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RESUMO

Apesar do objetivo conservador, as respostas imunes dos animais sdo profundamente moldadas
por uma variedade de fatores fisioldgicos, ecoldgicos, ambientais e evolutivos. Os estudos que
tentam compreender as causas e consequéncias de tal variagao levaram ao estabelecimento do
campo da ecoimunologia. A resposta de fase aguda (RFA) ¢ um componente central da resposta
imune inata e representa a primeira linha de defesa imunologica usada em resposta a infeccdes.
Embora varios estudos com vertebrados tenham relatado a ativacdo dos componentes
fisiologicos e comportamentais da RFA ap6s o desafio imune, houve grande variabilidade na
magnitude da ativacdo. Algumas destas diferengas podem refletir, até certo ponto, diferencas
no periodo de estimulacdo da RFA (atividade e repouso) e na concentragdo do agente
estimulador (lipopolissacarideo: LPS). Por outro lado, a fungao imunoldgica pode ser suprimida
ou estimulada pela exposicao a fatores ambientais que mudam rapidamente, como temperatura
e disponibilidade de alimentos. O aumento da temperatura ambiente (TA) e reducdo na
disponibilidade de alimentos (RA) sdo duas das consequéncias sinérgicas mais importantes das
mudangas climaticas e da perda e fragmentagao de habitats, entretanto, poucos estudos testaram
seus efeitos combinados na resposta imune induzida. O estudo se propds a avaliar a interagao
entre a magnitude da dose de LPS e o periodo de estimulag¢do nos componentes fisiologicos e
comportamentais da RFA, bem como os efeitos isolados e combinados da TA e FA sobre a
magnitude dessas respostas, utilizando o morcego frugivoro Carollia perspicillata como animal
modelo. Previmos que: a magnitude da resposta dos componentes da RFA avaliados seria
dependente da dose e/ou do periodo de estimulagdo; TA e RA bem como os efeito combinado
de ambos os fatores atenuaria ou exacerbaria a magnitude da resposta dos componentes da RFA
e a capacidade bactericida do plasma. Os resultados indicam uma reducao mais acentuada na
ingestdo alimentar em doses de LPS mais altas durante o periodo ativo, e um aumento da razao
neutrofilos/linfocitos (N/L) mais acentuado durante o periodo ativo, independentemente da
dose. Além disso, o aumento da temperatura da pele durou mais tempo apos doses mais altas
de LPS, independentemente do periodo das inje¢gdes. A capacidade bactericida e a maioria dos
componentes da RFA ndo foram afetados por mudancgas de curto prazo na disponibilidade de
alimentos e na temperatura ambiente. Por outro lado, a N/L aumentou em morcegos expostos a

baixa disponibilidade de alimentos e alta temperatura ambiente.

Palavras-Chave: Chiroptera, imunidade inata, lipopolissacarideo, disponibilidade de

alimentos, temperatura ambiente aumentada



ABSTRACT

Despite the conservative goal, animal immune responses are profoundly shaped by a variety of
physiological, ecological, environmental, and evolutionary factors. Studies attempting to
understand the causes and consequences of such variation have led to the establishment of the
field of ecoimmunology. The acute phase response (APR) is a central component of the innate
immune response and represents the first line of immunological defense used in response to
infections. Although several studies in vertebrates have reported activation of the physiological
and behavioral components of the APR following immune challenge, there was great variability
in the magnitude of activation. Some of these differences may reflect, to some extent,
differences in the period of APR stimulation (activity and rest) and in the concentration of the
stimulating agent (lipopolysaccharide: LPS). Conversely, immune function can be suppressed
or stimulated by exposure to rapidly changing environmental factors, such as temperature and
food availability. Increased environmental temperature (AT) and reduced food availability
(RA) are two of the most important synergistic consequences of climate change and habitat loss
and fragmentation; however, few studies have tested their combined effects on the induced
immune response. The study aimed to evaluate the interaction between the magnitude of the
LPS dose and the period of stimulation on the physiological and behavioral components of
APR, as well as the isolated and combined effects of AT and RA on the magnitude of these
responses, using the fruit bat Carollia perspicillata as a model animal. We predicted that: the
magnitude of the response of the APR components evaluated would be dependent on the dose
and/or the period of stimulation; AT and RA as well as the combined effect of both factors
would attenuate or exacerbate the magnitude of the response of the APR components and the
bactericidal capacity of the plasma. The results indicate a more pronounced reduction in food
intake at higher LPS doses during the active period, and a more pronounced increase in the
neutrophil/lymphocyte ratio (N/L) during the active period, regardless of the dose. Furthermore,
the increase in skin temperature lasted longer after higher doses of LPS, regardless of the period
of injections. The bactericidal capacity and most APR components were not affected by short-
term changes in food availability and environmental temperature. On the other hand, the N/L

increased in bats exposed to low food availability and high ambient temperature.

Keywords: Chiroptera, innate immunity, lipopolysaccharide, food availability, increased

ambient temperature

Title in English: Acute phase immune response in bats: an experimental approach.
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1-INTRODUCAO GERAL

Praticamente todos os organismos estdo constantemente expostos a uma ampla gama de
agentes patogénicos, e seu sistema imunologico desempenha um papel fundamental na mitigacao
dos potenciais efeitos deletérios de tal exposicao (Acevedo-Whitehouse and Duffus 2009). Apesar
do objetivo conservador de combater patdgenos, as respostas imunes utilizadas pelos animais sdo
bastante diversas, e profundamente moldadas por uma variedade de fatores fisioldgicos,
ecologicos, ambientais e evolutivos (Bowden, 2017). Os estudos que tentam compreender as causas
e consequéncias de tal variagdo, em todos os niveis de organizacdo bioldgica, aumentaram
substancialmente nas tltimas décadas, levando ao estabelecimento do campo da ecoimunologia
(Brock et al. 2014; Downs et al. 2014; Schoenle et al. 2018).

Por exemplo, fisiologicamente, fatores neuroenddcrinos, como hormdnios, podem modular
a imunidade ¢ o comportamento, conduzindo a respostas adaptativas ou ndo, dependendo das
necessidades do animal e do contexto ambiental (Demas & Ashley, 2017). Aves e mamiferos que
habitam ambientes com maior densidade populacional e exposicdo a patdgenos tendem a
desenvolver respostas imunes mais robustas, refletindo pressdes ecoldgicas especificas associadas
ao risco de infecgdo (Downs et al., 2014). Alteragdes ambientais como temperatura, pH e poluentes
(e.g. amonia, sulfato de cobre) reduzem significativamente a atividade imunolégica de crustaceos,
afetando sua capacidade de resistir a infecgdes bacterianas (Cheng & Chen, 2002). A coevolugao
entre hospedeiros e patdogenos ¢ um dos principais impulsionadores da diversidade no complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) em aves. Populagdes que habitam ambientes com alta
carga patogénica exibem maior diversidade alélica nesses genes, o que lhes confere uma vantagem
imunologica significativa ao permitir o reconhecimento de uma ampla gama de antigenos (Vinkler
et al., 2022). O campo emergente da ecoimunologia integra essas multiplas perspectivas,
enfatizando como as pressdes ambientais naturais moldam a imunidade. Essa abordagem difere do
foco mecanicista da imunologia tradicional ao considerar a relevancia ecoldgica e as estratégias
adaptativas, permitindo uma visao mais abrangente da plasticidade imunoldgica e de seus impactos

sobre a aptidao dos organismos em ambientes variaveis (Bowden et al., 2017; Vinkler et al., 2022).
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Do ponto de vista metodoldgico, os estudos ecoimunologicos utilizaram algumas métricas
que retratam a imunocompeténcia, ou seja, a capacidade do sistema imune de prevenir, combater
ou eliminar agentes patogénicos (Demas et al. 2011; Schoenle et al. 2018). Os primeiros estudos
ecoimunoloégicos tendiam a usar uma ou duas métricas imunoldgicas e interpretavam a variacao
medida como uma indica¢do da defesa antiparasitaria geral (Saino & Calza 1999; Johnsen et al.
2000; Moller & Erritzoe 2000). Entretanto, o sistema imunologico ¢ complexo e diferentes vias
imunologicas sdo importantes para responder a diferentes parasitas (Schoenle et al. 2018). O
reconhecimento da definicdo de imunocompeténcia como sendo ampla, e logisticamente dificil
avalia-la, fez com que o resultado dos ensaios fosse interpretado em razdo dos componentes
imunoldgicos especificos mensurados, ndo da imunocompeténcia em um sentido amplo geral
(Martinet et al. 2006, Schoenle et al. 2018). Em ultima andlise, as pesquisas ecoimunologicas
utilizam usaram métodos adequados para medir respostas especificas de um determinado ramo do
sistema imunologico (inato ou adaptativo — Bowden et al. 2017). Esses métodos variam de simples
medi¢Oes de sangue para analisar a quantidade de globulos brancos circulantes naturalmente e/ou
a capacidade do sangue de matar bactérias, até métodos mais complexos que exigem desafiar o
sistema imunoldgico com novos antigenos e, em seguida, medir a resposta (Assis et al. 2013;
Bowers et al. 2017; Grindstaff and Merrill 2017).

A resposta inflamatoria de fase aguda (RFA) € um componente central do sistema
imunologico inato, e sua quantificagdo ¢ amplamente utilizada para avaliar a resposta imunologica
de diferentes espécies de animais (Merlo et al. 2016; Roy et al. 2016; Ramirez-Otarola et al. 2018).
A técnica mais comum empregada para ativar RFA ¢ a administracdo central ou periférica de
lipopolissacarideo (LPS; Rudaya et al. 2005; Cray et al. 2009; Sampath 2018). O LPS consiste em
um componente imunogénico da membrana externa de bactérias gram-negativas que causa a
liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, que por sua vez desencadeia um conjunto de respostas
comportamentais (diminui¢do da atividade, anorexia, adipsia) e fisioldgicas (ativagdo do eixo
hipotadlamo-hipofise-adrenal, febre e leucocitose; Lochmiller and Deerenberg 2000; Sampath
2018). A RFA ¢ a primeira linha de defesa induzida usada por todos os animais em resposta a
infecgdes, e esta resposta acelera a eliminacdo de patégenos e aumenta a ativagdo do sistema
imunologico adaptativo, conferindo assim um beneficio imediato no controle da infec¢ao (Cray et
al. 2009). Entretanto, acredita-se que a RFA tenha uma alta relagdo custo/beneficio porque seu

valor protetor ¢ menor quando comparado com respostas constitutivas adaptativas, como aquelas
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mediadas por leucécitos, e o custo energético de sua ativagdo ¢ o mais alto de todas as defesas do
sistema imunologico (Hasselquist e Nilsson, 2012; Martin et al., 2008).

Ecologicamente, a diversidade e intensidade da exposi¢ao a patdgenos desempenham
papéis fundamentais na modelagem das respostas imunoldgicas. Os animais frequentemente
ajustam seu investimento imunologico com base na paisagem de patdgenos que enfrentam,
equilibrando os custos imunologicos com outros tracos de historia de vida, como reproducio e
crescimento (Horrocks et al., 2012). As diferentes atividades executadas ao longo do dia (descanso
versus busca por comida versus interacdes agressivas com membros da mesma espécie), alteram
risco imediato de ferimentos e/ou encontro com patégenos, € consequentemente a alocacdo de
recursos imunologicos pode ser alterada (Zylberberg 2015). Além disso, durante a fase ativa,
quando os animais exploram o ambiente em busca de alimento, a probabilidade de contato com
microrganismos patogénicos ¢ maximizada (Scheiermann et al. 2012, 2013).

O contexto ecologico pode afetar fortemente a interpretacdo da mudanga da forca das
respostas imunes na natureza, portanto, abordagens experimentais em ambientes controlados
podem nos ajudar a desvendar os efeitos de fontes especificas de estresse (Portner et al. 2004;
Portner and Farrell 2008; Chown et al. 2010; Somero 2010; Cooke et al. 2013). O custo energético
global da RFA induzida por LPS e/ou a magnitude dos seus componentes comportamentais,
fisiologicos e hormonais foram medidos em diversas espécies de aves e mamiferos em ambientes
controlados. Embora praticamente todos os estudos tenham relatado um aumento na taxa
metabolica e diminui¢do na ingestdo alimentar e/ou na massa corporal ap6s a inoculagdo com LPS
a magnitude das respostas variou substancialmente entre as espécies (Burness et al. 2010; Marais
et al. 2011; MacDonald et al. 2012; King and Swanson 2013; Langhans et al. 1990; Kozak et al.
1994; Koutsos and Klasing 2001; Coon et al. 2011). Por outro lado, nem todos os estudos relataram
que o LPS desencadeia febre, ativacao do eixo HPA e/ou leucocitose (Copeland et al. 2005; Krams
et al. 2012; Stockmaier et al. 2015). Algumas destas diferencas refletem certamente diferencas
especificas das espécies e dependem do contexto especifico do estudo. No entanto, algumas destas
diferencas podem refletir, até certo ponto, diferengas na dosagem de LPS (um proxy da carga
patogénica) e no periodo de estimulagdo do sistema imune (periodo de atividade ou repouso).

Por exemplo, estudos com roedores, aves e anfibios mostram que o periodo em que o LPS
¢ administrado tem efeitos diferentes nos componentes da RFA induzida pelo LPS (Material

Suplementar; Tabela 1). Em geral, quando o sistema imune dos animais ¢ desafiado durante o



12

periodo ativo, eles respondem com uma maior diminui¢do da ingestdo alimentar e da massa
corporal, aumento do recrutamento de leucdcitos e niveis mais elevados ou semelhantes de
corticosterona. Em contrapartida, hipotermia e/ou febre ocorrem tanto durante os periodos ativos
quanto de repouso (Material Suplementar; Tabela 1). Além disso, estudos com varios grupos de
vertebrados mostram que as doses mais elevadas de LPS resultam em uma maior diminui¢cdo da
ingestao alimentar e da massa corporal, niveis mais elevados de corticosterona e leucdcitos, e uma
resposta febril mais longa e mais forte, em alguns casos, precedida de hipotermia ou por uma
resposta hipotérmica de longa duracdo (Material Suplementar; Tabela 2). A febre e a hipotermia
tém sido sugeridas como duas estratégias alternativas para mitigar a infeccdo em aves e mamiferos.
A hipotermia seria favorecida quando os animais enfrentassem um compromisso altamente
exigente entre os beneficios e os custos da montagem de uma resposta febril (Romanovsky and
Székely 1998; Ganeshan 2019; Steiner and Romanovsky 2019; Amaral-Silva et al. 2021). Portanto,
a magnitude da ativagdo da RFA deve variar simultaneamente com o periodo de infec¢do e carga
patogénica. Até onde sabemos, nenhum estudo tentou medir os efeitos combinados da dose e do
periodo de injecao.

Ambientalmente, a fun¢do imunoldgica pode ser suprimida ou estimulada pela exposicao a
fatores que mudam rapidamente, como temperatura e disponibilidade de alimentos (Laughton et
al. 2017; Ohmer et al. 2021). As variacdes na temperatura ambiente e disponibilidade de alimentos
podem ter um impacto significativo nas interacdes patdgeno-hospedeiro, pois afeta o desempenho
do sistema imunolodgico, a viruléncia e a dindmica populacional (Martin et al. 2006a; Kortet and
Vainikka 2008). Sob a perspectiva das mudangas climaticas globais e uso do solo, o aumento da
temperatura ambiente e redugdo na disponibilidade de alimentos sdo duas das consequéncias
sinérgicas mais importantes das mudancas climaticas e da perda e fragmentacdo de habitats,
ameacando a diversidade global (Hansen et al. 2001; Mantyka-pringle et al. 2012). As mudangas
climaticas afetam os fatores bioticos (e.g., mudancas na abundancia de recursos, competidores e
predadores) e abidticos ( e.g., mudangas na temperatura e precipitagao; Humphries et al. 2004). O
uso do solo produz efeitos semelhantes, porém mais imediatos (Pereira et al. 2010), que podem
agir sinergicamente com aqueles causados por mudancas climaticas (Mantyka-pringle et al. 2012).
O aumento da susceptibilidade a doengas, ligado ao aquecimento global tem sido documentado em
ras (Rohr and Raffel 2010) e mamiferos marinhos (Kuiken et al. 2006). Por sua vez, o uso do solo

tem sido associado a diminui¢cao no desempenho do sistema imune e ao aumento dos niveis de
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estresse em répteis (French et al. 2010), mamiferos (Johnstone et al. 2012) e aves (Pigeon et al.
2013).

Os efeitos do aumento da temperatura e da diminui¢ao da disponibilidade de alimentos nas
respostas imunes inatas e adquiridas induzidas tem sido examinado em ambientes controlados
(Material Suplementar; Tabela 3 e 4). Tais estudos foram realizados principalmente em mamiferos
e aves, talvez devido ao pressuposto de que a ativagdo da resposta imune ¢ energeticamente
dispendiosa e, como tal, pode ter um impacto muito amplo na energia dedicada a outras atividades
relacionadas com a aptidao em animais endotérmicos. Por exemplo, aves com restri¢ao alimentar
apresentam diminui¢do da resposta mediada por células, niveis de anticorpos e proteinas de fase
aguda (Material Suplementar; Tabela 3), enquanto temperaturas ambientes mais altas resultam em
resposta febril exacerbada e diminui¢do dos niveis de anticorpos e macrdofagos ativados (Material
Suplementar; Tabela 4). Mamiferos com disponibilidade alimentar limitada apresentam resposta
febril atenuada ou curta, anorexia atenuada, diminui¢ao de citocinas pré-inflamatorias e aumento
dos niveis de citocinas anti-inflamatorias, diminui¢do da resposta mediada por células e aumento
da razdo neutrofilos/linfocitos (Material Suplementar; Tabela 3). Além disso, a diminui¢do na
disponibilidade de alimentos também provoca um menor aumento na contagem total de glébulos
brancos em alguns casos, entretanto a capacidade de matar bactérias e os anticorpos sé€ricos nao
sao afetados pela disponibilidade limitada de alimentos (Material Suplementar; Tabela 4). Por fim,
em mamiferos, o aumento da temperatura ambiente resulta em anorexia atenuada, menor aumento
nos niveis de citocinas pro-inflamatorias e haptoglobina, diminui¢ao nos niveis de anticorpos e nao
afeta a magnitude da resposta febril na maioria dos casos (Material Suplementar; Tabela 4).

Nesse sentido, os resultados sugerem que o aumento da temperatura e a diminuicao da
disponibilidade de alimentos atenuam ou exacerbam a magnitude de alguns componentes
associados ao seu repertdrio imune e, assim, podem ter um impacto negativo na capacidade das
aves e mamiferos de manter uma resposta imune adequada. Entretanto, embora a temperatura
ambiente e a disponibilidade de alimentos possam afetar simultaneamente o desempenho do
sistema imunoldgico, até onde sabemos, apenas um estudo testou seu efeito combinado na resposta
imune induzida (Khajavi et al. 2003). Este estudo mostra que frangos de corte comerciais criados
a 39°C apresentam titulos de anticorpos mais baixos (contra globulos vermelhos de ovelha; SRBC)
do que grupos equivalentes mantidos a 33°C, independentemente da disponibilidade de alimento.

No entanto, aqueles individuos criados a 39°C sob restri¢do alimentar intermitente apresentam
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titulos de anticorpos mais elevados do que os individuos alimentados ad libitum na mesma
temperatura. Em ultima andlise, estudos focados em processos inflamatorios da resposta imune
inata sao mais apropriados para examinar os efeitos das mudangas ambientais na resposta imune,
uma vez que essas defesas imunologicas impactam claramente a resisténcia (e tolerancia) de
diversos parasitas, sdo mais propensas a sofrerem solugdes de compromisso com outros processos
fisiologicos, e sdo evolutivamente conservados (Martin et al. 2010).

A andlise do repertdrio de resposta imune dos morcegos ¢ fundamental para entender por
que esta ordem hospeda uma grande variedade de patdgenos sem mostrar sinais claros de
desenvolvimento de doenca na maioria dos casos (O’Shea et al. 2014, 2016; Moratelli and Calisher
2015; Kacprzyk et al. 2017). No periodo ativo os morcegos aumentam a sua exposi¢do a agentes
patogénicos durante a procura por alimentos (Wong et al. 2007; Patz et al. 2008; Kuzmin et al.
2011), enquanto o comportamento de agregacdo dentro dos seus abrigos e grooming no periodo de
repouso aumentam o potencial de transmissao de agentes infecciosos (Miihldorfer 2013; White and
Razgour 2020). Estudos que analisaram a RFA em morcegos examinaram apenas alguns de seus
componentes durante periodos especificos e utilizando uma dose tnica de LPS para sua inducao
(Material Suplementar; Tabela 5). Nestes estudos, o LPS provocou febre quando administrado
durante o periodo de repouso, mas nao foi observada alteragdo na temperatura corporal quando
administrado durante o periodo ativo. Alguns estudos relataram leucocitose apos injegdes de LPS
durante o repouso ou periodo de atividade, enquanto outros ndo evidenciaram leucocitose durante
o periodo de atividade ou periodo de repouso. A razao neutrofilos/linfocitos (N/L) aumentou apos
a injecdo de LPS durante o periodo ativo em morcegos alimentados, enquanto durante o periodo
de repouso, utilizando uma dose semelhante de LPS, a razao N/L aumentou apenas em morcegos
privados de alimento. Embora alguns estudos tenham relatado perda de massa corporal 24 horas
apos a inje¢do de LPS e assumido que isso se devia em parte a anorexia, nem todos examinaram o
efeito do LPS na taxa de ingestdo alimentar, e apenas um avaliou essa resposta durante o periodo
ativo.

Por outro lado, morcegos t€ém um potencial significativo como bioindicadores para medir a
resposta das mudangas climaticas e do uso do solo na resposta imune, uma vez que, eles sio
reservatorios de uma série de doencas infecciosas (Jones et al. 2009), cuja disseminacdo pode estar
relacionada ao estresse fisiologico associado a mudancas globais (Fenton et al. 2006). Por exemplo,

morcegos frugivoros expostos a temperaturas extremas tém a sua mortalidade incrementada
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(Pteropus alecto; Welbergen et al. 2008) e menor duracdo do sono (Epomophorus wahlbergi;
Downs et al. 2015). Fragmentacao e perda de habitat podem resultar em modifica¢des no padrao
de forrageio (Presley et al. 2009) e aumento de prevaléncias de patdégenos (Cottontail et al. 2009).
A Sindrome do Nariz Branco causada pelo patdégeno fungico Pseudogymnoascus destructans
produziu declinios devastadores nas populagdes de morcegos da América do Norte (Sherwin et al.
2013) e a mortalidade de morcegos pode estar relacionada ao aumento dos niveis de estresse
ambiental (Jones et al. 2009). Poucos estudos analisaram como a RFA em morcegos ¢ afetada pela
manipulagdo experimental das principais consequéncias das mudangas climéaticas e do uso do solo:
aumento da temperatura ambiental e redu¢do na disponibilidade alimentar. Por exemplo, a
diminui¢do na disponibilidade de alimentos atrasa as respostas metabolica e febril de morcegos
que se alimentam de peixes (Myotis vivesi; Otalora-Ardila et al. 2017), enquanto morcegos
frugivoros em jejum apresentam aumento da razdo neutroéfilos / linfocitos, menor perda de massa
corporal e atraso na resposta metabolica (Carollia perspicillata; Cabrera-Martinez et al. 2019).
Neste contexto, o objetivo central do trabalho foi avaliar como a resposta imune inata de
morcegos, especificamente a resposta imune de fase aguda, ¢ a determinada pela carga patogénica
e periodo de infeccdo (fatores ecoldgicos), bem como pela temperatura e disponibilidade de
alimento (fatores ambientais). No Capitulo 1, o estudo avaliou a interagcdo entre a magnitude da
dose de lipopolissacarideo (um proxy da carga patogénica) e o periodo de injegcdo (atividade e
repouso) nos componentes comportamentais (ingestdo de alimentos) e fisioldgicos (febre,
leucocitose, relagdo neutrdfilos/linfécitos e massa corporal) da resposta de fase aguda (RFA),
usando o morcego Carollia perspicillata como animal modelo. Os componentes da RFA foram
avaliados no periodo de repouso (diurno) e no periodo de atividade (noturno) apds a injecao de trés
doses de lipopolissacarideo (LPS). Previmos que a magnitude da resposta dos componentes da
RFA avaliados seria dependente da dose e/ou do periodo de estimulagdo. Esperavamos que as doses
mais altas de LPS resultassem em uma maior redug¢do da ingestdo alimentar e perda de massa
corporal, leucocitose e aumento da relacdo N/L, e que essas respostas fossem mais pronunciadas
quando o LPS fosse injetado no inicio do periodo ativo. Esperdvamos ainda que o LPS
desencadeasse uma alteracdo dose-dependente na temperatura corporal durante os periodos de
repouso e atividade, com as doses mais altas de LPS resultando em um aumento na magnitude e/ou
duracdo dessa resposta. Entretanto, dada a auséncia de uma resposta termorregulatoria em

morcegos durante o periodo ativo (Tabela 3) e a variedade de respostas termorregulatérias
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observadas em pequenos roedores e passaros apos desafio imunoldgico durante os periodos ativo
e de repouso (Tabela 1), ndo fizemos previsdes sobre a direcdo da mudanga da temperatura corporal
(por exemplo, febre ou hipotermia).

No Capitulo 2 noés avaliamos os efeitos isolados e combinados da exposicdo a alta
temperatura e baixa disponibilidade de alimentos sobre os componentes fisiologicos e
comportamentais da RFA, utilizando o morcego Carollia perspicillata submetido a diferentes
tratamentos de dieta e temperatura ambiente de curto prazo. Nos também avaliamos a capacidade
bactericida do plasma (Bacterial Killing Assay - BKA), que representa a atividade antimicrobiana
de proteinas humorais do sistema immune inato (Matson et al., 2006). O Capitulo 1 nos forneceu
subsidios para a escolha da dose e periodo de indugdo do sistema imune. Ao desafiar o sistema
imunoldgico sob diferentes tratamentos térmico-alimentar, testamos a hipdtese de que a diminuicao
da disponibilidade de alimentos, o aumento da temperatura ambiente ¢ o efeito combinado de
ambos os fatores atenuariam ou exacerbariam o desempenho imunolégico dos morcegos.
Esperavamos que: a restri¢ao alimentar resultaria em uma diminui¢do na magnitude da anorexia e
da capacidade de matar bactérias, uma exacerbacdo na magnitude das mudangas na propor¢ao
neutrofilos/linfocitos e resposta pirogénica retardada, mas nao afetaria a contagem de globulos
brancos; o aumento da temperatura ambiente resultaria em uma diminui¢do na magnitude da
anorexia, contagem de globulos brancos e capacidade de matar bactérias, € uma exacerbacao na
magnitude das mudangas na propor¢ao neutrofilos/linfocitos, mas nao esperavamos mudancgas na
resposta pirogénica; os efeitos combinados da restricdo alimentar e do aumento da temperatura
ambiente resultariam em maior atenuacao na magnitude da anorexia, contagem de globulos brancos
e capacidade de matar bactérias, e uma maior exacerbagdo das mudangas na proporcao
neutréfilos/linfocitos. Nao fizemos previsdes sobre a magnitude da resposta pirogé€nica para o
efeito combinado da restricdo alimentar e do aumento da temperatura ambiente. Mamiferos
geralmente apresentam febre atenuada ou ausente quando o acesso aos alimentos ¢ restrito, mas

ndo quando mantidos em temperaturas ambientes mais altas (Tabelas 1 e 2),
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4 - CONCLUSOES GERAIS

As respostas imunes dos animais sao moldadas por uma complexa interagdo de fatores
fisiologicos, ecoldgicos e evolutivos. A resposta imune de fase aguda (RFA), como primeira
linha de defesa frente a infecgdes, desempenha um papel crucial na rapida contencao de
patogenos e ativagao do sistema imunoldgico adaptativo. Compreender como esta resposta €
modulada em morcegos ¢ fundamental, dado o seu papel singular como hospedeiros de diversos
patdgenos zoonoéticos e sua sensibilidade a alteragdes ambientais. Nesta tese, investigamos
experimentalmente como fatores ecologicos (periodo de atividade vs. repouso e dose de LPS
como proxy da carga patogénica) e ambientais (temperatura e disponibilidade alimentar)
influenciam os componentes fisioldgicos e comportamentais da resposta imune de fase aguda
(RFA) no morcego Carollia perspicillata.

Os resultados obtidos no Capitulo 1 demonstram que tanto a dose de LPS quanto o
periodo circadiano de inoculagdo modulam a intensidade e dire¢do dos componentes
comportamentais e fisiologicos da RFA, corroborando com o pressuposto de que animais
podem ajustar seu investimento imunologico com base na paisagem de patdgenos que
enfrentam ao longo das do dia. Esses achados reforgam a visdo de que a alocacdo de recursos
imunoldgicos ndo ocorre de forma homogénea ao longo do dia, mas sim em resposta a pressdes
ecoldgicas especificas, maximizando a eficiéncia do sistema imunologico. Entretanto, a
resposta termorregulatoria parece ser menos sensivel a doses elevadas de LPS, sugerindo que
essa espeécie nao enfrenta grandes solugdes de compromissos entre os beneficios e os custos de
montar uma resposta febril.

No Capitulo 2, os resultados observados sob condi¢des simuladas de temperatura
ambiental elevada e restricdo alimentar demonstram que os principais componentes da RFA,
assim como a capacidade bactericida do plasma, ndo foram significativamente afetados no curto
prazo. Essa estabilidade na resposta imune sugere que a espécie € capaz de sustentar uma
resposta imune de fase aguda eficaz mesmo sob variagdes ambientais temporarias, o que €
essencial para sua sobrevivéncia em ambientes naturais sujeitos a mudangas rapidas e adversas,
como aquelas induzidas pelas mudancas climdticas e pela fragmentagao de habitats. Embora os
resultados corroborem com observagdes anteriores de que esta espécie € resiliente a mudangas
antropogénicas, ndo descartamos que uma exposi¢ao de longo prazo a esses fatores e/ou
aumento da magnitude possam alterar a dire¢ao e a magnitude dessas respostas, o estado de

saude e, consequentemente, a interacdo hospedeiro-patogeno.
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Esta tese fornece contribuigdes relevantes para o campo da ecoimunologia ao
demonstrar, de forma experimental, como multiplos fatores podem determinar a magnitude
e/ou dire¢ao da resposta imune de fase aguda em morcegos. Os resultados evidenciam que a
RFA em morcegos ¢ sensivel a variagdes ecoldgicas especificas, mas notavelmente resiliente
a variagdes ambientais especificas. Ressalta-se, contudo, a importancia de estudos futuros que
avaliem os efeitos cumulativos e de longo prazo desses estressores. Esses insights sdo
particularmente relevantes em um cendrio de mudangas ambientais globais, onde a habilidade
de ajustar as respostas imunes a multiplos estressores pode ser crucial para sua sobrevivéncia
e conservacdo. A abordagem adotada também amplia a representatividade taxonomica da
ecoimunologia, tradicionalmente centrada em aves e pequenos mamiferos terrestres, incluindo
agora um morcego frugivoro tropical como modelo funcionalmente relevante para estudos

comparativos.
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