela sua
localizacao, estejam sendo utilizadas para manter a temperatura corpérea e das asas,
0 que é necessario especialmente no periodo seco, quando a temperatura do

ambiente € menor.
4.4. indices corporais

O indice hepatossomatico dos machos foi o Unico em que houve diferenga
significativa entre as estagdes chuvosa e seca, sendo a massa hepatica maior na
estacdo chuvosa, certamente com aumento de atividade metabdlica desse 6rgao. Isso
pode estar relacionado a garantia de reservas energéticas para o periodo reprodutivo,
que, geralmente, ocorre na estacao chuvosa (Zortéa, 2003). Nas fémeas, apesar da
auséncia de significancia estatistica, os valores diferentes podem ter importancia
fisioldgica, pois as fémeas precisam empregar estratégias energéticas para a
reproducao e lactacdo, como ja foi observado para o morcego Molossus molossus
(Hood et al., 2006; Barros et a., 2013). Vale ressaltar que o maior indice
hepatossomatico encontrado nos animais da estagdo chuvosa é condizente com os
maiores niveis de glicogénio hepético.

O indice viscerossomatico nao apresentou diferenca estatistica entre os grupos
estudados, porém, valores um pouco diferentes foram observados entre machos de

cada estacao, podendo refletir variagdes na disponibilidade de alimentos. Os machos
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poderiam aumentar a massa dos 6rgdos abdominais, na esta¢do chuvosa, devido ao
maior fornecimento de nutrientes ingeridos nesse periodo, o0 que resulta no
crescimento desses 6rgaos. Nas fémeas, o inverso ocorreu, podendo significar que o
periodo reprodutivo influenciou no investimento energético para os &rgaos
abdominais, de modo que as fémeas pudessem direcionar um maior aporte de
nutrientes para a gestacéo e lactagdo, assim como para os 6rgaos reprodutivos. Na
estacdo seca, 0 aumento do indice viscerossomatico pode ser resultado do fim do
periodo reprodutivo, diminuindo o investimento energético e nutricional para essa
atividade.

O indice lipossomatico também ndo variou estatisticamente. Entretanto, as
caracteristicas foram semelhantes para machos e fémeas, no que diz respeito aos
maiores valores na estacao chuvosa. Tal padrao pode estar relacionado a melhor
disponibilidade de recursos nesse periodo, quando a abundancia e diversidade de
alimentos permitem a deposicao de gordura corporal, e é compativel com os maiores
indices hepatossomaticos e maior peso corporal também observados na estacéo

chuvosa.

5. Conclusoes

As variacbes glicémicas e de proteina bruta e gordura corporal sofrem
alteracdes em seus teores nas estagdes chuvosa e seca, interferindo nas reservas
energéticas do morcego A. caudifer. Como também, ha variagdées entre machos e

fémeas, refletindo diferencas no metabolismo energético entre os sexos.
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ANEXO
1- AZUL DE TOLUIDINA
Azul de toluidina 0,59
Borato de sédio 1,09
Agua destilada 99 ml

Dissolva 1 g de borato de s6dio em 99 ml de agua destilada e em seguida

acrescente 0,5 g de azul de toluidina. Agitar, filtrar e manter em frasco escuro.

Coloracéo:

Agua corrente — 2 minutos

Corante — 15 segundos a 1 minuto

Agua corrente — até a diferenciacao e retirada do excesso de corante da resina
Secar a temperatura ambiente

Montar

81
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2- TECNICA COMBINADA AB + PAS MODIFICADA DE BANCROFT & STVENS

(1996)

MATERIAL INCLUIDO EM RESINA

o > DD

© o0 N o

. Tratar com solugéo de azul de Alcian pH 2,5 por cerca de duas horas em

estufa a 60 °C

Banhos sucessivos em agua corrente e depois em agua destilada
Tratamento com solucao aquosa de acido periédico 1% por 45 minutos
Lavar com 4gua destilada

Tratar com reativo de Schiff durante cerca de 60 minutos em temperatura
ambiente, com a cuba envolvida por uma folha de papel aluminio, a fim de
proteger o material da luz

Lavar com agua corrente durante 5 a 10 minutos

Contracorar os nucleos com hematoxilina de Mayer durante 2 minutos
Lavar em agua corrente

Secar as laminas em temperatura ambiente e montar em Entellan (Merck)

Com esta técnica € possivel evidenciar em azul o mucopolissacarideo acido

e, na cor magenta, o mucopolissacarideo neutro. Quando houver mistura de ambos,

a cor depende do mucopolissacarideo dominante, podendo variar do azul purpura ao

violeta.
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3- TECNICA DE MASSON-FONTANA/PROTOCOLO DO LABORATORIO DE
MORFOLOGIA - DBA/UFV

1. Vidraria utilizada:

2 provetas de 100 ml
3 Erlenmeyers de 200 mi

2 cubas de coloragao

1 conta-gotas

2. Solugéo de Nitrato de Prata

Dissolver 500 mg de nitrato de prata em 100 ml de agua destilada

Separar 10 ml desta solucao

Adicionar hidroxido de aménio gota a gota até que o precipitado marrom
desapareca e a solucao torne-se ligeiramente turva

Caso passe do ponto de viragem, ou seja, se ficar incolor, adiciona gota a gota
da solucao de nitrato de prata até que a solugéo fique ligeiramente turva
Filtrar a solucéo e papel filtro

Levar a solugdo em banho-maria a 60°

3. Processamento

Iniciar a desparafenizacéo e a hidratagao

Colocar a laminas na solug&o a 60°C por uma hora

Interromper a coloracdo em agua destilada

Observar ao microscopio. Se houver muita precipitacdo, fazer o uso do
tiossulfato de sédio anidro 5% (5 g para 100 ml de agua destilada) por poucos
segundos.

Desidratar e passar rapidamente no Xilol | e Il

Montar as laminas com Balsamo do Canada

4- TECNICA DE GRIMELIUS/ PROTOCOLO DO LABORATORIO DE
MORFOFISIOLOGIA - DBA/UFV

1. Vidraria utilizada:

2 provetas de 100m|
3 Erlenmeyers de 250ml
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e 3 cubas de coloracao
2. Lavar as vidrarias:

o Agua corrente por 1 hora, em seguida com agua destilada trés vezes.
3. Pesar os Reagentes:

e AgNO3-80mg
e Hidroquinona -1 g

e Sulfito de sédio anidro - 5 g
4. Solucéo de Prata:

e AgNO3-80mg
e Tampéo acetato pH 5,6 — 0,02 M - 10 ml
e Agua destilada - 90 ml

5- Preparo Solugéo Reveladora

e Deve ser preparada com 30 minutos de antecedéncia antes de usar e levada
ao banho-maria

e Hidroquinona -1 g

e Sulfito de sddio anidro - 5 g

e Agua destilada — 100 ml
6- Preparar Banho-maria (60°)

e Duas cubas contendo as solugdes enroladas em papel aluminio (uma para o
uso e a outra de reserva)

e Uma cuba vazia para a solucao reveladora
7- Preparar as Laminas

e Desparafinizar (Xilol | e Il por 15 minutos) e hidratar (Alcool absoluto | e Il, 95%,
80% e 70% por trés minutos; dgua destilada por dez minutos)

8- Processamento

e Incubar as laminas na solugdo de AgNOS3 a 60 °C por 3 h, enroladas em papel
aluminio. Controlar ao microscopio apos este periodo

e Colocar as laminas na solucao reveladora por um minuto
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Interromper a revelacao lavando com agua destilada
Desidratar e montar. Permanecer com as laminas no alcool absoluto e passar
rapidamente pelo Xilol | e Il.

Montar as laminas com Béalsamo do Canada.



