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Resumo

A literatura tem mostrado que mamiferos alimentados com dietas ricas em proteina
sd0 mais resistentes ao jejum. Entretanto, ao contrario do observado o morcego vampiro-
comum Desmodus rotundus, apesar de possuir uma dieta muito rica em proteinas (sangue),
¢ marcadamente susceptivel ao jejum.

Para esclarecer se a fragilidade frente a privacdo alimentar seria uma caracteristica
de D. rotundus, ou se poderia estar presentes também em outros morcegos de dieta
hematdfaga, este estudo utilizou o morcego Diphylla ecaudata para investigar as reservas
energéticas desses animais alimentados e as respostas ao jejum. Para isso, foram
determinadas as concentragdes de glicose e dcidos graxos livres (AGL) plasmaticos, dcidos
graxos totais da carcaga, glicogénio, lipidios e proteinas totais hepaticas e musculares em
morcegos alimentados (ALM) e jejuados por 24 (J24) e 36 h (J36).

Nossos resultados sugerem que D. ecaudata possui um padrdo metabdlico similar
ao observado para D. rotundus: pequenas reservas de carboidratos e lipidios no estado
alimentado e auséncia de mobilizacdo das reservas de lipidios e proteinas durante o jejum,
o que resulta em grande susceptibilidade a restricdo alimentar por periodos superiores a 36
h. Porém, esse padrdo metabodlico difere do observado para a maior parte dos animais de
dietas ricas em proteinas.

Além da pequena contribuicdo das reservas energéticas na resposta a privacio
alimentar, uma via metabdlica normalmente associada a resposta ao jejum - a
neoglicogénese - parece nao estar ativa na espécie D. ecaudata, pelo menos nos animais
jejuados por 36 h, hipétese reforcada, principalmente, pela grande queda da glicemia apds

24 h de privacdo alimentar. No entanto, em animais J24, a glicemia mantém-se em niveis



similares aos vistos em animais alimentados, semelhantes aos normalmente observados em
mamiferos com dietas ricas em proteinas. A glicogendlise e a neoglicogénese poderiam ser
0s mecanismos responsdveis pela manutencdo da glicemia em D. ecaudata J24, porém,
como as reservas de glicogénio sdo pequenas e também ndo foi observada mobilizagdo
protéica e lipidica, € possivel que animais ALM e J24 mantenham a glicose circulante em
niveis normais para mamiferos (entre 70 e 100 mg/dL) também a partir da glicose da dieta,
ou seja, a partir do sangue de suas presas (aves). A glicemia das aves que costumam predar
seria uma das responsdveis por manter a glicemia de D. ecaudata em niveis compativeis
com a vida de mamiferos até 24 h de jejum, periodo de privagdo alimentar normalmente
enfrentado por estes animais em condi¢des naturais. Nao se pode, no entanto, desconsiderar
a participacdo do glicogénio hepatico na manuten¢ido da homeostase glicémica no jejum de
24 h.

A manuten¢do das altas concentragdes de AGL plasmaticos no estado alimentado e
J24, independente de mobilizacdo lipidica significativa, também sugere a participacdo da
dieta na manutengdo desses metabdlitos.

A maior fragilidade ao jejum observada em D. ecaudata parece ser uma
caracteristica de morcegos com dieta hematdéfaga. Essa susceptibilidade que coloca esses
animais em risco freqiiente de morte e até mesmo de extingdo parece ter sido compensada
pelo mecanismo de compartilhamento reciproco de alimento, um comportamento, portanto,

fundamental para a perpetuacdo da espécie.
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Abstract

It has been demonstrated that mammals fed with protein-rich diets are more
resistant to fasting. However, the hematophagous bat Desmodus rotundus exhibits high
susceptibility when subjected to food deprivation, though its diet is rich in proteins. This
study investigated whether the hematophagous bat Diphylla ecaudata also shows fragility
in response to fasting. In order to answer this question, the concentrations of plasmatic
glucose and free fatty acids (FFA), total fatty acids from carcass, glycogen, lipids and
protein total concentrations in the liver and breast muscle in bats were determined in fed
(FED) and 24-h (F24) and 36-h (F36) fasted individuals. Plasma glucose levels in FED and
F24 bats were similar to other mammals, but after a 36 h without food these levels were
markedly reduced. Plasma FFA levels in FED bats were higher than in other mammals and
remained unaltered following a 24-h fasting. Liver glycogen content decreased significantly
during fasting. The protein and lipid reserves were not modified in response to fasting. Our
results suggest that glucose and plasmatic FFA of D. ecaudata could have an exogenous
source, probably from the glucose content of the blood of its prey (pigeons). However, the
contribution of the hepatic glycogen reserves of D. ecaudata to the maintenance of glucose
homeostasis in response to a 24-h fasting can not be discarded.

Despite the decrease in liver glycogen, D. ecaudata is unable to keep their plasma
glucose at adequate levels for mammal survival after only 36 h of food deprivation,
suggesting the inefficiency of mechanisms usually present at fasting, such as
gluconeogenesis. Low energy reserves found in FED bats and/or the absence of protein and
lipid mobilization in fasting seem to corroborate our hypothesis and suggest that a
hematophagous diet could be associated with high susceptibility in response to food

shortage.
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1. Introducao

Todos os animais, incluindo mamiferos, utilizam adenosina trifosfato (ATP) como
moeda energética universal indispensdvel a sobrevivéncia e reproducdo. A energia
proveniente dos principais nutrientes de sua dieta (carboidratos, lipidios e proteinas) que
ndo ¢é instantaneamente aproveitada para producdo de ATP € alocada para regides
estratégicas do corpo, devendo ser mobilizada em sincronia com as necessidades celulares.
Além das reservas lipidicas e protéicas, o organismo possui pequenas reservas de
carboidratos, na forma de glicogénio, um polimero de glicose, que possui taxas maximas de
producdo de ATP maiores do que lipidios e proteinas, além de ser o tUnico substrato
energético que pode ser utilizado na auséncia de oxigénio (Weber, 2001).

Embora em mamiferos a glicose seja uma importante fonte de energia para varios
tecidos, a manutencdo da homeostase glicémica € particularmente importante para seu
sistema nervoso, que praticamente ndo possui reservas de carboidratos, porém demanda
uma média de 120g/dia de glicose, o que o torna muito dependente da glicose circulante
para seus requerimentos energéticos (Brosnan, 1999; Taylor e Hirsch, 2007; Yeo e Sawdon,
2007). No estado pds-absortivo, mais de 90% do requerimento energético do cérebro é
atendido pela glicose (Corssmit et al., 2001; Tirone e Brunicardi, 2001) e concentra¢des
abaixo de 3 mmol/L (= 50mg de glicose/dL. de sangue) podem causar danos aos neuronios e
faléncia cerebral, levando ao coma e morte do individuo (Beardsall et al., 2006). A
hiperglicemia em mamiferos também resulta em danos ao organismo destes animais e
niveis acima de 6 mmol/L (= 100mg de glicose/dL. de sangue) no jejum podem ter como
conseqiiéncias a glicosuria, retinopatia, nefropatia e acidentes vasculares, entre outras

complicagdes tipicas do Diabetes (Yeo e Sawdon, 2007).
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A manutencdo cuidadosa da glicemia em niveis constantes envolve diversos
mecanismos responsdveis pela utilizacdo da energia proveniente dos substratos da dieta ou
da energia armazenada como combustivel de reserva corporal (Genuth, 1998; Weber,
2001). Estes mecanismos compreendem mudltiplas vias metabdlicas, cujas ativacdes
dependem de forma importante do estado nutricional (Beardsall et al., 2006; Yeo e Sawdon,
2007). A sintese de glicogénio no estado alimentado, a glicogendlise e, especialmente, a
neoglicogénese no jejum sdo as principais vias metabdlicas envolvidas no controle da
homeostase glicEmica em mamiferos (Weber, 2001; Klover e Mooney, 2004; Beardsall et
al., 2006). Além destas, a lipogénese, lipélise, sintese protéica, protedlise e cetogénese
também estdo envolvidas na regulagdo da homeostase glicémica. Todas estas vias possuem
controle hormonal preciso, exercido principalmente pela insulina no estado alimentado, e
pelo glucagon e outros hormonios contra-regulatorios durante privagdo alimentar (Beardsall
et al., 20006).

A ativacdo das diferentes vias metabdlicas também sofre influéncia de metabolitos
como a glicose, aminodcidos, dcidos graxos livres e de outros compostos de carbono como
lactato e glicerol, que podem tanto inibir como ativar alostericamente enzimas-chave dessas
vias. Estes metabdlitos podem ser resultantes da degradagdo de reservas ja existentes ou da
ingestao alimentar (Weber, 2001; Roden e Bernroider, 2003). Como as reservas corporais
também tém origem a partir da dieta, a ativacdo das diferentes vias metabdlicas depende
também do tipo de dieta ingerida (Kettelhut et al., 1980; Weber e Haman, 2004).

Desta forma, a resposta das principais vias metabdlicas envolvidas na manutenc¢ao
da homeostase glicémica pode variar em animais que consomem dietas ricas em
carboidratos (HC) ou ricas em proteinas (HP), dependendo do estado nutricional dos

mesmos (Kettelhut et al., 1980; Tallas e White, 1988; Tawa et al., 1992; Pinheiro, 1995;
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Weber € O’Connor, 2000; Mustonen et al., 2005; Beardsall et al., 2006; Nieminen et al.,
2007).

Kettelhut e cols. (1980) estudaram o efeito do jejum em ratos alimentados com uma
dieta HC e observaram diminui¢do significativa da glicemia e do glicogénio hepdtico nas
primeiras 8 h de jejum. J4 a capacidade neoglicogenética, pequena no estado alimentado,
aumentou durante a privagdo alimentar.

Beardsall et al. (2006) observaram em humanos (dieta HC) submetidos a um
aumento da ingestdo de carboidratos que aproximadamente 50% da glicose captada pelos
musculos € oxidada, 35% ¢é armazenada na forma de glicogénio e 15% ¢é liberada na forma
de alanina ou lactato. Observaram, ainda, que o figado utiliza, em média, 17% do total de
glicose ingerida para sintese de glicogénio. Além disso, se os estoques de glicogénio
corporais encontram-se repletos, o excesso de carboidratos € convertido em triacilglicerdis
no tecido adiposo. Quando os individuos foram submetidos ao jejum observou-se secrecao
de glucagon, que promoveu glicogendlise hepatica imediata, e apds 8 h de privagcdo
alimentar ocorreu aumento da neoglicogénese, a partir de glicerol, lactato e aminodcidos,
oriundos das reservas corporais.

Pinheiro (1995) investigou o metabolismo intermedidrio de duas espécies de
morcegos frugivoros (dieta HC), Artibeus lituratus e A. jamaicensis, alimentados ou
submetidos ao jejum. Esse estudo mostrou que a glicemia diminuiu cerca de 30% na
resposta ao jejum, que esses animais utilizavam suas reservas de glicogénio hepdtico para o
controle da glicemia no jejum de 24 h e que apenas apdés 48 h houve ativagdo
neoglicogenética hepdtica (Pinheiro et al., 2006). Foi observado, ainda, que esses morcegos
possuem baixo "turnover" protéico, possivelmente devido a deficiéncia deste substrato em

suas dietas, fato ja observado em humanos com dieta pobre em proteinas (Tawa et al.,
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1992). Finalmente, mostrou-se que no jejum de 24 h o tecido adiposo abdominal € o
principal fornecedor dos altos niveis de AGL plasmadticos e que, a partir de 48 h de jejum, a
carcaga ocupa esse papel, com conseqiiente esteatose hepatica (Pinheiro, 1995).

Um estudo realizado em gatos (Felis catus) (dieta HP) por Kettelhut e cols. (1980)
mostrou que estes animais apresentam no estado alimentado menores niveis glicEémicos e
das reservas de glicogénio hepdtico e maior capacidade neoglicogenética hepdtica se
comparados a gatos adaptados em laboratério a uma dieta HC. Apds trés dias de jejum, a
glicemia e a capacidade neoglicogenética dos gatos mantiveram-se constantes, porém
houve diminui¢@o das reservas de glicogénio.

Os mesmos autores compararam as respostas metabodlicas de ratos HC com ratos
adaptados a uma dieta HP, ambos em estado alimentado, e observaram que estes ultimos
apresentaram o0 mesmo comportamento metabolico encontrado em gatos HP, como
menores reservas de glicogénio hepatico e maior atividade neoglicogenética no estado
alimentado e no jejum (Kettelhut et al., 1980), sinalizando para o importante papel da dieta
na defini¢do do padrdo metabdlico dos animais.

Tallas e White (1988) verificaram em outro animal carnivoro (Alopex lagopus), a
raposa do Artico, os efeitos do jejum na homeostase glicémica. A glicemia destes animais
no estado alimentado, similar a encontrada para outros mamiferos carnivoros, como ledes e
tigres (Fowler, 1986; Opazo et al., 2004), ndo sofreu reducdo significativa apds 24 h de
privagdo alimentar. De acordo com os autores, a neoglicogénese seria a principal via
envolvida na manutencdo da glicemia destes animais durante o jejum de 24 h, e seus
principais substratos seriam derivados das reservas de proteinas (aminodcidos) e de lipidios

(glicerol) corporais.
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Em um estudo realizado por Weber e O“Connor (2000) sobre o metabolismo
energético de gambds (Didelphis virginiana), animais carnivoros, os autores observaram
baixas reservas de glicogénio hepdtico em animais alimentados, que rapidamente se
esgotaram com o jejum de 3 dias. Apds o término dos estoques de carboidratos corporais,
houve grande mobilizacdo lipidica e aumento significativo da protedlise.

Mustonen et al. (2005) avaliaram em visons (Mustela vison), que também possuem
dieta HP, as adaptacdes ao jejum. A glicemia dos animais manteve-se constante durante
todos os periodos de privacdo alimentar avaliados (2, 3, 5 e 7 dias), e houve um aumento
significativo de aminodcidos circulantes, com diminuicao de reservas protéicas do musculo
e figado a partir de 5 dias de jejum. Os autores sugerem que o catabolismo protéico poderia
contribuir para a manutenciao da homeostase glicémica destes animais durante o jejum.

Um estudo de Nieminen e cols. (2007) analisou os efeitos do jejum em fuinhas
(Martes americana) (HP). Com o jejum de 48 h, a glicemia destes animais ndo sofreu
mudanca significativa e as reservas de glicogénio hepdtico e muscular diminuiram.
Também houve diminui¢do de 35% das reservas lipidicas. No entanto, ndo houve reducdo
significativa nas concentragdes de proteina tecidual.

Em relacdo ao controle hormonal, em mamiferos alimentados com dietas ricas em
carboidratos (HC), a maior ingestao deste substrato provoca aumento da glicemia durante o
periodo absortivo, o que estimula a secre¢ao de insulina que, por sua vez, promove o uso da
glicose pelos tecidos (oxidacdo) e a formacgdo de reservas de glicogénio, lipidios e proteinas
(Unger, 1981; Weber, 2001; Roden e Bernroider, 2003; Klover e Mooney, 2004; Beardsall
et al., 2006; Langin, 2006; Yeo e Sawdon, 2007).

J4 mamiferos alimentados com dietas ricas em proteina (HP), de maneira geral,

apresentam durante o periodo absortivo niveis glicémicos um pouco menores, menor
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concentracdo de glicogénio hepdtico, lipogénese reduzida e grande atividade
neoglicogenética (Kettelhut et al., 1980; Schmid et al., 1984; Blouet et al., 2006;
Westerterp-Plantenga et al., 2006). Nesse tipo de dieta, o controle hormonal € inicialmente
exercido pelo glucagon, que promove a ativacdo neoglicogenética, tendo como substratos
os aminodcidos da dieta. O aumento resultante na glicemia induz a libera¢do de insulina
(Kettelhut et al., 1980; Krebs, 2005; Beardsall et al., 2006; Sethi e Vidal-Puig, 2007) que,
por sua vez, promove os efeitos anabdlicos conhecidos.

Por outro lado, para ambos os tipos de dieta, o controle da glicemia durante o jejum
¢ feito de forma similar, com ativag@o da glicogendlise e da neoglicogénese (Krebs, 2005;
Beardsall et al., 2006). Porém, em mamiferos com dieta HC, observa-se uma queda inicial
na glicemia apds as primeiras horas de jejum, mas esta se mantém em niveis compativeis
com a vida em mamiferos. Essa manuten¢do dos niveis glicémicos deve-se a mobilizacdo
do glicogénio hepdtico e a atividade neoglicogenética (Kettelhut et al., 1980; Cryer, 1991;
Tirone e Brunicardi, 2001; Beardsall et al., 2006). J4 animais alimentados com dietas HP
quando submetidos a restricao alimentar ndo apresentam uma queda inicial tdo pronunciada
na glicemia, devido, especialmente, a grande atividade da neoglicogénese ja presente no
estado alimentado, e que se mantém em altos niveis durante o jejum (Eisestein e Strack,
1971; Felig, 1979; Kettelhut et al., 1980; Tallas e White, 1988; Krebs, 2005; Mustonen et
al., 2005; Blouet et al., 2006), tendo os aminodcidos das reservas protéicas corporais como
substratos preferenciais (Spargo et al., 1979; Gazola et al., 2007).

Além de servir como substrato para a neoglicogénese, os aminoacidos aumentam
diretamente a secre¢ao de glucagon, importante estimulador de vias de produciao enddgena
de glicose como a neoglicogénese e a glicogendlise, além de promover a lipdlise e o

conseqiiente aumento plasmdtico das concentracdes de glicerol, outro substrato para a
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neoglicogénese, e de AGL, que estimulam indiretamente a via neoglicogenética (Corssmit
et al., 2001; Roden e Bernroider, 2003; Krebs, 2005).

Devido, principalmente, a grande atividade neoglicogenética, o esperado para
animais que se alimentam com dietas HP ¢ uma maior resisténcia ao jejum (Eisestein e
Strack, 1971; Kettelhut et al., 1980; Krebs, 2005), fato observado na maior parte dos
animais citados nos trabalhos acima.

Entretanto, ao contrdrio do observado na literatura, o morcego-vampiro comum
Desmodus rotundus, apesar de possuir uma dieta muito rica em proteinas (sangue),
apresenta uma marcada fragilidade ao jejum. Tal fragilidade pode ser observada ja no jejum
de 24 h, quando os niveis glicémicos desses animais caem para valores préximos a 1,7
mmol/L (= 30 mg/dL de sangue) (Freitas et al., 2003), descritos como incompativeis com a
sobrevivéncia de mamiferos (Unger, 1981; Taylor e Hirsch, 2007). Essa vulnerabilidade,
que leva D. rotundus a morte apds 2 ou 3 dias consecutivos de privacdo alimentar
(Altrigham, 1996), se deve, provavelmente, as baixas reservas de glicogénio e de lipidios
encontradas em animais alimentados e a possivel auséncia de mobilizagdo protéica e de
ativagcdo da neoglicogénese no jejum (Freitas et al., 2003; 2005). Esta fragilidade ao jejum
s6 havia sido observada anteriormente em pequenos roedores silvestres granivoros e
onivoros (Microtus pennsylvanicus, Clethrionomys rutilus e Clethrionomys rufocanus) por
Nagy e Pistole (1988), Mosin (1982; 1984) e Mustonen e colaboradores (2007), que
verificaram que estas espécies sdo levadas a 6bito quando submetidas a mais de 20 h de
privagcdo alimentar. Porém, diferentemente de Desmodus rotundus, estes animais possuem
uma dieta rica em carboidratos.

D. rotundus possui uma dieta muito rica em proteinas, entdo seria esperado que essa

espécie de morcego fosse mais resistente ao jejum, fato que ndo ocorre. Como esse
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comportamento metabdlico difere de tudo o que existe na literatura para animais com dietas
HP, existe uma possibilidade de que esse tipo de dieta (sangue) possa estar envolvido na
formacdo deste padrdo metabdlico, onde se observam pequenas reservas energéticas no
estado alimentado e fragilidade ao jejum.

O presente estudo teve por objetivo determinar o padrao metabdlico de Diphylla
ecaudata e, a partir disso, verificar se a fragilidade ao jejum observada em morcegos
Desmodus rotundus seria uma caracteristica somente dessa espécie ou se estaria presente
em outros morcegos de dieta hematéfaga.

Unicos mamiferos voadores, os morcegos possuem grande importncia ecoldgica,
como dispersores de sementes e controladores de populacdes de insetos, e para a saude
publica, como transmissores da Raiva (Bredt et al., 1998).

Em varios aspectos morfolégicos e bioquimicos os morcegos se assemelham mais
aos humanos do que ratos, comumente utilizados na experimentacdo cientifica. Diferente
de roedores, os morcegos possuem vesicula biliar, pancreas encapsulado, distribui¢do
hepatica da enzima PEPCK (associada a neoglicogénese) similar a de humanos (Pinheiro et
al., 2006), e o cortisol como principal glicocorticéide (Widmaier e Kunz, 1993). Sao
animais longevos em relacdo a outros mamiferos de peso corporal similar, tendo sido
encontrados registros de morcegos com até 30 anos de idade (Peracchi et al., 2006),
enquanto ratos de mesmo peso vivem até 3 anos. Além disso, morcegos apresentam-se
como um modelo experimental de grande valia, ndo sé pela proximidade evolutiva com
primatas (Pettigrew, 1986; Speakman, 2001), mas também pelo fato de possuirem uma
enorme diversidade natural de hébitos alimentares, possibilitando assim o estudo das

respostas metabdlicas a diferentes tipos de dieta (Peracchi et al., 2006).
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Os morcegos sdo mamiferos pertencentes a Ordem Chiroptera, que € dividida em
duas subordens, Megachiroptera e Microchiroptera. A primeira possui distribui¢do restrita a
regides tropicais do Velho Mundo, e compreende apenas uma familia, Pteropodidae, com
42 géneros e 185 espécies (Simmons, 2005). Os microquirépteros compreendem 17
familias, 157 géneros e 928 espécies, com distribuic@o virtualmente mundial e uma grande
diversidade de habitos alimentares (Simmons, 2005; Peracchi et al, 2006).

Dentre as 1.113 espécies de morcegos existentes (Simmons, 2005) apenas trés sao
hematéfagas: Desmodus rotundus (Geoffrey, 1810), Diphylla ecaudata (Spix, 1823) e
Diaemus youngi (Jentink,1893), sendo D. rotundus a mais abundante (Greenhall et al.,
1983).

D. rotundus ocorre desde o México até o norte da Argentina e Uruguai. Forma
colonias de 20 a 100 individuos, em média, e prefere sangue de mamiferos domésticos -
bois, cavalos, porcos, ovelhas - e, eventualmente, humanos (Greenhall et al., 1983).

D. youngi ocorre em regides do norte do México, Panam4, e, na América do Sul,
desde a regido amazonica até o norte da Argentina. Alimentando-se tanto de sangue de
mamiferos como de aves, essa espécie forma grupos de seis a 30 individuos (Greenhall e
Schutt, 1996).

D. ecaudata ocorre somente em regides tropicais - desde o México, América
Central, Peru até o Brasil (Peracchi et al., 2006). De modo geral, esta espécie forma
agrupamentos de até 12 individuos (Greenhall et al., 1984). Possui freqiiéncia de captura
superior a de D. youngi (Aguiar et al., 2006), mas é de mais dificil manuten¢@o em cativeiro
(Schutt et al., 1999). Devido a dificuldade de manutencdo em cativeiro e ao pequeno

nimero de individuos por coldnia, hd poucos estudos sobre a biologia bésica desta espécie
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(Ellizalde-Arellano et al., 2007). Nao € considerada uma espécie ameacada de extin¢do, de
acordo com a lista da IUCN (2006).

Dentre os trés hematofagos, D. ecaudata € o que possui a dieta mais especializada,
alimentando-se somente de sangue de aves, nas quais ataca especialmente as patas e a
regido cloacal (Greenhall et al., 1984). O tipo de alimentacdo veio acompanhado de uma
série de modificacdes morfolégicas no aparelho digestério, sendo o estdmago
extremamente alongado, com uma superficie de absor¢do muito maior em relagio a outras
espécies de morcegos (Rouk e Glass, 1970).

Neste trabalho investigou-se no morcego hematéfago Diphylla ecaudata o padrdo
das reservas de carboidratos, lipidios e proteinas e as concentracdes plasmaéticas de glicose
e AGL em animais alimentados e as variagdes desses pardmetros em resposta ao jejum por

24 e 36 h.
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O objetivo geral deste estudo foi determinar o padrio metabdlico de Diphylla
ecaudata. A partir disso, pode-se investigar se as pequenas reservas energéticas e a
fragilidade ao jejum observadas em D. rotundus sdo caracteristicas da espécie ou se
estariam associadas ao tipo de dieta de sangue e rica em proteinas e, portanto, presentes em
outros hematéfagos.

Os objetivos especificos foram determinar as seguintes reservas e metabdlitos de
animais alimentados, e 0 comportamento destes em resposta ao jejum de 24 e 36 h:

® glicose e dcidos graxos livres plasmaticos;
e glicogénio muscular e hepatico;

e proteina total muscular e hepatica;

¢ lipidios totais de musculo e figado;

e 4cidos graxos totais de carcaca.
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3. Justificativa

Uma das maneiras de se investigar a evolucdo dos processos de controle do
metabolismo energético € o estudo do padrao metabdlico de grupos de animais com hdabitos
alimentares caracteristicos e sua resposta frente a situacdes nutricionais especificas.

Grande parte dos trabalhos sobre metabolismo energético utiliza roedores como
animais de experimentagdo, principalmente ratos, na expectativa de que os resultados
obtidos com esses animais possam refletir, em parte, 0os processos que ocorrem em
humanos. Porém, atualmente tem sido demonstrado que nem sempre os resultados obtidos
apenas com um determinado animal refletem, de maneira satisfatéria, os processos
estudados na clinica.

Nos udltimos anos o Laboratério de Metabolismo Energético de Vertebrados, do
Depto. de Ciéncias Fisiologicas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB tem se
dedicado a estudar o metabolismo energético de diversos vertebrados, principalmente
morcegos, que tém se mostrado um modelo experimental de grande valia no estudo do
metabolismo energético comparativo. Uma das razdes seria a grande proximidade evolutiva
desses animais em relacdo aos primatas, incluindo o homem, e a outra seria a grande
diversidade de hébitos alimentares apresentada por morcegos, que faz deles uma ferramenta
muito interessante no estudo das adaptagdes metabdlicas aos vérios tipos de dieta e suas
respostas a privacao alimentar.

Os tnicos trés estudos com o intuito de estabelecer um padrdo metabdlico de
morcegos e possiveis adaptacdes ao jejum, abordando o controle nutricional e hormonal de
carboidratos, lipidios e proteinas, tiveram a participa¢do da Dra. Pinheiro. O primeiro deles

utilizando morcegos frugivoros como representantes de animais que se alimentam com
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dietas ricas em carboidratos foi tema da tese de doutoramento desta pesquisadora (Dra.
Pinheiro, 1995). Os outros dois foram realizados em morcegos hematéfagos da espécie
Desmodus rotundus, como representantes de animais que se alimentam com dietas ricas em
proteinas (dissertacdo de mestrado e dissertacdo de doutorado sob orientacdo da Dra.
Pinheiro).

Nos resultados com os morcegos frugivoros foi observado que esses morcegos
possuem um padrao metabdlico muito similar ao de outros animais, inclusive humanos, os
quais possuem dietas ricas em carboidratos.

Ja a partir dos achados obtidos com o morcego hematéfago Desmodus rotundus foi
observado que esses animais apresentam uma grande fragilidade frente ao jejum de 24 h e
que possuem reduzidas reservas de carboidratos e lipidios no estado alimentado, auséncia
de mobilizacdo das reservas lipidicas e protéicas, niveis baixos de insulina no plasma e
baixa capacidade de secre¢do desse hormonio em resposta a glicose (Freitas, 2000; 2005).

Este padrao metabdlico tnico encontrado em D. rotundus levou a escolha de outro
morcego hematéfago, Diphylla ecaudata, para o aprofundamento do estudo dos possiveis
efeitos que uma dieta composta unicamente por sangue (sanguivoria) poderia exercer sobre
o metabolismo energético de mamiferos.

O presente estudo utilizando o morcego hematéfago Diphylla ecaudata pretende,
assim, contribuir para o esclarecimento de importantes lacunas na compreensdo do
metabolismo energético associadas a dieta hematéfaga. A partir disso, podemos apontar se
a sanguivoria poderia ser responsavel pela formagao de padrao metabdlico tdo incomum.

Além disso, este estudo contribuird para o conhecimento mais aprofundado da
biologia e do comportamento de Diphylla ecaudata, ja que hd poucas publicagdes sobre

essa espécie.
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4. Material e Métodos

4.1. Locais de captura

A determinagdo dos locais de captura dos animais contou com a assessoria do
técnico da Geréncia e Controle de Zoonoses do Instituto de Satde do Distrito Federal Sr.
Jodo Bruno da Costa. A escolha das quatro cavernas foi baseada em suas quiropterofaunas
(Bredt et al., 1999):

Gruta do Morro (GO 072) — Padre Bernardo, Goids: Fazenda Cristal (15°27’°S,
48°09°W; altitude 840 m).

Gruta das Orquideas (GO 112) — Padre Bernardo, Goids: Fazenda Lagoa
(15°29°S, 48°04° W; altitude 840 m).

Gruta do Sal (DF 005) — Brazlandia, Distrito Federal: Fazenda Palestina (15° 30’S,
48°10’W; altitude 805 m).

Gruta da Sadva (DF 003) - Sobradinho, Distrito Federal: Fazenda Sete Lagoas

(15°32°S, 47°52°W; altitude 800 m).

4.2. Animais

Todas as coletas, transporte, manipulagdo, experimentacdo e sacrificio dos animais
foram aprovados do Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de Brasilia e autorizados pelo IBAMA (Processo n°
02008.0057/2006).

Para este estudo foram coletados 32 morcegos hemat6fagos adultos, machos e

N

fémeas (ndo-prenhes e ndo lactantes), pesando entre 17-28g, pertencentes a espécie
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Diphylla ecaudata (nome comum: morcego-vampiro de pernas peludas) (Ordem

Chiroptera, familia Phyllostomidae, subfamilia Desmodontinae).

Fig 1. Diphylla ecaudata (Foto retirada do site www.dgidc.min-edu.pt)

Os animais foram capturados entre 18 e 24h, intervalo em que a maioria dos
morcegos desta espécie costuma sair de seus abrigos (Dalquest, 1955). As coletas foram
realizadas com redes de neblina (“mist nets”), armadas na entrada das cavernas entre
outubro de 2006 e setembro de 2007. Foram capturados animais nas estacdes seca e
chuvosa, com a finalidade de eliminar uma possivel influéncia da sazonalidade nas reservas
energéticas.

As coletas foram realizadas de tal forma que cada caverna era visitada de 4 em 4
meses para que ndo houvesse diminuic¢ao significativa das populagdes de D. ecaudata, e
sempre com o apoio de técnico da Geréncia e Controle de Zoonoses, do Instituto de Saude
do Distrito Federal.

Apenas animais adultos, onde foi observada ossificagdo total do metacarpo por
palpacdo foram amostrados. Fémeas gravidas, identificadas por palpacdo abdominal, foram

desprezadas para composi¢do da amostragem, sendo libertas a seguir.
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ApOs a captura, os animais foram transportados imediatamente para o Laboratdrio
Integrado (Departamento de Ciéncias Fisioldgicas - UnB), sendo mantidos em biotério a
temperatura ambiente e no escuro, em gaiolas individuais teladas (25 x 30 x 45 cm) para
evitar fuga de animais e apropriadas a sua posi¢ao de repouso.

Como Diphylla ecaudata alimenta-se exclusivamente do sangue de aves (Greenhall
et al., 1984), para adaptagdo ao cativeiro cada animal recebeu por noite, durante 3 noites
consecutivas, um pombo vivo e sadio (Columba livia) e dgua ad libitum.

A escolha de pombos para a alimentacdo em cativeiro de Diphylla ecaudata deveu-
se as seguintes razdes: pombos estdo entre as presas preferidas de D. ecaudata (Uieda,
1994); estas aves possuem concentragcdes plasmadticas de glicose similares as de galinhas
domésticas (Da Silva et al., 2004; Lamosova et al., 2004), também uma das preferidas por
esses morcegos (Greenhall et al., 1984); evitar que os morcegos fossem pisoteados ou
bicados, no caso da utilizagdo de galinhas, o0 que causaria mais estresse aos animais.

Os pombos foram colocados nas gaiolas em que estavam os morcegos as 19h e
retirados na manha seguinte, as 7h. Cada pombo foi oferecido para alimentagdo por apenas
uma noite, sendo utilizadas trés aves/morcego. Esse padrdo de alimentacdo ja foi
amplamente testado e mostrou-se a Unica forma efetiva para a aceitagdo de alimento por
essa espécie em cativeiro (Uieda, 1994).

A massa corporal desses animais varia no decorrer do dia (Delpietro e Russo, 2002).
Para a certificacdo de que os animais tinham ingerido sangue e qual volume era ingerido, os
morcegos tinham seu peso determinado antes de colocados os pombos nas gaiolas e apds
sua retirada. A partir dessa diferenca de peso, pdde-se inferir uma ingestdo média de 7,6

mL de sangue/individuo/dia.
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Os animais posteriormente submetidos ao jejum por 24 e 36 h foram mantidos
apenas com agua ad libitum.

Para o grupo alimentado (ALM), os animais foram sacrificados logo apoés a retirada
dos pombos das gaiolas (7h), quando se procedia a coleta de sangue e a retirada dos tecidos
para a determinacdo das reservas (ver adiante). Para os grupos jejuados (J24 e J36), o
sacrificio foi feito também as 7h da manha.

A manipulagdo dos animais, bem como dos tecidos e do sangue dos mesmos foi
feita de acordo com as normas de higiene e segurancga, incluindo a vacinag@o anti-rabica e
anti-tetanica prévia de todos os pesquisadores e pessoal técnico envolvido. Apds a
vacinacdo anti-rdbica foi realizada a titulacio para determinacdo da quantidade de
anticorpos para o virus da raiva, pois somente membros da equipe imunizados poderiam

participar do projeto.

4.3. Procedimentos experimentais

4.3.1. Determinagdo do periodo experimental mdximo de jejum

Para determinacdo do periodo maximo de jejum a que seriam submetidos os
animais, 5 morcegos (3 machos e 2 fé€meas), apds serem alimentados por 3 noites
consecutivas, foram submetidos a jejum até que a glicemia alcancasse valores proximos a 3
mmol/LL (ou = 50 mg/dL de sangue), valor considerado minimo para a sobrevivéncia de
mamiferos (Freitas et al, 2003; Beardsall et al., 2006). Durante este periodo, somente dgua
ad libitum foi oferecida aos animais. Como apds 36 h de jejum os animais ja apresentaram
queda glicémica para valores inferiores a 2 mmol/L, estabeleceu-se o periodo maximo de

jejum de 36 h.
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Assim, os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos experimentais, a

saber: alimentados (ALM), jejuados por 24 h (J24) e jejuados por 36 h (J36).

4.3.2. Coleta de sangue para determinagdo da glicemia e de dcidos graxos livres (AGL)
plasmdticos

Ap6s o deslocamento cervical sucedido por decapitacdo, procedeu-se a coleta de
sangue a partir do tronco e por puncdo cardiaca em tubos heparinizados, posteriormente
centrifugados (2000 rpm/10min) (centrifuga FANEM Excelsa Baby) para separacdo do
plasma. A glicemia foi determinada pelo método enzimdtico colorimétrico da glicose-
oxidase (kit GLUCOX 500 — DOLES; Trinder, 1969; Barham e Trinder, 1972). Para
determinacdo dos d4cidos graxos livres plasmdticos (AGL) foi utilizado o método
enzimatico colorimétrico da acil-coA sintetase acil-CoA oxidase 3-metil-N-etil-N-(j-

hidroxietil)-anilina (kit NEFA C — WAKO CHEM).

4.3.3. Determinagdo do glicogénio no figado e miisculo peitoral

Para as determinagdes de glicogénio hepatico e do musculo peitoral, por¢des com
pesos entre 0,2 e 0,5 g de tecido foram colocadas em 2 mL de KOH 30% e o procedimento
posterior seguiu o método descrito por Sjorgren et al. (1938), com a utilizagdo do reativo

de Antrona.

4.3.4. Determinagdo da proteina total no figado e miisculo peitoral
Para a determinacdo da proteina total tecidual, por¢cdes com pesos entre 0,2 € 0,5 g

do figado e do musculo peitoral foram homogeneizadas em 10 mL de solucdo de NaCL
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0,9%. A seguir, foi utilizado o método colorimétrico do acido bicinconinico (Kit BCA-

PIERCE).

4.3.5. Determinagdo dos lipidios totais no figado e miisculo peitoral

Para a extracdo dos lipidios totais hepatico e muscular, por¢des destes tecidos com
pesos entre 0,2 e 0,5 g foram homogeneizadas em 25 mL de solu¢do de cloroférmio-
metanol (2:1) segundo Folch et al. (1957). Apos a filtragdo e separacio das fases por adicao
de solugdo salina 0,9%, uma aliquota da fase cloroférmica foi utilizada para determinacdo

dos lipidios totais, pelo método gravimétrico.

4.3.6. Determinagdo dos dcidos graxos totais de carcaca

Os acidos graxos totais da carcaca foram determinados apds a retirada dos tecidos
mencionados anteriomente, além do tubo digestivo (a partir da por¢do terminal do esdofago
até o anus). As carcagas, que tinham peso entre 17 e 28g, foram digeridas em 100 mL de
KOH 6 N, sendo entdo filtradas e adicionadas de igual volume de dlcool absoluto,
resultando em uma solu¢do de KOH - etanol 50% (v/v). Uma amostra desta dispersdo foi
lavada com éter de petroleo, corada com verde bromo cresol, acidificada com H,SO47 N, e
finalmente submetida a extra¢cdo com cloroférmio. Um volume conhecido desta fase foi

utilizado para determinacdo dos dcidos graxos totais pelo método gravimétrico.

4.4. Tratamento Estatistico

4.4.1. Tamanho amostral
Para a estimag@o do tamanho amostral, foram utilizados os dados de glicemia de um

teste piloto com 5 animais alimentados. Foram obtidos os seguintes dados de média e
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desvio-padrdo: 7,4 + 1,45 mmol/L (132,6 = 26,12 mg/dL). Face a dificuldade na
manutencdo do animal em cativeiro, além do pequeno nimero de animais por coldnia,
utilizou-se um poder de teste intermedidrio, correspondente a um erro igual a 15% da
média, de forma que o tamanho amostral necessério nao fosse grande. Nessas condi¢des o n
necessario estimado foi igual a 6 (n=1,96” . 6’/ E%, onde o =desvio-padrio e E=erro padrio

médio).

4.4.2. Andlise dos dados

Os resultados foram expressos pela Média £ EPM (Erro Padrao da Média). Foram
verificadas a distribuicdo normal, através do teste de Shapiro-Wilk W, e a
homocedasticidade, através do teste de homogeneidade da varidncia Brown-Forsythe, para
cada grupo de dados. Para andlise estatistica foi empregada a Andlise de Variincia
(ANOVA), tendo como varidvel independente o estado nutricional. Para a andlise post-hoc
foi empregado o teste de Tukey para n desiguais. Para varidveis nado-homogéneas ou que
nao apresentaram distribuicdo normal foi empregada a ANOVA ndo paramétrica (Kruskal-

Wallis), ou o teste Mann-Whitney U. O critério de significancia foi de 5%.
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5. Resultados

5.1. Glicemia

Os dados dos grupos ALM (5,99 + 0,66 mmol/L), J24 (4,91 £ 0,74 mmol/L), e J36
(2,03 + 0,39 mmol/L) distribuem-se segundo uma normal (valores de p iguais a 0,99, 0,32 ¢
0,40, respectivamente) e apresentam varidncias homogéneas (p=0,28). Esses resultados
autorizam, portanto, o uso do teste d¢ ANOVA que, associado ao teste post-hoc de Tukey
para n desiguais, mostrou que J24 ndo se diferencia de ALM (p=0,49), mas que J36 ¢é

diferente de forma significativa (p=0,008) (Fig 2).

N ALM
/1 J24
. J36

*%

Glicemia (mmol/L)
N

Fig. 2. Concentragdes plasmdticas de glicose (mmol/L) em D. ecaudata alimentados
(ALM) e jejuados por 24 (J24) e 36 horas (J36). As colunas e as barras verticais
representam, respectivamente, a média + EPM de 6-11 individuos por grupo experimental.
** p< 0,01 em relag@o aos animais alimentados e jejuados por 24 h.
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5.2. Acidos Graxos Livres

Os dados do grupo ALM (0,81 + 0,07 mmol/L) ndo seguem uma distribui¢io
normal (p=0,02) enquanto os do grupo J24 (0,84 + 0,16 mmol/L), sim (p=0,59). Esses
resultados impdem o uso de um teste como o Mann-Whitney U, ndo paramétrico, que
mostrou que nio ha diferencas entre os dois grupos (p = 1,0) (Fig 3). Devido ao reduzido
nimero de individuos e ao pequeno volume plasmatico, ndo foi possivel determinar os

niveis de AGL em animais jejuados por 36 h.

1,2 1

1,0 1 N ALM
“V /1 J24

0,8 4

0,6

0,4

Acidos Graxos Livres (mmol/L)

0,2

0,0 T

Fig. 3. Concentracdes plasmaticas de acidos graxos livres (AGL; mmol/L) em D. ecaudata
alimentados (ALM) e jejuados por 24 horas (J24). As colunas e as barras verticais
representam, respectivamente, a média + EPM de 10-11 individuos por grupo experimental.
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5.3. Glicogénio hepdtico e muscular

Os dados para o glicogénio hepatico nos grupos ALM (46,96 + 11,28 umol glucosil-
unidades/g, p=0,06), J24 (1,74 £+ 0,49 pumol glucosil-unidades/g, p=0,005) e J36 (0,94 +
0,26 pmol glucosil-unidades/g, p=0,018) ndo seguem uma distribui¢do normal e, assim,
sugerem o uso de um teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis, H (2, N= 27) =18,57), que
mostrou que os dois ultimos se diferenciam de forma significativa (p<0,01) do primeiro
(Fig. 4).

Os dados para glicogénio muscular nos grupos ALM (26,62 + 8,40 umol glucosil-
unidades/g, p=0,001), J24 (19,11 £ 4,52 pumol glucosil-unidades/g, p=0,0025) e J36 (11,81
+ 0,71 umol glucosil-unidades/g, p=0,703), ndo seguem uma distribui¢cdo normal e, assim,
exigem o uso de um teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis, H (2, N= 27) = 4,095), que
mostrou que ndo foram encontradas diferencas significativas entre os trés grupos (p =0,129)

(Fig 4).
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Fig. 4. Concentragdes de glicogénio no figado e misculo peitoral (pmol glucosil-
unidades/g) em D. ecaudata alimentados (ALM) e jejuados por 24 (J24) e 36 horas (J36).
As colunas e as barras verticais representam, respectivamente, a média £ EPM de 6-11
individuos por grupo experimental. ** p< 0,01 em relacdo a animais alimentados.
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5.4. Proteina total hepdtica e muscular

As concentracdes de protefnas totais hepaticas dos grupos ALM (11,49 + 1,23 g/100
g), 124 (15,33 £ 1,57 g/100 g) e J36 (19,29 + 1,41 g/100 g) distribuem-se segundo uma
normal (valores de p iguais a 0,19, 0,84 e 0,24, respectivamente) e os trés grupos
apresentam varidncias homogéneas (p=0,64). Esses resultados autorizam, portanto, o uso
do teste de ANOVA que, associado ao teste post-hoc de Tukey para n desiguais, mostrou
que J24 ndo se diferencia de ALM (p=0,15), mas que J36 ¢é diferente de forma significativa
(p=0,062) (Fig 4).

As concentragdes de proteinas totais musculares dos grupos ALM (8,28 + 1,05
g/100 g) e J36 (9,99 + 1,83 g/100 g) seguem uma distribuicdo normal (respectivamente,
p=0,20 e p=0,07); J24 (9,07 £ 0,59 g/100 g), entretanto, ndo apresenta O mMeESMO
comportamento (p=0,039) e, por isso, a opcdo pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo

paramétrico, que ndo detectou diferencas significativas (p=0,54) (Fig 5).
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Fig. 5. Concentracdes de proteinas totais (g/100g) no figado e musculo peitoral de D.
ecaudata alimentados (ALM) e jejuados por 24 (J24) e 36 horas (J36). As colunas e as
barras verticais representam, respectivamente, a média = EPM de 6-11 individuos por
grupo experimental. ** p< 0,01 em relacdo aos animais alimentados e jejuados por 24
horas.
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5.5. Lipidio total hepdtico e muscular

As concentragdes de lipidios totais do figado dos grupos ALM (7,63 + 0,65 g/100
g), J24 (7,04 £ 0,81 g/100 g), e J36 (7,39 + 0,92 g/100 g) distribuem-se segundo uma
normal (valores de p iguais a 0,64, 0,58 e 0,14 respectivamente), € os trés grupos
apresentam varidncias homogéneas (p=0,87). Esses resultados autorizam, portanto, o uso
do teste de ANOVA, que nio encontrou diferengas entre os grupos (p=0,85) (Fig 6).

No caso do miusculo, os dados dos grupos ALM (7,81 + 0,52 g/100 g), J24 (8,17
0,70 g/100) e J36 (7,01 + 0,64 g/100 g) distribuem-se segundo uma normal (valores de p
iguais a 0,38, 0,16 e 0,10 respectivamente) e os trés grupos apresentam variancias
homogéneas (p=0,75). Esses resultados autorizam, portanto, o uso do teste de ANOVA, que

nao encontrou diferengas entre os grupos (p=0,56) (Fig 6).
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Fig 6. Concentracdes de lipidios totais (g/100g) no figado e musculo peitoral de D.
ecaudata alimentados (ALM) e jejuados por 24 (J24) e 36 horas (J36). As colunas e as
barras verticais representam, respectivamente, a média = EPM de 6-11 individuos por
grupo experimental.
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5.6. Acidos graxos totais de carcaca

As concentracdes de dcidos graxos totais de carcaca dos grupos ALM (3,80 + 1,47
g/100g), J24 (3,64 £ 0,32 g/100 g) e J36 (3,79 £+ 0,69 g/100 g) distribuem-se segundo uma
normal (valores de p iguais a 0,31, 0,0505 e 0,81 respectivamente), € os trés grupos
apresentam variancias homogéneas (p=0,68). Esses resultados autorizam, portanto, o uso

do teste de ANOVA que ndo detectou diferencas entre os grupos (p=0,96) (Fig 7).

3 H ALM
/3 J24
N J36

Acidos Graxos Totais (g/100g)

Fig. 7. Acidos graxos totais de carcaca (g/100g) de D. ecaudata alimentados (ALM) e
jejuados por 24 (J24) e 36 horas (J36). As colunas e as barras verticais representam,
respectivamente, a média £ EPM de 6-11 individuos por grupo experimental.
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6. Discussao e Conclusoes

A glicemia de D. ecaudata no estado alimentado foi similar a de mamiferos
alimentados com dietas HC, como humanos (Cryer, 1991), ratos (Eiseistein e Strack, 1971)
e morcegos frugivoros (Widmaier e Kunz, 1993; Korine et al., 1999; Pinheiro et al., 2006),
e similar também a de mamiferos que se alimentam com dietas HP, como gatos (Kettelhut
et al.,, 1980), raposas (Tallas e White, 1988), ledes, tigres, caes (Opazo et al., 2004) e
morcegos hematéfagos D. rotundus (Freitas et al., 2003). A glicemia de animais
alimentados poderia estar sendo mantida através da neoglicogénese, como visto para
animais HP (Kettelhut et al., 1980), e também da glicose presente no sangue de suas presas,
como o sugerido para D. rotundus (Freitas et al., 2003).

O jejum de 24 h ndo provocou diminui¢cdo na concentracdo da glicose plasmadtica
em D. ecaudata, semelhante ao observado em mamiferos de dietas HP, como gatos
(Kettelhut et al., 1980), visons (Mustonen et al., 2005), fuinhas (Nieminen et al., 2007),
raposas € outros carnivoros (Tallas e White, 1988), nos quais os niveis glicémicos se
mantém constantes apOs este periodo de jejum. Porém, estes resultados diferem do
observado em mamiferos com dietas HC, como humanos (Cryer, 1991), ratos (Eiseistein e
Strack, 1971) e morcegos frugivoros (Widmaier e Kunz, 1993; Pinheiro et al., 2006), que
apresentam queda inicial da glicemia da ordem de 30 a 40% no jejum de 24 h; e diferem
mais fortemente dos estudos feitos por Freitas et al. (2003) que mostraram que morcegos
D. rotundus apresentam diminui¢do de cerca de 70% na glicemia nesse periodo de jejum,
ao contrdrio do visto para animais HP. Os resultados obtidos para D. ecaudata jejuados por

24 h, portanto, parecem seguir o observado para a maior parte dos mamiferos, onde,
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independentemente do tipo de dieta, a estabilidade da glicemia no jejum € garantida pela
glicogendlise e, principalmente, pela neoglicogénese hepatica (Brosnan, 1999).

Normalmente, mamiferos que se alimentam ou foram adaptados a uma dieta rica em
carboidratos apresentam, no jejum de 24 até 48 h, queda da glicemia para valores entre 3 e
4 mmol/L (= 50-70 mg/dL) e apdés 72 h de privacdo alimentar ha a estabilizacdo desses
valores em torno de 4 mmol/L (= 70mg/dL) (Felig, 1979). Por outro lado, mamiferos de
dieta HP apresentam glicemia no jejum similar ao estado alimentado (Kettelhut et al., 1980;
Krebs, 2005; Mustonen et al., 2005; Nieminen et al., 2007). Quando D. ecaudata foi
submetido ao jejum de 36 h observou-se queda na glicemia para valores em torno de 2
mmol/L (= 35 mg/dL), o que difere do observado para a maior parte dos mamiferos, tanto
os de dietas HC, incluindo morcegos frugivoros (Pinheiro et al., 2006), quanto HP
(Mustonen et al., 2005). Uma queda glicémica de tal magnitude em resposta a tdo curto
periodo de jejum em mamiferos s6 havia sido observada anteriormente no morcego
hematéfago D. rotundus jejuado por 24 h (Freitas et al., 2003) e em ratos granivoros de
pradaria jejuados por 12 h (Mosin, 1982; Mustonen et al., 2007). Porém, a comparacdo
entre D. ecaudata e ratos granivoros de pradaria torna-se pouco util, uma vez que a dieta
destes ultimos € rica em carboidratos. Por outro lado, comparando-se D. ecaudata e D.
rotundus, espécies hematofagas e com dieta HP, observa-se que a glicemia de D. ecaudata
no jejum de até 24 h se mantém em valores similares aos do estado alimentado, enquanto
que em D. rotundus esta diminui aproximadamente 70%. Porém, a semelhanga surge no
jejum superior a 24 h, onde as duas espécies apresentam queda glicEmica para niveis
incompativeis com a sobrevivéncia em mamiferos (Altrigham, 1996; Freitas et al., 2003).

A literatura tem mostrado que, na maior parte dos mamiferos, a degradacdo das

reservas hepdticas de glicogénio, além da neoglicogénese e da utilizacdo de fontes
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exdgenas de carboidratos contribuem para a manutengdo da homeostase glicémica,
principalmente no inicio do jejum (Felig, 1979; Corssmit et al., 2001; Beardsall et al., 2006;
Voigt e Speakman, 2007). D. ecaudata possui pequenas reservas de glicogénio quando
comparadas as de outros mamiferos tanto de dieta HC quanto HP (~1%), porém nao se
pode descartar a participagdo das mesmas na manutencio da glicemia no jejum de 24 h.

O contetido hepético de glicogénio de D. ecaudata foi inferior ao observado para a
maior parte dos animais, tanto os de dieta HC, como morcegos frugivoros (Okon et al.,
1978; Pinheiro et al., 2006), humanos (Brosnan, 1999) e ratos (Kettelhut et al., 1980), como
os de dieta HP, como gatos (Kettelhut et al., 1980), fuinhas (Nieminen et al., 2007) e
humanos adaptados a este tipo de dieta (Bisschop et al., 2000; Allick et al., 2004), onde
estas reservas variam entre 170 pmol glucosil-unidades/g (3 mg/100g) em gatos (Kettelhut
et al., 1980), 450 pmol glucosil-unidades/g (8 mg/100g) em fuinhas (Nieminen et al., 2007)
e 550 pmol glucosil-unidades/g (10 mg/100g) em humanos (Corssmit et al., 2001). Porém,
mais uma vez, essa reserva de D. ecaudata se assemelha a encontrada em D. rotundus, cujo
valor foi de 55 pmol glucosil-unidades/g (1 mg/100g) (Freitas et al., 2003).

A neoglicogénese hepdtica, a partir de aminoéacidos, lactato e glicerol, contribui para
a manuten¢do da homeostase glicémica na maior parte dos mamiferos submetidos ao jejum,
como ratos, coelhos (Spargo et al., 1979), humanos (Brosnan, 1999), visons (Mustonen et
al., 2005) e morcegos insetivoros e frugivoros (Okon et al., 1978; Yacoe et al., 1982). A
proposito, a neoglicogénese estd presente de forma mais intensa em mamiferos com dietas
HP, onde sua ativacdo ja ocorre no estado alimentado e se mantém alta no jejum (Krebs,
2005; Mustonen et al., 2005). Da mesma forma que para D. rotundus (Freitas et al., 2003) e

para ratos de pradaria (Mosin, 1982; Mustonen et al., 2007), a auséncia de mobiliza¢do das
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proteinas e do glicogénio musculares sugere que, também em D. ecaudata, haveria pequena
participacdo dessas reservas no fornecimento de substratos para a neoglicogénese.

As concentragdes de proteinas hepaticas de D. ecaudata, inferiores as encontradas
tanto em mamiferos HC quanto HP (Kettelhut, 1981; Pinheiro, 1995), porém similares a D.
rotundus (Freitas et al., 2003) ndo sofreram modificacdo com o jejum de 24 h. O aumento
desta reserva no jejum de 36 h pode ser resultado de um aumento de atividade enzimética
da B-oxidacdo no figado destes animais, e conseqiiente producdo de corpos cetdnicos.

O tecido adiposo também exerce papel importante no controle dos niveis glicémicos
da maior parte dos mamiferos (Sethi e Vidal-Puig, 2007) e, embora os 4cidos graxos livres
(AGL) ndo sejam substratos diretos para a neoglicogénese, podem estimular esta via,
contribuindo para a elevacdo da glicose circulante (Corssmit et al., 2001; Roden e
Bernroider, 2003; Allick et al., 2004). Isto porque a oxidag@o dos 4cidos graxos no figado
gera moléculas de acetil-CoA que ativam alostericamente a enzima piruvato carboxilase,
potencializando a sintese de novo de glicose (Felig, 1979; Roden e Bernroider, 2003;
Jitrapakdee et al., 2007). Os AGL também contribuem para a reducdo do uso da glicose
pelos tecidos, através da inibi¢do da via glicolitica e da translocacdo de GLUT4 para a
membrana plasmadtica (Weber e Haman, 2004).

D. ecaudata alimentados apresentaram niveis circulantes de AGL (0,8 mmol/L)
superiores aos vistos tanto em animais com dietas HC, como ratos (0,5 mmol/L) (Almeida
e Mello, 2004), humanos (0,4 mmol/L) (Issekutz et al., 1967) e morcegos frugivoros (0,7
mmol/L) (Pinheiro, 1995), quanto em animais com dietas HP, como gatos (0,4 mmol/L)
(Kettelhut, 1981). Os niveis de AGL de D. ecaudata alimentados, porém, foram menores
do que os encontrados no morcego D. rotundus em mesma condi¢do nutricional (1,2

mmol/L) (Freitas et al., 2003). No jejum de 24 h as concentracdes de AGL nado se
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modificaram em D. ecaudata, o que difere do encontrado para a maioria dos animais
citados acima, nos quais o jejum provoca aumento deste parametro, como em humanos (1,2
mmol/L) (Issekutz et al., 1967), morcegos frugivoros (2,1 mmol/L) (Pinheiro, 1995) e gatos
(0,5 mmol/L) (Kettelhut, 1981). Esse comportamento difere, também, do visto para D.
rotundus jejuados por 24 h, onde houve diminuicdo desse parametro para valores em torno
de 0,8 mmol/L (Freitas et al., 2003).

Possivelmente os altos valores de AGL encontrados no plasma de D. ecaudata
alimentados sejam provenientes de sua dieta, ou seja, do sangue de suas presas (pombos)
que apresentam niveis de AGL da ordem de 0,85 mmol/L de plasma (Da Silva et al., 2004).
Esses valores observados no plasma de pombos foram similares aos observados em D.
ecaudata. A permanéncia dos altos niveis de AGL no jejum de 24 h parece, também, ser
resultante da dieta de D. ecaudata, como veremos a seguir.

As concentragdes lipidicas totais hepdticas de D. ecaudata alimentados foram
superiores as encontradas em morcegos frugivoros (Okon et al., 1978), além de outros
mamiferos de dietas HC, como ratos (Kettelhut et al., 1980, Noguchi et al., 2001) e
humanos (Felig, 1979; Corssmit et al., 2001), ou de dieta HP, como gambds (Weber e
O’Connor, 2000) e o morcego D. rotundus (Freitas et al., 2003). Nao foi observada
diminuicdo dos lipidios totais hepéticos na resposta ao jejum de 24 e 36 h em D. ecaudata,
que se manteve em niveis superiores aos animais citados acima, exceto para morcegos
frugivoros Artibeus lituratus e A. jamaicensis, cujos niveis de lipidios hepdticos no jejum
foram muito superiores aos encontrados em D. ecaudata (Pinheiro, 1995).

Os altos niveis de AGL plasmaticos encontrados em D. ecaudata alimentados e
jejuados por 24 h poderiam estar contribuindo para o aumento dos lipidios totais hepaticos

nestes animais.
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As reservas lipidicas totais musculares de D. ecaudata alimentados, similares as de
morcegos frugivoros (Okon et al., 1978) e D. rotundus (Freitas et al., 2003), ndo sofreram
alteracOes em nenhum dos dois periodos de jejum. Essa resposta sugere que, da mesma
forma que para D. rotundus (Freitas et al., 2003) e para morcegos frugivoros e insetivoros
(Yacoe et al., 1982), as reservas lipidicas musculares devam contribuir apenas para o
metabolismo muscular e ndo para o fornecimento de AGL para a circulacao.

As restri¢cdes aerodindmicas, o tamanho corporal reduzido e o alto requerimento
energético do vdo tornam a oxidacdo lipidica ideal para as exigéncias metabdlicas,
principalmente do musculo peitoral (Yacoe et al., 1982; Brosnan, 1999; Sethi e Vidal-Puig,
2007). Como as reservas de glicogénio do musculo peitoral de D. ecaudata mostraram-se
pequenas, inclusive no estado alimentado, € possivel que este misculo utilize
preferencialmente lipidios como fonte energética, como foi sugerido por Yacoe et al.
(1982) para 10 espécies de morcegos sul-americanos. Esses autores observaram grande
atividade da 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, enzima-chave da B-oxidacdo, no musculo
peitoral destes animais.

As concentracdes de dcidos graxos totais da carcaca de D. ecaudata alimentados
foram pequenas se comparadas as encontradas em morcegos frugivoros (Pinheiro, 1995) e
ratos (Schmid et al., 1984), e similares as observadas em D. rotundus (Freitas et al., 2003).
Nao houve modificacdo destas reservas apds os dois periodos de jejum em D. ecaudata,
como visto em D. rotundus (Freitas et al., 2003). Esses resultados, porém, diferiram do
observado em morcegos frugivoros e ratos (Schmid et al., 1984; Pinheiro, 1995), onde foi
observada mobilizac¢do dos lipidios da carcaca em resposta a privacao alimentar.

Em ambientes que ultrapassam os limites de sua temperatura fisioldgica, os

mamiferos necessitam gastar energia para manter a temperatura corpdrea em niveis
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constantes. Assim, em ambientes de baixas temperaturas a manutencdo da endotermia
requer producdo de calor metabdlico e em ambientes com altas temperaturas ocorre gasto
energético para o resfriamento corporal (McNab, 2002). Morcegos apresentam uma grande
diversidade de padrdes termo-regulatérios (Speakman e Thomas, 2003), que podem
depender do tipo de dieta e do estado nutricional (McNab, 1969). Em particular, morcegos
hematéfagos apresentam baixa capacidade termo-regulatéria devido, provavelmente, ao
baixo valor energético do sangue e as pequenas reservas corporais. A termo-regulacdo fica
ainda mais dificil quando esses animais sdo submetidos a privacdo alimentar (McNab,
1973). Portanto, € possivel que as pequenas reservas lipidicas da carcaca tenham um papel
preponderante na manuten¢do da endotermia em D. ecaudata e, por isso, parecem ser
poupadas na resposta ao jejum.

Como D. ecaudata ndo apresentou diminui¢do significativa das reservas lipidicas
corporais na resposta ao jejum de até 36 h, estas ndo devem estar contribuindo para os altos
niveis de AGL nesse estado nutricional. Esses achados sdo similares ao visto em D.
rotundus, onde a mobilizacdo lipidica ocorreu somente a partir de jejum de 72 h e, mesmo
assim, ndo acarretou aumento concomitante de AGL no plasma (Freitas et al., 2003).
Assim, como ndo foi observada mobilizacdo lipidica em D. ecaudata durante o jejum de 24
h, € possivel que os altos niveis de AGL encontrados sejam provenientes de outras reservas
lipidicas ndo investigadas aqui, de aminodcidos contidos na dieta (através de sua
transformacdo em aceto-acetil Coa e posteriormente em 4acidos graxos livres) ou, ainda, de
AGL oriundos da dieta.

De maneira geral, nossos resultados sugerem que, da mesma forma que o indicado
para D. rotundus (Freitas et al., 2003) e para ratos de pradaria (Mustonen et al., 2007), a

neoglicogénese parece nao exercer um papel essencial no controle glicémico de D.
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ecaudata, pelo menos no jejum superior a 24 h. Embora nio se possa descartar a ativacao
desta via em animais alimentados e jejuados por 24 h, esse processo parece nio estar
presente, pelo menos, em morcegos jejuados por 36 h, pois a glicemia cai para niveis muito
baixos neste periodo.

No periodo absortivo e, possivelmente, no jejum de 24 h a manutencdo da glicemia
em Diphylla ecaudata parece ter alguma contribuicio da glicose presente na dieta, sugestao
ja feita anteriormente para D. rotundus alimentados (Freitas et al., 2003). O fato de que em
D. rotundus ocorre queda glicémica no jejum de 24 h e em D. ecaudata isso acontece
apenas no jejum de 36 h poderia estar associado aos diferentes tipos de presa. Ou seja,
como a glicemia de pombos alimentados € quase quatro vezes superior a de mamiferos
domésticos (Frohli e Blum, 1988; Da Silva et al.,, 2004), D. ecaudata teria maior
suprimento de glicose a partir de sua alimentacdo do que D. rotundus, que prefere o sangue
de mamiferos. Nossa hipdtese parece ser corroborada por estudos feitos em morcegos
nectarivoros (Glossophaga soricina) onde, no estado alimentado, ocorre oxidagdo
preferencial da glicose exdgena em detrimento da sua utilizagdo para a sintese de
glicogénio e lipidios. Esse padrdo possivelmente se deve ao alto custo energético da
estocagem de glicose na forma de glicogénio e ao alto peso destas reservas, o que poderia
prejudicar o desempenho deste pequeno animal durante o voo (Voigt e Speakman, 2007).
Nao se pode, no entanto, descartar a contribui¢ao do glicogénio hepético para a manuten¢ao
da homeostase glicémica no jejum de 24 h em D. ecaudata. Em G. soricina, além de
significativa metabolizacdo de carboidratos exdgenos apds a ingestdo, também ha
mobilizacdo de reservas lipidicas e de glicogénio em resposta a privagcao alimentar (Voigt e

Speakman, 2007).
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Outro estudo demonstrou que, principalmente no estado alimentado, D. rotundus
oxida AGL vindos do sangue do gado, além da metabolizacdo de suas reservas endégenas
(Breidenstein, 1982; Voigt et al., 2007), fendmeno corroborado pela diminui¢ido dos niveis
de AGL quando esses morcegos sdo submetidos ao jejum (Freitas et al., 2003). Os achados
destes autores sobre o uso de AGL refor¢cam a nossa hipétese de que talvez a dieta possa ter
participa¢do na manutengdo da glicemia e dos niveis de AGL plasmaticos em D. ecaudata
alimentados e jejuados por 24 h.

D. ecaudata costuma sair de seus abrigos em busca de alimento apds o pdr-do-sol,
retornando depois de um periodo médio de 30 minutos. Esses animais saem novamente
apenas no dia seguinte, enfrentando assim um jejum de aproximadamente 24 h (Dalquest,
1955; Uieda, 1994). Como visto nos resultados desse trabalho, durante a privacao alimentar
por 24 h D. ecaudata mantém a glicemia entre 4 e 6 mmol/L, valores necessdrios para a
sobrevivéncia de outros mamiferos (Unger, 1981; Taylor e Hirsch, 2007). Porém, a partir
de 36 h, estes animais apresentaram queda glicémica muito pronunciada, o que poderia
leva-los a 6bito por inani¢do. E possivel que as maiores concentracdes de glicose contidas
no sangue das aves que costumam predar sejam também responsdveis por manter a
glicemia de D. ecaudata em niveis compativeis com a vida de mamiferos até 24 h de jejum,
que € o periodo de privagdo alimentar normalmente enfrentado por estes animais em
condicdes naturais.

Como D. ecaudata apresenta grande especializacdo alimentar, ingerindo somente
sangue de aves, enfrenta maior probabilidade de ndo-obtencdo de alimento. A grande
fragilidade frente ao jejum, aliada a maior especializa¢cdo alimentar, demonstram que o
estresse alimentar é importante para esta espécie. Essas caracteristicas, aliadas ao maior

grau de encefalizacdo de morcegos-vampiros em relacdo a outras espécies de quirépteros
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(Greenhall et al., 1984), poderiam ter facilitado a evolucdo do comportamento da partilha
alimentar entre parceiros, comportamento descrito, inicialmente, apenas para D. rotundus
(Wilkinson, 1984), mas que também tem sido verificado para D. ecaudata (Ellizalde-
Arellano et al., 2007). Embora alguns relatos na literatura afirmem que D. ecaudata possui
hébitos solitdrios (Dalquest, 1955; Greenhall et al., 1984), o que tornaria mais dificil a
partilha reciproca de alimento, Bredt et al. (1999) sugere que o comportamento solitdrio
descrito para essa espécie poderia simplesmente representar o inicio de uma coldnia maior.
A colonizacdo de abrigos por D. ecaudata é sempre feita por um ou poucos individuos
machos a espera de fémeas para formar novas colonias, € que o descrito na literatura
poderia apenas se referir ao inicio da formacdo da colonia e ndo um hdbito constante na
vida dos animais.

A partilha reciproca, através da qual um individuo que obteve sucesso na busca por
alimento regurgita parte de seu contetido estomacal em proveito de outro individuo da
mesma unidade social que ndo teve a mesma sorte, aumenta as chances de sobrevivéncia do
individuo jejuado e compensa possiveis insucessos de forrageamento. Esse padrdo
comportamental deve, inclusive, auxiliar na perpetuacdo da espécie, compensando o nicho
alimentar estreito, a fragilidade frente ao jejum superior a 24 h e as baixas taxas de
fecundidade de D. ecaudata (Greenhall et al., 1984).

Wilkinson (1990) sugere que sem a partilha reciproca a mortalidade entre morcegos
hematdéfagos da espécie D. rotundus seria altissima e que rapidamente estes animais se
extinguiriam. Como D. rotundus é a espécie de morcego hemat6fago que possui as colonias
mais numerosas dentre as espécies hematofagas, destaca-se ainda mais a importancia deste

comportamento altruista também para D. ecaudata.
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Quanto a selecdo de presas, as diferencas entre o comportamento alimentar de D.
ecaudata e de D. rotundus poderiam explicar as maiores populacdes deste ultimo, ja que
suas presas existem em maior quantidade, t€m maior biomassa, e pela prépria facilidade de
visualizacdo destas. Isso permitiria maior facilidade de adaptacdo aos mais variados
ambientes. No entanto, é importante lembrar que a maior especializa¢do na alimentacdo de
D. ecaudata pode reduzir a competicdo em ambientes em que estas duas espécies coexistam
(Schutt et al., 1999).

Finalmente, as pequenas reservas de carboidratos e lipidios, e a fragilidade ao jejum
apresentadas por D. ecaudata e por D. rotundus sugerem alguma relacdo entre a dieta
hematdfaga e esse padrao metabdlico. A interferéncia da dieta da mae no desenvolvimento
fetal foi demonstrada em estudos feitos em humanos e ratos, que mostraram que o ambiente
intra-uterino poderia influenciar positiva ou negativamente o metabolismo de nascituros, o
qual dependeria da sadde, alimentagdo e status metabdlico da mae. Fetos subnutridos ou
supernutridos t€ém um desenvolvimento irregular do pancreas enddcrino, gerando tanto uma
redugdo da populagdo de células B pancredticas, quanto de células pouco capazes de lidar
com estresses metabolicos e oxidativos durante a vida do animal. Essas alteracOes estdo,
possivelmente, associadas a disfungdes das mitocdndrias em células B devido a falta ou
excesso de nutrientes. A massa de células P presente ao fim do desenvolvimento
embriondrio determina a massa das ilhotas de Langerhans na idade adulta, j& que a
producdo de novas células secretoras de insulina € pequena apds o nascimento. Dessa
forma, um ambiente uterino desbalanceado energeticamente devido a uma dieta deficitaria
da mae poderia ocasionar graves altera¢des enddcrinas, inclusive diminuicdo de massa de
células B pancredticas e reducao da sensibilidade tecidual a insulina (McCurdy e Friedman,

2006; Reusens e Remacle, 2006).

40



Metabolismo energético e resposta ao jejum do morcego hematdéfago Diphylla ecaudata

Discussédo e Conclusdes

Assim, a dieta predominantemente protéica e com baixa quantidade de glicose
ingerida por fémeas prenhes de D. rotundus poderia ser um dos fatores que explicariam a
diminui¢do da massa de células f, a pequena secrecdo pancredtica de insulina e as baixas
concentracdes plasmadticas deste hormonio ja observadas para essa espécie (Freitas, 2005).
Como o padrdo metabdlico visto para D. rotundus é muito similar ao de D. ecaudata, tal
fendmeno poderia estar ocorrendo, também, neste dltimo.

Morcegos hematéfagos, comparados as outras espécies de quirdpteros e de outros
mamiferos de tamanho similar (ratos e camundongos) possuem maior tempo de gestacao
(Schmidt, 1988; Reusens e Remacle, 2006), submetendo o feto por mais tempo a um
ambiente pobre em carboidratos, o que poderia comprometer o pancreas destes animais.
Como o desenvolvimento de células B depende particularmente de glicose, o suprimento
reduzido deste substrato para os fetos desses hematofagos poderia resultar em diminui¢do
da proliferacdo deste tipo celular durante a embriogénese. Uma conseqiiéncia disso seria
uma redugdo dos niveis de sintese e secre¢do de insulina, ja demonstrado para D. rotundus,
e que poderia também estar presente em D. ecaudata. Isso explicaria suas baixas e/ou
auséncia de reservas energéticas corporais, possiveis fatores para sua fragilidade ao jejum
tdo incomum entre mamiferos. E, em torno desta fragilidade, adaptagdes comportamentais,
como o compartilhamento reciproco de sangue através da regurgitacdo, teriam importante

papel para a sobrevivéncia dessas espécies.
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