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RESUMO

SOUSA, Alex Filipe Ramos de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2021.
Morfofisiologia comparada do trato gastrointestinal de trés espécies de morcegos com
habitos alimentares diferentes. Orientadora: Sirlene Souza Rodrigues Sartori.
Coorientadores: Mariella Bontempo Duca de Freitas, Clovis Andrade Neves, Reggiani Vilela
Gongalves e Susana Puga Ribeiro.

As adaptagdes do trato gastrointestinal dos morcegos a diferentes habitos alimentares
garantiram a estes animais sucesso evolutivo, possibilitando rapido processamento do alimento
e satisfatoria absorcao de nutrientes. Este estudo descreveu e comparou o estobmago e intestinos
de Anoura caudifer, Artibeus lituratus € Myotis nigricans, trés espécies de morcegos com dietas
diferentes. Os morcegos foram capturados em fragmentos de Mata Atlantica nos municipios de
Bicas e Vigosa em Minas Gerais. Para o processamento histolégico, os 6rgaos foram pesados e
seccionados. Amostras dos tecidos foram processadas de acordo com os métodos rotineiros
para analise histologica, histoquimica e ultraestrutural. Através dos resultados obtidos,
entendeu-se que existem caracteristicas morfofisioldgicas peculiares em cada espécie,
revelando adaptacdes a cada tipo de dieta. O estdmago do morcego frugivoro A4. lituratus se
difere por possuir formato triangular, com vestibulo cardico, fundo cego proeminente e por¢ao
pildrica alongada. Em relagdao as observacdes histologicas do estomago, foram identificadas
semelhangas entre as espécies, como: aumento da muscular circular interna na regido pilorica
para a formacao do esfincter gastroduodenal; proeminentes ganglios no plexo mioentérico entre
as subcamadas musculares; e mucinas neutras sendo as mais abundantes. Enquanto as
diferengas, destaca-se a distribuicdo celular nas glandulas géastricas nas diferentes regides; o
abundante tecido adiposo na submucosa de 4. lituratus e as significativas diferengas
histométricas nas camadas das regides géstricas. Nao foi identificada diferenga macroscopica
entre os intestinos delgado e grosso, entretanto, os constituintes dos segmentos, quando
comparados entre as diferentes espécies, apresentaram diferencgas histométricas significativas.
Em sua mucosa, o intestino delgado exibia grandes vilos com diversos formatos ao longo do
tubo nas trés espécies. Outras caracteristicas interessantes nestes animais sdo: presenca de
c¢lulas de Paneth em todo o intestino; proeminente borda estriada em toda extensdao do tubo
intestinal, inclusive no intestino grosso; presenga de Placas de Peyer na jungdo ileo/colon das
trés espécies, € no reto, nodulos linfoides em A. caudifer e A. lituratus. A histoquimica
possibilitou observar nos intestinos, as células caliciformes secretando mucinas acidas, neutras

e mistas. As células enddcrinas argentafins estavam presentes somente no morcego frugivoro



A. lituratus, todavia as células argirofilas foram encontradas em todas as espécies, com maior
representatividade no intestino grosso de A. lituratus. As caracteristicas morfofisioldgicas
destacadas neste trabalho indicam a otimizagao na digestdao, no processamento € na absor¢ao
dos nutrientes pelo trato digestivo, € consequentemente, garantem a estes animais rapida

disponibilidade de energia, e rapido esvaziamento do tubo, favorecendo o voo.

Palavras-chave: Dieta. Trato digestivo. Histologia. Histometria. Histoquimica. Phyllostomidae.

Vespertilionidae.



ABSTRACT

SOUSA, Alex Filipe Ramos de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2021.
Comparative morphophysiology of the gastrointestinal tract of three bat species with
different eating habits. Adviser: Sirlene Souza Rodrigues Sartori. Co-advisers: Mariella
Bontempo Duca de Freitas, Clovis Andrade Neves, Reggiani Vilela Gongalves and Susana
Puga Ribeiro.

Adaptations of the gastrointestinal tract of bats to different feeding habits have ensured these
evolutionary success, allowing rapid food processing and satisfactory nutrient absorption. This
study described and compared the stomach and intestines of Anoura caudifer, Artibeus lituratus
and Myotis nigricans, three species of bats with different diets. The bats were captured in
Atlantic Forest fragments in the municipalities of Bicas and Vigosa in Minas Gerais. For
histological processing, organs were weighed and sectioned. Tissue samples were processed
according to routine methods for histological, histochemical and ultrastructural analysis.
Through the results obtained, it was understood that there are peculiar morphophysiological
characteristics in each species, revealing adaptations to each type of diet. The stomach of the
fruit bat A. lituratus differs by having a triangular shape, with a cardiac vestibule, prominent
blind bottom and elongated pyloric portion. Regarding the histological observations of the
stomach, similarities between the species were identified, such as: increased internal circular
muscle in the pyloric region for the formation of the gastroduodenal sphincter; prominent
ganglia in the myenteric plexus between the muscle sub-layers; and neutral mucins being the
most abundant in the stomach of the three species. As the differences, the cellular distribution
in the gastric glands in the different regions; the abundant adipose tissue in the submucosa of
A. lituratus and the significant histometric differences in the layers of the gastric regions stand
out. No macroscopic difference was identified between the small and large intestines, however,
the constituents of the segments, when compared between the different species, showed
significant histometric differences. In its mucosa, the small intestine exhibited large villi with
various shapes along the tube in all three species. Other interesting features in these animals are
the presence of Paneth cells throughout the intestine; prominent striated border throughout the
intestinal tube, including the large intestine; presence of Peyer's patches at the ileum/colon
junction in all three species, and in the rectum, lymphoid nodules in 4. caudifer and A. lituratus.
Histochemistry made it possible to observe in the intestines the calliciform cells secreting acid,
neutral and mixed mucins. The argentaphyne endocrine cells were present only in the fruit bats

A. lituratus, but argyrophilic cells were found in all species, with higher representation in the



large intestine of A. lituratus. The morphophysiological characteristics highlighted in this study
indicate the optimization in digestion, processing and absorption of nutrients by the digestive
tract, and consequently, guarantee to these animals fast energy availability, and fast emptying

of the tube, favoring flight.

Keywords: Diet. Digestive tract. Histology. Histometry. Histochemistry. Phyllostomidae,

Vespertilionidae.
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1. INTRODUCAO

Chiroptera ¢ classificada como um grupo bem-sucedido de mamiferos, com
aproximadamente 1.386 espécies (Burgin et al., 2018). E a segunda maior ordem em riqueza de
espécies caracterizada pelos unicos mamiferos com capacidade de voo, ficando atrds somente
dos roedores (Altringham, 2011). Os morcegos atuam em varios servigos ecossistémicos que
beneficiam a sociedade, garantindo seguranga alimentar, manutencdo e estabilidade
ecossistémica, seja regulando pragas agricolas, dispersando sementes ou polinizando, assim,
economizando bilhdes de ddlares anualmente na economia mundial (Boyles et al., 2011; Kunz
etal., 2011; Maine & Boyles, 2015; Russo et al., 2018; Taylor et al., 2018; Saldana-Vazquez et
al., 2019). Somado a esses beneficios, também sdo bioindicadores de poluentes ambientais

(Zukal et al., 2015; Brinati et al., 2016; Oliveira et al., 2017).

Tais fungdes ecologicas ocorrem gragas a diversidade alimentar dos morcegos. A dieta
inclui artrépodes, frutos, néctar, pdlen, pequenos mamiferos, répteis, anfibios, peixes, sangue,
flores, e at¢ mesmo sementes e folhagem (Altringham, 2011). As diferengas nos habitos
alimentares refletem em adaptagdes morfologicas e fisiologicas no trato gastrointestinal dos
quiropteros, compondo informagdes muito importantes para o conhecimento da biologia das
espécies (Rouk & Glass, 1970; Bhide, 1979; Tedman & Hall, 1985; Caviedes-Vidal et al., 2007;
Santos et al., 2008).

Reconhecendo a abundancia de espécies da ordem Chiroptera, a compreensao sobre a
estruturacdo do tubo digestivo dos morcegos com dietas variadas ¢ uma ferramenta agregaria
para diversos estudos morfofisiologicos comparativos, evolutivos e filogenéticos, além de
contribuir para a preservagdo destes animais. Este estudo tem como objetivo descrever a
morfologia macro e microscOpica e realizar a morfometria comparativa dos constituintes
gastrointestinais de Anoura caudifer, Artibeus lituratus e Myotis nigricans, espécies
nectarivora, frugivora e insetivora, respectivamente, e relacionar com os processos fisiologicos

e adaptativos tendo em vista o habito alimentar.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os morcegos pertencem a ordem Chiroptera, que deriva do grego cheir (mao) e pteron
(asa). Com representantes fosseis datados no Eoceno (Gunnell & Simmons, 2005; Smith et al.,
2012), ¢ o grupo de mamiferos com a segunda maior diversidade de espécies encontrada na
regido neotropical, excedido somente pelos roedores (Voss & Emmons, 1996). Atualmente,
totalizam cerca de 1.386 espécies no planeta (Burgin et al., 2018), sendo 181 espécies
registradas no Brasil reunidas em 68 géneros ¢ nove familias (Nogueira et al., 2014; Garbino et

al., 2020).

Estes placentarios sdao cosmopolitas presentes em todos os continentes, exceto na
Antartica. A ordem se divide em duas subordens: Megachiroptera e Microchiroptera. Os
Megachiroptera possuem apenas uma familia, a Pteropodidae, e sdo conhecidas como raposas-
voadoras, com espécies distribuidas nas regides tropicais da Africa, Australia e Asia. Os
Microchiroptera possuem ampla distribuicdo pelo globo, entretanto a regido com maior

diversidade de espécies € a regiao Neotropical (Simmons, 2005).

A rapida diversificagdo e colonizagdo de novos habitats pode ser associada a capacidade
de voo, Unica dentre os mamiferos, além das diferentes estratégias de forrageio e o habito
noturno, que proporcionaram a conquista de diversos nichos, levando a grande abundancia e
diversidade das espécies (Patterson et al., 2003). A vista disso, se tornaram habilidosos ao se
refugiarem em diversos locais, algumas espécies, por exemplo, sdo encontradas em arvores,
cavernas, rochas, cisternas, sétdos, construgdes abandonadas, entre outros (Greenhall &
Paradiso, 1968; Reis, 1981; Reis, et al., 2007). No Brasil, seus principais predadores sao répteis
e aves (Costa et al., 2016)

Uma das caracteristicas mais marcantes deste tdxon ¢ a ampla riqueza do padrdo
alimentar, que inclui a frugivoria, nectarivoria, carnivoria, piscivoria, insetivoria, onivoria,
sanguivoria (Unica dentre mamiferos) e combinagdes mais ou menos generalistas (Reis, et al.,
2007). Tendo em vista essas caracteristicas, os morcegos executam variadas funcdes e servigos
ecossistémicos associados a diferentes aspectos de seus nichos, sendo importantes na teia
alimentar, realizando a ciclagem de nutrientes, dispersdo de sementes, polinizacdo e controle
de insetos pragas (Patterson et al., 2003; Kunz et al., 2011). Constituem-se também como
reservatorios de virus zooondticos, por exemplo, da raiva, do ebola e coronavirus (Plowright et

al., 2014; Moratelli & Calisher, 2015).
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O trato gastrointestinal dos animais pode servir para multiplas fungdes, incluindo
digestdo, absor¢do, osmorregulacdo e protecdo. Os componentes do trato digestivo dos
mamiferos apresentam algumas caracteristicas estruturais em comum. Trata-se de um tubo oco
composto por um limen com diametro variavel, circundado por uma parede formada por quatro

camadas distintas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Junqueira & Carneiro, 2013).

O estdmago ¢ um segmento dilatado do trato digestivo que apresenta pregas no seu
revestimento interno para uma maior distensdo. E responsavel pela digestdo parcial dos
alimentos e secre¢do de enzimas e hormoénios. Sua funcdo principal ¢ transformar o bolo
alimentar em uma massa viscosa por meio da atividade muscular e quimica. Estudos andtomo-
histolégicos demonstraram que existem variagdes no estomago de diferentes espécies de
morcegos (Forman, 1973), estas variacdes podem estar intimamente relacionadas com o tipo de
alimento consumido, assim como com a quantidade de alimento ingerido e o intervalo entre as
refeicdes. Usualmente o estdmago ¢ dividido nas regides cardica, fundica/corpo e pildrica. A
mucosa gastrica possui um epitélio simples que reveste as fossetas gastricas nas quais
desembocam as glandulas tubulosas. Estas glandulas estdo envolvidas por lamina propria de

tecido conjuntivo frouxo repousada sobre a muscular da mucosa (Rouk & Glass, 1970)

Ito e Winchester (1963) observaram em Myotis lucifugus os varios tipos celulares do
estdbmago. As estruturas e tipos celulares sdo semelhantes a de outros mamiferos, sendo as
unicas diferengas em relagdo ao numero e distribuicdo das células. Nas glandulas sdo
encontrados diferentes tipos celulares, sdo elas: células mucosas; células parietais; células
principais e células enteroendocrinas. As células mucosas sao reconhecidas principalmente pelo
grande nimero de granulos mucosos. As cé¢lulas parietais sdo grandes, com longos € numerosos
microvilos, possuem muitas mitocondrias e sdo as produtoras de &cido cloridrico (HCI). Células
principais possuem grandes granulos de zimogénio e tém um reticulo endoplasmatico granular
extensivamente desenvolvido. As células enteroendocrinas também contém microvilos apicais
e numerosos granulos, mas ao contrario das células pépticas e mucosas, esses granulos contendo

hormonios estio localizados na base da célula.

Rouk e Glass (1970) fizeram comparagdes histologicas géstricas entre cinco espécies de
morcegos, destacando que os morcegos insetivoros Tadarida brasiliensis, Myotis velifer e
Antrozous pallidus apresentaram estdmago do tipo simples, caracteristica semelhante a diversos
outros mamiferos. Entretanto, o estdmago do morcego nectarivoro Leptonycteris sanborni se
difere por ser mais sacular, possivelmente pela necessidade de um maior volume de alimento,

além disso, possuia glandulas gastricas tubulares com poucas células principais, caracteristica
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valida devido a reduzida ingestdo de proteina. Em Desmodus rotundus observou-se um fundo
cego extenso contendo glandulas acinares e tubuloacinares, tal condi¢do reflete a adequacao a

quantidade e natureza do alimento consumido, neste caso, o sangue, rico em proteinas.

Os trabalhos de Forman (1971, 1973), com estomagos de diversas espécies de morcegos
do Novo Mundo com diferentes habitos alimentares, revelaram as diversas formas anatomicas
e histologicas existentes nesse grupo de animais, correlacionando as diferentes dietas com a
estruturacao gastrica. Por exemplo, o autor sugere que morcegos que se alimentam de frutas
consomem grande quantidade de alimento, e por isso adaptacdes no aumento do volume
gastrico sdo importantes para tais espécies. Além disso, sugere que ha uniformidade em relagao
a altura da mucosa, ao numero de células parietais e principais e na frequéncia das glandulas
pildricas dentro de grupos de morcegos que se assemelham na alimentacdo. Todavia, como
reportado por Kamiya e Pirlot (1975), existem diferencas entre os morcegos frugivoros do Novo

Mundo e os do Velho Mundo.

Entretanto, as espécies insetivoras mostram bastante uniformidade, sugerindo uma
relacdo historica evolutiva. Os insetivoros normalmente seguem os mesmos padrdes
adaptativos, a exemplo das espécies Asellia tridens, Chaerephon pumilus, Nycteris thebaica e
Rhinopoma hardwickii, que exibem estomagos simples. A mucosa do estomago ¢ glandular em
todas as espécies, sendo as glandulas gastricas tubulares tipicas com a distribuicao das células
mucosas, parietais e principais ndo divergente nas regides cardica, findica e pilérica (Aylward
et al, 2019). Pipistrellus pipistrellus apresentou um estdmago globular simples, sem
especializacdo. Nesta espécie foi realizada analise histoquimica que demonstrou predominio da
secrecdo de mucossubstancias neutras (Strobel et al., 2015). Em um estudo histoldgico e
histoquimico do morcego Miniopterus schreibersii, Bhide (1979) enfatizou um novo tipo
celular, conhecido como células intersticiais da mucosa gastrica, com funcdo desconhecida.
Estas células sao pequenas, com formato irregular € com pouco citoplasma que se estende
formando de dois a trés prolongamentos, estdo dispostas entre as células parietais e apresentam

reagdo positiva ao PAS.

O intestino delgado apresenta uma mucosa com inumeras vilosidades que se projetam
no limen aumentando a area de superficie do tecido disponivel para absor¢ao dos nutrientes
(Helander & Findriks, 2014). A ontogenia da superficie absorvente intestinal nos vertebrados
ocorre de maneira progressiva, iniciando-se logo apds a gastrulagdo, com a formacdo e
polarizacdo da camada endodérmica. Esta folha endodérmica torna-se entdo moldada em um

4

tubo epitelial que ¢ cercado por mesoderma. Apds a padronizagdo do tubo intestinal, trés
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processos principais morfogenéticos contribuem para o estabelecimento de uma area de
superficie de absor¢do suficiente para a fungdo intestinal, sdo eles: alongamento do tubo,
presenca de projecdes geralmente em forma de dedo — vilosidades - e formacao de microvilos
na superficie apical de cada enterdcito (Walton et al., 2016). Embora a aparéncia microscopica
do intestino seja uniforme em todos os morcegos, ¢ interessante considerar que o comprimento
e diametro intestinais, quantidade e tipos de vilosidades e espessura das camadas musculares
podem ser importantes para inferir sobre as taxas digestivas e absortivas (Tedman & Hall,

1985).

O epitélio que reveste cada vilosidade ¢ composto por varios tipos de células, incluindo
células caliciformes, células de Paneth, células enteroendocrinas e enterdcitos. Este epitélio €
renovado continuamente pelas células-tronco encontradas na base das criptas devido as
ameagcas de danos quimicos ou fisicos (Crawley et al., 2014). Os enterdcitos sdo as células mais
abundantes e os Unicos responsaveis pela absor¢ao de nutrientes, caracterizados por uma borda
em escova (microvilos apicais) proeminente com caracteristicas morfologicas definidas. Os
microvilos apresentam um comprimento notavelmente uniforme entre as células e também
exibem arranjo altamente ordenado. O empacotamento otimizado das microvilosidades ¢ uma
adaptagdo a nivel celular que aumenta ainda mais a area da superficie exposta ao lumen. Assim,
os numerosos microvilos dentro da borda em escova permitem aos enterocitos enriquecerem-
se de moléculas, associadas a membrana apical, necessarias para a absorc¢ao de nutrientes e para

a defesa (Maroux et al., 1988; Shifrin et al., 2012).

Nos vertebrados, o intestino delgado ¢ o local onde ocorre a hidrdlise de
macromoléculas e a absor¢ao dos produtos, por meio das vias transcelular e paracelular. Até o
momento, a via paracelular se mostrou muito utilizada por pequenas aves e morcegos, enquanto
a absorcao transcelular mediada por transportadores ¢ mais importante em mamiferos terrestres
(Caviedes-Vidal et al., 2007; Karasov & Douglas, 2013). Morcegos possuem intestino delgado
significativamente mais curto € com menor area de superficie nominal geral (area do tubo liso
que ignora qualquer efeito das vilosidades) em comparacdo com mamiferos terrestres, porém,
dispdem de uma absorcdo paracelular mais rapida de nutrientes soluveis em agua, por exemplo,

da glicose (Price et al., 2015).

As células caliciformes sdo capazes de sintetizar e secretar moléculas bioativas, como
mucinas (secretadas ou ligadas & membrana), peptideos, molécula semelhante a resistina f3
(RELMB) e proteina de ligacao a Fc-y (Fcgbp), formando uma camada de muco sobre o epitélio;

e estes componentes se misturam a lisozimas secretadas pelas células de Paneth e IgA secretada
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por enterdcitos (Kim & Ho, 2010). A camada de muco secretada pelas células caliciformes
consiste principalmente em uma rede compacta, semelhante a uma malha, de mucina viscosa
permeavel e em gel, que promove a eliminacao do contetdo intestinal, favorece o transporte de
nutrientes e fornece a primeira linha de defesa contra lesoes fisicas e quimicas causadas pela
ingestao de alimentos, microbios e produtos microbianos (Dharmani et al., 2009). As células
de Paneth s3o células epiteliais granuladas localizadas na base das criptas intestinais,
desempenham papel crucial na imunidade inata no intestino, secretando peptideos
antimicrobianos, incluindo lisozimas, fosfolipase A» e defensinas (Ouellette, 1997; Porter et al.,

2002).

Também originadas de células-tronco da mucosa, as células enteroendocrinas estao
dispersas ao longo da mucosa do trato gastrointestinal. Estas células produzem variados
peptideos e aminas biologicamente ativos que ficam estocados em granulos secretdrios, sdo
hormdnios ou paracrinos, que possuem fungdes importantes na fisiologia do sistema digestorio,
como controle da secregdo de liquidos e eletrolitos, de enzimas digestivas e de outras secregoes,
controle da proliferacao celular e regulagdao da motilidade (Rodrigues et al., 2005). Para critérios
de coloragdo por solugdes de prata deve-se levar em conta as diferengas entre tais células. As
c¢lulas argentafins possuem a capacidade de reter sais de prata em seus granulos
citoplasmaticos, ja as células argirdfilas apresentam a capacidade de captar os sais de prata,
todavia ndo os reduzem naturalmente, necessitando da aplicacdo de um agente redutor externo
(Grimelius & Wilander, 1980; Santos & Zucoloto, 1996). Ainda, diferentes tipos de células
endocrinas foram descritos no trato digestivo de morcegos por meio de técnicas de
imunohistoquimica e demonstraram a existéncia de variagdes entre espécies diferentes, no que
diz respeito aos tipos celulares e sua frequéncia e distribuicao regional (Yamada et al., 1984;
Komori et al., 2000; Clarice Machado Santos et al., 2008). A investiga¢ao de células endocrinas
¢ considerada importante pois oferece dados para pesquisas basicas em gastroenterologia, além

disso revela-se muita adequada para estudos filogenéticos.

Em um estudo entre diferentes habitos alimentares e a associagdao de nddulos linfoides
em 24 espécies de morcegos do Novo Mundo, Forman (1974a) considerou que as placas de
Peyer ocorrem na jungdo ileocoldnica, e que esses nddulos geralmente sdo restritos & mucosa,
interferindo na presenga de vilos e apresentando a forma de pirdmide, com variagdo na altura e
largura. Estes agregados de nodulos linfoides consistem em compartimentos definidos com
varios elementos, subtipos de linfocitos e células acessorias. Além de células absortivas, seu

epitélio de revestimento consiste em células M que transportam antigenos e que interagem
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estreitamente com as células do sistema imunoldgico e, portanto, t€ém fun¢do fundamental no
inicio da resposta e na tolerancia imunoldgicas (Gebert et al., 1996). Foi observado que em
espécies do género Molossus existem grandes centros germinativos na jungdo gastroduodenal,
sugerindo um centro imunoldgico na parte superior do intestino delgado que se equivale aquele
no ileo terminal, o que ¢ raro em mamiferos. Insetivoros do género Molossus, frugivoros e
nectarivoros possuem centros germinativos bem desenvolvidos, enquanto carnivoros e
piscivoros t€ém centros germinativos pequenos a moderadamente desenvolvidos (Forman,
1974a). Forman (1974a, 1974b) expOs que muitas espécies de morcegos possuem grandes
placas de Peyer, e que sdo observadas macroscopicamente na jungao ileo-colon, sobressaindo
da parede intestinal como uma ampola ou vestibulo. De maneira semelhante, Gadelha-Alves e
colaboradores (2008) visualizaram placas de Peyer na por¢ao ileo-colon do intestino das

espécies Carollia perspicillata, Glossophaga soricina € Phyllostomus hastatus.

Ao observar os intestinos dos morcegos, em quase todas as espécies, ndo ha uma clara
distingdo entre intestino delgado e intestino grosso, sendo um tubo continuo e de calibre
constante ( Park & Hall, 1951; Okon, 1977;). O intestino grosso comumente ndo apresenta ceco,
apéndice, haustros, taeniae coli, colons ascendente e transverso, sendo constituido
exclusivamente por um curto co6lon descendente e um reto, ou somente pelo reto. A mucosa no
intestino grosso possui o mesmo tipo de epitélio observado no intestino delgado, porém sem
vilosidades, apresentando somente as criptas de Lieberkiihn com numerosas células
caliciformes, assim como nos mamiferos em geral ( Park & Hall, 1951; Okon, 1977; Ishikawa
et al., 1985; Gadelha-Alves et al., 2008). O colon normalmente tem como fungao secretar muco
e absorver a agua da digesta antes de elimina-la. Entretanto, Ogunbiyi e Okon (1976)
encontraram alta atividade enzimatica de maltase e tripsina no célon de Eidolon helvum,

apontando para maior digestdo e absor¢ao dos alimentos.

Os morcegos possuem um mecanismo de compensagao devido a um intestino menor em
relacdo a mamiferos terrestres nao-voadores de tamanho semelhante, necessitando de varias
enzimas para digerir os nutrientes presentes em sua dieta, portanto, uma solu¢do para esses
animais ¢ aumentar a capacidade digestiva (Caviedes-Vidal et al., 2007). A capacidade
digestiva em morcegos pode afetar a habilidade em adquirir e armazenar energia, interferindo
no modo de utilizagao dos recursos alimentares (Ayala-Berdon & Schondube, 2011). A rapida
passagem de alimentos pelo trato digestivo garante vantagens para os morcegos, uma vez que
consumir, digerir e excretar alimentos em pouco tempo pode evitar a necessidade de locomogao

com carga de peso, melhorar a capacidade de manobra no voo, aumentar a velocidade e reduzir
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o custo energético do voo (Tedman & Hall, 1985). Curiosamente, morcegos hospedam
microbiomas intestinais mais semelhantes aos de passaros do que de qualquer outro mamifero
ou vertebrado. Ambos os clados se assemelham na auséncia da associagao com um microbioma

especifico (Song et al., 2020).

Para Schondube e colaboradores (2001), a grande diversidade de habitos alimentares
dos morcegos oferece uma oportunidade Unica para investigar a influéncia da dieta nas
caracteristicas morfofisiologicas. Suas hipdteses, a partir de estudos com filostomideos,

indicam que a dieta primitiva se baseava em insetos (Wetterer et al, 2000).
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3. MATERIAIS E METODOS

O material biologico consistiu no tubo digestivo de cinco individuos fémeas gravidas
da espécie Anoura caudifer capturados no municipio de Bicas — Minas Gerais, cinco individuos
adultos de Artibeus lituratus, sendo quatro machos e uma fémea capturados no municipio de
Vigosa - Minas Gerais e quatro individuos adultos machos de Myotis nigricans também
capturados no municipio de Vigosa. Os locais de coleta dos animais deste estudo estao inseridos
na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, com vegetagdo caracterizada como Floresta
Estacional Semidecidual. Os animais foram capturados com auxilio de redes de neblina,
estendidas por 6 horas/noite, armadas perpendicularmente as trilhas e estradas no meio da mata.
Os espécimes capturados ficaram acondicionados individualmente em sacos de tecido. Ao
término de cada noite de captura, apos o fechamento das redes, os espécimes foram
transportados em gaiolas e levados ao laboratorio para realizagdo dos procedimentos de
biometria (pesagem) e eutanasia.

A coleta, o transporte e os procedimentos experimentais sucederam de acordo com as
instrugdes do ICMBio/IBAMA (licenga/autorizagio nimero 42522-2) e Comité de Etica de
Uso Animal da Universidade Federal de Vicosa (protocolo n® 94/2014). A eutanésia foi por
decapitacdo, e logo em seguida os animais tiveram sua cavidade abdominal aberta para retirada
do estomago e intestinos, os quais foram imediatamente fixados em solu¢do de Karnovsky por
24 horas e posteriormente mantidos em solucdo de alcool 70%. A fim comparar o tamanho do
estdmago e intestino entre as espécies, foi utilizada a relagdo do tamanho do 6rgado pelo tamanho
médio das espécies (dados da literatura: Reis et al., 2007) os valores foram expressos em
percentagem.

Para o processamento histoldgico, os 6rgaos foram pesados, medidos e seccionados. O
estomago foi divido em trés regides: cranial (cardia), média (corpo) e caudal (pilorica), sendo
retirado um fragmento de cada regido (Figura 1A). O tubo intestinal foi dividido em intestino
delgado e grosso, e obteve-se trés fragmentos de cada segmento do intestino delgado: segmento
cranial logo apo6s o esfincter pildrico, segmento médio, e segmento caudal logo antes da jungdo
com o coOlon. Do intestino grosso foram retirados trés fragmentos, dois logo ap6s o segmento
caudal do intestino delgado e um na regido proxima ao anus (Figura 1B).

Devidamente separados para a microscopia de luz, os fragmentos das regides estomacais
e intestinais foram desidratados em séries de concentracdes crescentes de alcool etilico,
impregnados e incluidos em resina (Historesin®, Leica), cujos blocos foram cortados na

espessura de 3 pm por meio do Micrétomo Rotativo (RM2265 — Leica) com navalha de vidro,
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mantendo um intervalo de 10 cortes (30 um) entre sec¢des. Os cortes foram distendidos em
agua fria, coletados em laminas histologicas e corados com Azul de Toluidina (Bancroft &
Stevens, 1996), Tricromico de Gomori modificada para resina (Anexo A) para descricdo geral
dos constituintes parietais ¢ morfometria. Utilizou-se também a técnica de Alcian Blue
conjugada com Acido Periodico de Shiff (AB/PAS) modificada para resina (Anexo B) para a
identificacdo de mucinas e mensuragdo da sua area de distribui¢do (densidade) nas células
caliciformes. A natureza dos glicoconjugados presentes nas mucinas permitiu a coloragdo em
azul para o muco acido (AB-positivo), em magenta para o muco neutro (PAS-positivo) e em
roxo para a mucossecre¢ao mista (AB/PAS-positivo). As laminas histologicas foram montadas

com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha).

Para a quantificacdo das células enteroendocrinas argirofilas e argentafins no tubo
intestinal foi realizado o processamento histologico em parafina, sendo os fragmentos
desidratados em séries crescentes de alcool etilico, diafanizados em banhos de xilol e incluidos
em parafina histologica. Os fragmentos foram seccionados em espessura de 5 um com auxilio
de um micrétomo rotativo manual (Olympus CUT 4055) com navalha de metal, mantendo um
intervalo de oito cortes (40 um) entre as secgdes. Os cortes foram distendidos em 4gua morna
e coletados em laminas histoldgicas. Utilizou-se a coloracdo de Hematoxilina e Eosina, e as
técnicas histoquimicas modificadas de Masson Fontana para células argentafins (Anexo C) e
Técnica de Grimellius para células argirdfilas (Anexo D). As laminas histoldgicas foram

montadas com Balsamo do Canada.
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Figura 1 - Esquema demonstrando os diferentes segmentos do tubo digestivo dos morcegos estudados:
Anoura caudifer, Artibeus lituratus ¢ Myotis nigricans.
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A — Estdomago; B —Tubo digestivo, evidenciando os intestinos e o locais de coleta de fragmentos (estrelas)

Adaptado: Santos et al., 2008a

A morfometria dos constituintes parietais do tubo digestivo foi feita em imagens coradas
com Azul de Toluidina e Tricromico de Gomori, capturadas na objetiva de 4x (aumento total
de 40x). Foram escolhidos cinco campos aleatorios de quatro sec¢des distintas de cada lamina
(uma por animal). Em cada campo foram realizadas trés medidas para cada estrutura analisada,

totalizando 60 medidas por animal.

No estdmago, foi medida a espessura das camadas mucosa, submucosa e muscular, além
da espessura das subcamadas muscular circular interna e muscular longitudinal externa. A
espessura da parede foi obtida pelo somatorio das espessuras das camadas constituintes (mucosa
+ submucosa + muscular), pois ndo foi possivel visualizar a parede como um todo, mesmo
usando a menor lente objetiva (4x). Os segmentos cranial, médio e caudal foram comparados
em cada espécie. Considerando que as trés espécies de morcegos sdo diferentes em tamanho,
para a comparagdo interespecifica foram calculados os indices: Espessura da Mucosa/
Espessura da Parede; Espessura da Submucosa/ Espessura da Parede; Espessura da Muscular/

Espessura da Parede; Espessura da Muscular Interna/Espessura da Parede; Espessura da
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Muscular Externa/Espessura da Parede. Os indices foram expressos em percentuais,

multiplicando-se por 100 (Silva et al, 2020).

A fim de medir a profundidade e largura da fosseta, altura e largura do colo da glandula,
e a altura e largura da base glandular do segmento médio do estomago, foram tiradas
fotomicrografias na objetiva de 20x (aumento total de 200x). Os parametros foram expressos
em micrometros. Para a devida comparagdo entre as espécies foram criados indices,
considerando a Profundidade da Fosseta/Espessura da Mucosa; Largura da Fosseta/
Profundidade da Fosseta; Altura do colo/ Espessura da Mucosa; Largura do colo/ Altura do
colo; Altura da base/ Espessura da Mucosa e Largura da base/ Altura da base. Os indices foram

expressos em percentuais, multiplicando-se por 100 (Silva et al, 2020).

No intestino delgado, utilizando a objetiva de 4x, foram medidas as espessuras da parede
intestinal e camadas mucosa, submucosa, muscular total, muscular circular interna e muscular
longitudinal externa, além da altura e largura do vilo e altura e largura da cripta. A altura do
epitélio de revestimento e da borda em escova foram medidas utilizando a objetiva de 40x. Os
parametros foram expressos em micrometros. Os segmentos cranial, médio e caudal do intestino
delgado de cada espécie de morcego foram comparados entre si. Para a comparacio entre as
espécies, foram criados indices, sdo eles: Espessura da Mucosa/ Espessura da Parede; Altura
do Vilo/ Espessura da Mucosa; Profundidade de Cripta/ Espessura da Mucosa; Altura da Borda
em Escova/ Altura do Epitélio; Altura do epitélio/ Altura do Vilo; Largura do Vilo/ Altura do
Vilo; Largura de Cripta/ Profundidade de Cripta; Espessura da Submucosa/ Espessura da
Parede; Espessura da Muscular/ Espessura da Parede; Espessura da Muscular Circular/

Espessura da Parede e Espessura da Muscular Longitudinal/ Espessura da Parede.

Para a quantificacdo de mucinas foi utilizada a técnica de AB/PAS, sendo utilizados em
cada 1amina 20 campos aleatorios (com area de 0,06 mm?) da camada mucosa. Os campos
foram fotografados aleatoriamente na objetiva de 40x (aumento total de 400x). Nas
fotomicrografias do intestino delgado, quando nao foi possivel englobar toda a area da mucosa,
foi priorizada a sua porcdo basal contendo as criptas e a base das vilosidades. A area de
densidade das mucinas foi calculada em relagdo a area do campo fotografico e os valores foram

expressos em porcentagem (Figura 2).
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Figura 2 - Paleta de cores utilizada para diferenciar as mucinas pela técnica de Alcian Blue/ Acido Periddico
de Schiff (AB/PAS).

MUCINA ACIDA - AZUL MUCINA MISTA - ROXO MUCINA NEUTRA - MAGENTA

Para a quantificagdo das células endodcrinas argirofilas e argentafins, as laminas coradas
com as técnicas de Grimellius e Masson Fontana foram fotografadas na objetiva de 40x
(aumento total de 400x). Em cada lamina, foram fotografados 10 campos aleatorios (com area
de 0,06 mm?). Para comparacio entre as espécies, as células endocrinas de cada regido intestinal

foram estimadas em relagdo ao niimero de criptas.

Todas as imagens histologicas foram obtidas no Fotomicroscopio Olympus BX53 e

analisadas utilizando o software Image J devidamente calibrado.

Para a analise ultraestrutural da mucosa, fragmentos do intestino delgado (regides
cranial, média e caudal), inicialmente fixados em solucao de Karnovsky por 24 horas e mantidos
em solucdo de alcool 70%, foram pods-fixados em solu¢do de Bouin por 12 horas, desidratados
em série etilica de graduagdo crescente, secados até o ponto critico (Balzers CPD 030),
metalizados com ouro (Metalizador Quorum Q150R S), montados em stubs e examinados sob
microscopia eletronica de varredura (Microscopio Eletronico de Varredura - JEOL - JSM-
6010LA), com captura de imagens no computador.

Os valores obtidos pela morfometria e colorimetria foram organizados em planilha
eletronica e analisados por testes estatisticos utilizando o software GraphPad Prism 6. Os dados
foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis seguido do teste de Dunn. No intestino grosso, foi
o utilizado o teste t; quando os dados ndo foram paramétricos, utilizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5% (p <

0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 . ESTOMAGO

4.1.1. Morfologia

Os estdmagos exibiam formato saculiforme. Artibeus lituratus se difere dos demais por
possuir um proeminente fundo cego, por¢ado pilorica e vestibulo cardico estendido (Figura 3).
A extensao da grande curvatura do estomago foi de 6,35 = 0,4 mm em Anoura caudifer, 14,25
+ 2,5 mm em Artibeus lituratus e 6,75 + 0,4 mm em Myotis nigricans. A relacdo entre extensao
da grande curvatura pelo peso do estomago revelou diferenca significativa entre os morcegos
Mpyotis nigricans e Artibeus lituratus, sugerindo que nestas propor¢des M. nigricans possuia
um estomago maior do que o de A4. lituratus (Tabela 1). Em relagdo ao comprimento corporal
médio (dados da literatura, Reis, et al., 2007), o morcego M. nigricans apresenta comprimento
estomacal relativo de 0,2, ou seja, o estdmago representa 17% do comprimento corporal; para

A. lituratus foi 14,5% e para A. caudifer foi 11%.

Figura 3 — Fotografias do estdmago dos morcegos Anoura caudifer (A) e Artibeus lituratus (B).

Legenda: C — Corpo; D — Duodeno; Ef - Esofago; Fc — Fundo Cego; Pi — Piloro; Vc — Vestibulo Cardico;
Asterisco - Sulco. Escala: Imm
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Tabela 1 - Parametros biométricos dos morcegos estudados.

Espécie n Massa corporal Extensio da curvatura Ecme / Peso corporal
(g) maior do estbmago (mm) (mm/g)
Anoura caudifer 4 10,07 + 0,40 6,35+04 0,061 + 0,006%
Artibeus lituratus 5 52,80+ 2,80 14,25+ 2,5 0,024 + 0,002°
Myotis nigricans 4 3,97 +0,25 6,75+0,4 0,170 £0,0182

n = nimero de individuos.; Ecme: Extensdo da curvatura maior do estdmago. Dados expressos como média e
desvio padrao. Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes na mesma coluna (p < 0,05) pelo
teste Dunn.

Nas trés espécies de quirdpteros o estdmago foi caracterizado em regido cardica, regidao
corpo/fundica e regido pilorica, configuradas por quatro camadas concéntricas na sua parede:
mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa gastrica era formada por um epitélio colunar
simples e lamina propria de tecido conjuntivo frouxo, composta por fibras de colageno, vasos
sanguineos e linfaticos, e células de defesa. A muscular da mucosa era feita de duas subcamadas

de células musculares lisas, proeminente principalmente nas pregas.

Os trés diferentes segmentos do estomago apresentaram em sua camada mucosa
glandulas gastricas tubulares embebidas pela lamina propria. As glandulas possuiam
constitui¢do celular diferente dependendo da regido em que foram encontradas. Todas as
glandulas desembocavam nas fossetas, que eram constituidas de células -cilindricas
mucossecretoras. As fossetas apresentaram profundidades diferentes conforme a regido
gastrica. Nas regides cardica e pilorica as fossetas eram mais profundas, enquanto na regiao

findica eram mais curtas em relagdo a glandula.

Em todos os morcegos a extensdo cardica era pequena. Anoura caudifer possuia
glandulas cardicas constituidas inicialmente s6 por células mucossecretoras, mas adiante
incluiam também células parietais (Figura 4A). Em A. lituratus era iniciado com glandulas
formadas exclusivamente de células mucosas, porém surgiram glandulas multicelulares com
muitas células principais na base glandular e células parietais concentradas no istmo e colo da
glandula junto as células mucosas (Figura 4B). Semelhante ao morcego nectarivoro 4. caudifer,
no morcego insetivoro M. nigricans, as glandulas cardicas eram constituidas somente de células

mucosas e parietais (Figura 4C)
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A mucosa no segmento médio era semelhante estruturalmente nas trés espécies. As
glandulas fundicas estavam constituidas por trés tipos de células (Figura 4D, E, F). No colo da
glandula existiam as células mucosas do colo com formato irregular e as células parietais de
formato piramidal ou arredondado com um ntcleo central. As células parietais eram robustas
em M. nigricans. Por sua vez, na base da glandula estavam as células principais que possuiam
formato semelhante as células parietais, porém com tamanho menor e densos granulos em seu

citoplasma.

No segmento caudal as fossetas eram profundas e houve diferenga na estrutura da
glandula. Nesta por¢ao as células principais desapareceram e as glandulas estavam constituidas
predominantemente de células mucosas e c€lulas parietais (Figura 41). Distalmente, proximo
ao esfincter pilorico foi visivel somente células mucosas nas glandulas dos morcegos A.
caudifer e A. lituratus (Figura 4G e H). Em A. lituratus foram observados numerosos

mastocitos.
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Figura 4 - Secgdes histologicas transversais das diferentes regides géstricas dos morcegos estudados.

Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans

Cardica

Fuandica

Pilorica

Legenda: Fs - Fosseta; Mc - Muscular Circular; M1 — Muscular Longitudinal; Mm — Muscular da
Mucosa; Pm - Plexo Mioentérico; Se — Serosa; Sb — Submucosa; Vs — Vaso Sanguineo; Asterisco —
Célula Principal; Cabeca de Seta — Células Mucosas; Seta Fina — Células Parietais; Seta Larga —
Mastocito; Estrela — Tecido Adiposo. Coloragdo: Azul de Toluidina. Escala: 50um
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A camada submucosa era estruturada por tecido conjuntivo frouxo que incluia vasos
sanguineos e linfaticos (Figura 4A, B, D, E, H e I). A projecdo da submucosa juntamente com
a mucosa gastrica resultou na formacao das pregas. Em 4. caudifer e A. lituratus haviam
agregados linfoides nesta camada. No morcego frugivoro, A. lituratus, foi observado abundante

tecido adiposo, principalmente na porcao pilérica (Figura 4H).

A tunica muscular do estdmago era formada por duas subcamadas musculares: circular
interna e longitudinal externa (Figura 4B, C, D e F). A muscular circular e a longitudinal externa
se uniam e espessavam para formar o esfincter pilérico. Entre as subcamadas musculares havia
faixa de tecido conjuntivo frouxo que continha numerosos e proeminentes ganglios nervosos
do plexo mioentérico (de Auerbach) e também vasos sanguineos (Figura 4F). O estomago
estava revestido por uma membrana serosa constituida por tecido conjuntivo frouxo envolvida

por mesotélio (Figura 4C, D e F).

4.1.2. Histometria

Nas diferentes porgdes do estomago para a mesma espécie, quando comparados
estatisticamente, os constituintes da parede apresentaram diferentes espessuras (Tabela 2). No
morcego nectarivoro 4. caudifer, a diferenca foi significativa na espessura da tunica muscular,
que se mostrou maior nos segmentos médio e caudal em relacio ao segmento cranial. A
subcamada muscular circular foi mais espessa no segmento caudal, porém a espessura da

subcamada muscular longitudinal foi maior no segmento médio.



Tabela 2 — Comparagdo dos pardmetros histométricos entre os diferentes segmentos do estomago dos

morcegos estudados.

Espécie

Regido Cardica

Regido Fundica

Regido Pilérica

Anoura caudifer

Espessura da Mucosa
Espessura da Submucosa
Espessura da Muscular
Espessura da M. Circular
Espessura da M. longitudinal

Artibeus lituratus

Espessura da Mucosa
Espessura da Submucosa
Espessura da Muscular
Espessura da M. Circular
Espessura da M. longitudinal

Myotis nigricans

Espessura da Mucosa
Espessura da Submucosa
Espessura da Muscular
Espessura da M. Circular
Espessura da M. longitudinal

291,9 + 28,67
38,94+ 11,27
101,4 + 67,10
71,34 + 47,84
31,01 + 20,58

256,2 + 17,18
42,57 +£19,11°
93,26 + 37,77¢
66,83 + 27,97
24,48 + 6,86

174,3 + 20,89°
29,56 + 9,692
152,7 +37.10
88,05 + 17,46"
52,90 + 20,572

3423+ 1174
63,05 + 35,64
163,7 + 57,13
1044 + 35,16
58,67 + 23,87

259,1 +28,81°
51,30 + 19,98
126,9 = 31,53°
85,77 £ 21,56°
40,34 + 10,53?

192,8 + 18,36°
2327+ 8,19%
130,8 + 20.86
92,30 + 14,91°
40,63 + 9,72

2852 + 44,19
59,46+ 31,11
181,9 + 16,607
142,4 + 26,63
36,43 + 8,316

2343 +28,22b
93,80 + 32,07*
243,7 £ 50,96*
198,7 +32,33°
42,89 £ 16,352

195,1 +30,47*
20,58 = 5,02°
131,8 + 13,54
109,6 + 17,95%
24,97 + 6,04°

Dados expressos como média + desvio padrdo (em pum). Letras diferentes mostram valores significativamente
diferentes na mesma linha (p < 0,05) pelo teste Dunn.

No morcego frugivoro A. lituratus, todos as camadas apresentaram diferencas
significativas entre os segmentos. A mucosa do segmento caudal era menos espessa, porém as
camadas submucosa, muscular e muscular circular foram mais espessas nesta por¢ao. A
muscular longitudinal também foi mais espessa no segmento caudal, juntamente com o

segmento médio.

No insetivoro M. nigricans, a espessura na camada mucosa foi significativamente maior
nos segmentos médio e caudal, enquanto na por¢ao cranial a submucosa foi mais espessa que a
por¢do caudal. A subcamada muscular circular teve maior espessura no segmento caudal,
entretanto a muscular longitudinal neste segmento foi a menos espessa. Nas trés espécies de
morcego foi possivel notar a concordancia no aumento da espessura da subcamada muscular

circular no segmento caudal para a formagdo do esfincter pilérico.
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Em relacdo aos indices comparativos, na regido cardica a menor espessura de camada
mucosa foi a de Myotis nigricans, entretanto sua camada muscular foi a mais proeminente. A

submucosa nao apresentou diferenca significativa entre as espécies (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparagdo dos indices histométricos (%) do estomago cardico dos morcegos estudados.

Indice Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans
Esp. Mucosa/Esp. Parede 68,80 £0,112 65,55 +0,052 49,00 + 0,06°
Esp. Submucosa/Esp. Parede 9,15+0,02 10,95 + 0,04 9,05 +0,03
Esp. Muscular/Esp. Parede 22,00+ 0,12° 23,55+ 0,08° 42,05 + 0,052
Esp. M. Circular/ Esp. Parede 15,55+ 0,09° 16,85 + 0,06° 27,55+ 0,07°
Esp. M. Longitudinal/ Esp. Parede 6,65 + 0,03° 6,12 +0,01° 14,65 + 0,04*

Dados expressos como média + desvio padro. Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes
na mesma linha (p < 0,05) pelo teste Dunn.

Na regiao fundica, os resultados foram semelhantes aos da regido cardica, porém houve

diferenga significativa entre as camadas submucosas, sendo a mais delgada a do morcego

insetivoro (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparagio dos indices histométricos (%) do estomago findico dos morcegos estudados.

Indice Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans
Esp. Mucosa/Esp. Parede 62,25 +£0,05° 60,08 +£ 0,072 55,80 £ 0,04°
Esp. Submucosa/Esp. Parede 10,15+ 0,032 11,44 + 0,042 6,65+ 0,02b
Esp. Muscular/Esp. Parede 27,55+ 0,05° 28,56 + 0,05° 37,65 £ 0,04%
Esp. M. Circular/ Esp. Parede 17,65 + 0,04° 19,36 + 0,04° 26,65 + 0,04°
Esp. M. Longitudinal/ Esp. Parede 9,85+ 0,032 9,24 + 0,02° 11,70 + 0,022

Dados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes
na mesma linha (p < 0,05) pelo teste Dunn.

A camada mucosa de Anoura caudifer € Myotis nigricans na regido pilérica foram mais
proeminentes do que a Artibeus lituratus. Foi observada a diferenca na camada submucosa entre
as trés espécies, sendo a maior média encontrada no morcego frugivoro. A camada muscular
foi maior em A. lituratus. Nao houve diferenca significativa na subcamada muscular

longitudinal (Tabela 5).
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Tabela 5 - Comparagdo dos indices histométricos (%) do estomago pilérico dos morcegos estudados.

Indice Anoura caudifer Artibeus lituratus Myotis nigricans
Esp. Mucosa/Esp. Parede 54,13 £ 0,062 41,28 + 0,06° 56,00 + 0,042
Esp. Submucosa/Esp. Parede 11,13 +0,06° 16,36 + 0,052 5,95+0,01°
Esp. Muscular/Esp. Parede 34,67 + 0,03° 42,32 + 0,06 38,20 + 0,04°
Esp. M. Circular/ Esp. Parede 27,27 + 0,06° 34,96 + 0,06 32,05 + 0,072
Esp. M. Longitudinal/ Esp. Parede 7,40 £ 0,02 7,52 +£0,03 7,25 +£0,02

Dados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes
na mesma linha (p < 0,05) pelo teste Dunn.

Pela anélise dos indices (Tabela 6), ¢ possivel dizer que as espécies A. caudifer e M.
nigricans apresentaram, na regido fundica, fossetas mais profundas que A. lituratus. A largura
das fossetas e altura do colo glandular foram menores no morcego nectarivoro. Em A. lituratus
a altura da base glandular foi maior que nos demais morcegos, porém sua largura foi menor.

Anoura caudifer apresentou a menor altura da base glandular.

Tabela 6 — Comparacdo dos indices histométricos (%) da mucosa do estdmago fundico dos morcegos estudados.

Indice Anoura caudifer Artibeus lituratus ~ Myotis nigricans
Profundidade Fosseta/ Espessura Mucosa 23,75 + 0,082 15,83 + 0,04° 18,52 + 0,032
Largura Fosseta/ Profundidade Fosseta 36,87 = 0,06° 72,79 £ 0,222 68,93 +£0,10°
Altura Colo glandular/ Espessura Mucosa 34,43 +0,12° 50,26 + 0,092 53,86 + 0,142
Largura Colo glandular/ Altura Colo 21,76 £ 0,02 21,45+0,03 22,50 £ 0,05
Altura Base glandular/ Espessura Mucosa 15,41 £ 0,05¢ 34,10 £ 0,072 26,04 + 0,03°
Largura Base glandular/ Altura Base 54,11+ 0,09? 34,68 + 0,08° 50,38 £ 0,06*

Dados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes mostram valores significativamente
diferentes na mesma linha (p < 0,05) pelo teste Dunn.

4.1.3. Histoquimica

As secregdes de mucinas neutras (PAS+) foram as mais abundantes no estdmago de
todas as espécies (Figura 5). As maiores densidades desta mucina foram encontradas em A.
caudifer e M. nigricans (Tabela 7). Em A. caudifer as células mucosas da superficie continham
mucinas neutras, ao passo que as cé¢lulas mucosas do colo produziam mucinas 4cidas (AB+), e
ndo foram encontradas mucinas mistas; esse padrao foi visto em todos os segmentos (Figura
5A, D e G). Na regido pilorica dessa espécie nectarivora, as bases das glandulas foram

fortemente coradas por PAS, assim como as glandulas de Briinner presentes logo apos o
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esfincter pildrico. Todavia, no morcego frugivoro A4. lituratus, as células mucosas da fosseta
secretavam mucinas neutras ¢ mistas (PAS/AB+), ambas fortemente coradas, ndo sendo
encontradas mucinas acidas. As mucinas mistas foram vistas principalmente nos segmentos
cranial e caudal dessa espécie (Figura 5B, E e H). No estdmago do morcego insetivoro M.

nigricans houve somente a secre¢do neutra em todos os segmentos do estdmago.

Quando comparadas as densidades de mucinas por area nos diferentes segmentos do
estdbmago, foi observado em A. caudifer diferenca significativa de mucina acida entre os
segmentos cranial e médio em relacdo ao segmento caudal, em que foi menor. Em A. lituratus,
houve diferenca significativa na densidade de mucinas mistas nos trés segmentos, sendo mais
abundante no segmento cranial. O morcego insetivoro, M. nigricans, apresentou diferenca
significativa na densidade de mucinas neutras entre os segmento cranial e caudal, sendo maior

no caudal (Tabela 7).

Tabela 7 — Densidade média (%) de mucinas na mucosa gastrica dos morcegos estudados.

Estomago Regido Cardica Regido Fundica Regiao Pilérica

Anoura caudifer

Mucina acida 0,38 + 0,342 0,51 +0,51* 0,22 + 0,25%
Mucina neutra 9,24 + 4,46 10,09 + 4,30 8,18 £ 6,02
Mucina mista 0,00 0,00 0,00

Artibeus lituratus

Mucina acida 0,00 0,00 0,00
Mucina neutra 2,40 +£1,71 431+2,78 3,82 £2,60
Mucina mista 1,87 +0,34° 0,00 + 0,00¢ 0,76 + 0,84°

Myotis nigricans

Mucina acida 0,00 0,00 0,00
Mucina neutra 8,09 + 3,59° 9,29 + 3,76 10,88 + 4,26?
Mucina mista 0,00 0,00 0,00

Densidade de mucinas obtida por colorimetria, calculando-se a drea da coloragdo por area do campo (0,06mm?).
Dados expressos como média & desvio padrio. Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes
na mesma linha (p < 0,05) pelo teste Dunn.
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Figura 5 — Secgoes histologicas da camada mucosa nas diferentes regides do estomago dos morcegos estudados.

Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans

.

Legenda: Cabeca de Seta - Secrecio Neutra (PAS+); Seta Fina - Secrecio Acida (AB+); Seta Larga -
Secregido Mista (PAS/AB+). Coloragido Alcian Blue/ Acido Periédico de Schiff (AB/PAS). Escala: 20pum.
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4.2 . INTESTINOS

4.2.1. Morfologia

Os intestinos ndo apresentaram distingdao anatdomica entre os segmentos delgado e grosso
em nenhuma espécie, consistindo apenas em um tubo continuo, sem variagdo consideravel no
calibre e sem protuberancias, ceco ou apéndices (Figura 6), o que dificultou a divisdo dos
orgdos. A extremidades cranial (duodeno) e caudal (reto) do tubo intestinal eram um pouco
mais calibrosas que os demais segmentos intestinais. Foi observada uma relagdo entre o
comprimento dos intestinos e a massa corporal, revelando diferenca significativa entre os
morcegos Artibeus lituratus e Myotis nigricans, indicando que o morcego insetivoro possuia
um intestino maior do que o do frugivoro (Tabela 8). Baseado no comprimento médio dos
morcegos na literatura (Reis, et al., 2007), o morcego A. lituratus apresenta maior comprimento

intestinal relativo (273%), seguido de M. nigricans (175%) e A. caudifer (146%).

Figura 6 - Tubo gastrointestinal dos morcegos A. caudifer (A) e A. lituratus (B).

A

ESTOMAGO INTESTINO DELGADO INTESTINO GROSSO

B

ESTOMAGO INTESTINO DELGADO

INTESTINO GROSSO

Escala: 5 mm.
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Tabela 8 - Parametros biométricos dos morcegos estudados.

Espécie n Peso corporal (g) Comprimento intestinal Comprimento
(mm) intestinal/ Peso
corporal (mm/g)

Anoura caudifer 5 10,33 £0,58 85,6 £ 13,1 0,684 + 0,35
Artibeus lituratus 5 52,80 £2,80 268,3 +£55.,8 0,493 +0,11°
Myotis nigricans 4 3,97 £0,25 70,2 £8,3 1,834 £0,33¢2

n = numero de individuos. Dados expressos como média + desvio padrio. Letras diferentes mostram valores
significativamente diferentes na mesma coluna (p < 0,05) pelo teste Dunn.

O intestino delgado dos morcegos era formado pelas camadas mucosa, submucosa,
muscular e serosa. A camada mucosa das trés espécies ndo possuia dobras circulares, mas
haviam muitos vilos com diferentes formas e tamanhos, por vezes ocupando todo o espaco
luminal (Figuras 7 e 8). Os vilos de A. caudifer geralmente eram conectados e bifurcados, com
aspecto de ziguezague (Figuras 7 ¢ 8 - A, D, G). Em A. lituratus, os vilos apresentaram formato
digitiforme na porg¢ao cranial, piramidal na por¢ao média e em forma de lingua na por¢ao caudal
(Figuras 7 e 8 - B, E, H). O insetivoro M. nigricans apresentou vilos em formato de lingua nas
porcdes cranial e média, e vilos digitiformes na por¢ao caudal (Figuras 7 e 8 - C, F, I). Nas trés
espécies, na base entre os vilos foram observadas glandulas tubulares, as criptas de Lieberkiihn,

envolvidas por lamina propria de tecido conjuntivo frouxo.

A mucosa dos morcegos estudados era revestida por epitélio simples constituido
majoritariamente por c€lulas prismaticas absortivas (enterocitos) e por células caliciformes
(Figura 9). Tais células, especialmente os enterdcitos, possuiam muitas microvilosidades em
sua porcdo apical, formado uma borda estriada bem desenvolvida, como um tapete denso e
uniforme sobre os enterdcitos (Figura 10). As microvilosidades das células caliciformes eram
bastante varidveis inter e intra-espécies, em relagdo a tamanho e quantidade, podendo estar
ausentes em algumas células cuja superficie se assemelhava a uma cratera (Figura 10D, E ¢ F).
Ao longo de todo o tubo intestinal de A. caudifer, A. lituratus e M. nigricans foram percebidas
as células de Paneth na base das criptas (Figura 9B), este tipo celular foi abundante no frugivoro
A. lituratus. A lamina propria, presente no interior dos vilos e ao redor das criptas, era
constituida de tecido conjuntivo frouxo com vasos sanguineos, vasos linfaticos, células
musculares lisas e células do conjuntivo (Figura 9A). A muscular da mucosa era constituida

por duas finas camadas de células musculares lisas (Figura 9B).



Figura 7 - Seccdes histologicas transversais do intestino delgado dos morcegos estudados.

Anoura caudifer Artibeus Mpyotis nigricans
lituratus

Duodeno

200 pm

Coloragdo: Azul de toluidina. Escala: 200pum.
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Figura 8 - Ultraestrutura da mucosa do intestino delgado dos morcegos estudados.

Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans

Duodeno

SEI 10k WD1fmm 7 F ‘ SEL40kY WDf2mm K00 100um .

Jejuno

i

Ileo

SEI 10KV WD1fmm K200 100um —/'

Microscopia Eletronica de Varredura. Escala: Figura A, B, C, D, E, F, H e I = 100um; Figura G = 50
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Figura 09 - Secgoes histologicas transversais do intestino delgado de Anoura caudifer, evidenciando as
camadas parietais e seus constituintes.

—
20 pm

A — Camada mucosa, parte apical, com os vilos (Vi); B- Camada mucosa, parte basal, com as criptas (Cr), além
das camadas submucosa (Csb), muscular (Csm) e serosa (Cse). Be —Borda Estriada; Ca - Célula Absortiva Cc —
Célula Caliciforme; Ce - Célula Endocrina; Cm - Célula Muscular Cp — Célula de Paneth; Lp — Lamina Propria;
Mm — Muscular da Mucosa; Mc - Muscular Circular; M1 — Muscular longitudinal; Pm — Plexo Nervoso
Mioentérico; Vs — Vaso Sanguineo. Coloragdo: Tricromico de Gomori. Escala: 20pum.

A camada submucosa estava composta por tecido conjuntivo frouxo com vasos
sanguineos e linfaticos. Em uma curta por¢do no segmento cranial do duodeno, bem préoximo
ao esfincter pilorico, haviam poucas glandulas de Briinner ou glandulas duodenais (PAS
positivas) em A. caudifer e A. lituratus, ja em M. nigricans essas glandulas eram abundantes.

Em nenhuma das espécies foi observado o plexo submucoso (plexo de Meissner).

A camada muscular encontrava-se dividida em duas subcamadas, uma camada interna
com feixe de células musculares orientadas circularmente, € outra externa, com orientagdao
longitudinal (Figura 9B). Entre as duas subcamadas ajustava-se uma faixa de tecido conjuntivo
frouxo com presenca de ganglios nervosos formando o plexo mioentérico (plexo de Auerbach)
e vasos sanguineos. A camada serosa era constituida de tecido conjuntivo frouxo, revestido por

epitélio simples pavimentoso (mesotélio) (Figura 9B).
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Figura 10 - Imagens ultraestruturais do epitélio de revestimento do intestino delgado dos morcegos estudados.

Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans

Duodeno

SEL 10K - WDf2m,

A

b . .‘ a0 ; L ¢ ‘
SE kv WO ) 10000 Tum s B SEI 10kY WD12mm 18500 2pm
i At s ) e £

¥

SEI" 10KV WD12mm K1G,000  fm. - e—

4500 Spm

Microscopia Eletronica de Varredura. Legenda: Asterisco: Secre¢do de Muco; Cabega de Seta: Células
Caliciformes; Seta: enterocito. Escala: Figura A, H e I = 5um; Figura B, C, D, E e G = 1um; Figura F =

2um.
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No segmento caudal do intestino delgado de A. caudifer e A. lituratus foi possivel notar
a diminui¢do no numero e tamanho dos vilos e a deformag¢ao de muitos deles pela presenca das
placas de Peyer, que se projetam da submucosa para a mucosa (Figura 11A e B). Em Myotis

nigricans nao foram observadas as placas de Peyer.

Figura 11 - Seccdes histologicas transversais da transi¢ao ileo-colon e do intestino grosso dos morcegos
estudados.

A

|

|"200pm |

200 pm

A — fleo/coldn de Anoura caudifer. B - fleo/colon de Artibeus lituratus. C - Colon de A. caudifer; D - Colon
de Myotis nigricans. E - Reto de 4. caudifer; F — Reto de A. lituratus. Legenda: Cabega de Seta: Placas de

Peyer. Coloragdo: Tricromico de Gomori. Escala: 200pm
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O intestino grosso apresentava-se como um segmento muito curto constituido por um
colon descendente e um reto. As criptas eram proeminentes em A. caudifer € A. lituratus, e por
vezes se assemelham aos vilos, pela forma como se projetavam para a luz, especialmente em
A. lituratus. As células absortivas estavam presentes tanto quanto as cé€lulas caliciformes,
configurando uma borda em escova proeminente nas trés espécies. O reto dos morcegos
nectarivoro e frugivoro foram marcados pela presenga de pregas e pelo aumento na espessura
da tinica muscular. Agregados linféides foram percebidos no célon e no reto destas espécies.
O morcego Myotis nigricans apresentou agregados linféides no colon. O reto desta espécie nao

foi observado.

4.2.2. Histometria

Os segmentos do intestino delgado quando estatisticamente comparados revelaram
diferencas significativas (p<0,05). O morcego nectarivoro (Tabela 9) possuia espessura da
parede, espessura da mucosa, altura e largura do vilo, profundidade de cripta, altura do epitélio
e espessura da submucosa maiores no duodeno em relagdo ao jejuno e ileo, porém a altura da
borda estriada foi a menor nesta por¢ao. A largura da cripta foi maior no ileo que nas demais.
A camada muscular ndo mostrou diferenca significativa, mas suas subcamadas divergiram
sendo a circular interna mais espessa na regido caudal, e a longitudinal externa mais

proeminente na regido média.

Tabela 9 - Histometria do intestino delgado do morcego Anoura caudifer.

Medidas Duodeno Jejuno ileo
Espessura Parede 807,4 + 94,292 675,0+61,31° 591,1 +£97,82°
Espessura Mucosa 744,8 + 98,432 617,2+53,12° 534,7 + 95,86°
Altura Vilo 504,3 + 59,262 458,4 + 68,16* 348,6 = 74,11°
Largura Vilo 60,19 + 6,792 48,64 + 8,13° 64,06 + 11,420
Altura Epitélio 22,00 + 1,452 19,89 + 2,06° 21,70 £ 1,66
Altura Borda estriada 2,071 +£0,19° 2,606 + 0,252 2,49 + 0,63°
Profundidade Cripta 213,3 + 35,40° 165,0 + 18,06° 166,3 +27,16°
Largura Cripta 56,78 + 3,14° 60,60 + 11,01° 71,25+ 14,420
Espessura Submucosa 17,90 + 5,07* 14,44 + 3,44° 14,71 + 3,45°
Espessura Muscular (M) 40,86 +9,15 42,19 + 5,08 41,90 £+ 6,20
Espessura M. Circular 25,99 + 5,77 23,62 +3,72° 28,28 + 4,792
Espessura M. Longitudinal 15,30 + 3,77° 19,04 + 2,422 14,07 +2,08°

Dados expressos como média = desvio padrido (em pm). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa pelo teste Dunn (p < 0,05).
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Foi possivel notar a diminuicdo gradativa da espessura da parede, espessura da mucosa
e altura do vilo ao longo dos segmentos cranial, médio e caudal no morcego A. lituratus (Tabela
10). As criptas estavam mais profundas nas por¢des cranial e caudal, e mais largas na regiao
caudal que nas demais. A borda estriada foi mais proeminente no segmento médio e caudal. A
camada muscular e subcamada muscular circular foram mais espessas no semento caudal.
Alguns parametros ndo diferiram entre os segmentos: largura do vilo, altura do epitélio,

espessura da submucosa e da muscular longitudinal.

Tabela 10 - Histometria do intestino delgado do morcego Artibeus lituratus.

Medidas Duodeno Jejuno ileo
Espessura Parede 1222 £ 93,20 999.4 + 72,73 855,9 + 80,48°¢
Espessura Mucosa 1135+91,922 909,0 + 59,32° 753,7 +£74,55°
Altura Vilo 896,9 £ 71,56* 749,6 £ 66,95° 506,3 + 46,47°¢
Largura Vilo 108,0 £ 18,30 122,1 +£28,78 122,7 + 17,47
Altura Epitélio 36,29 + 3,41 37,08 £ 3,62 36,54 £ 3,50
Altura Borda Estriada 2,79+ 0,31° 3,50 +£ 0,572 2,69+0,21°
Profundidade Cripta 234,0 £ 48,222 188,1 + 10,54° 246,2 + 33,942
Largura Cripta 41,61 +£6,26° 43,47 +5,58° 51,34 + 8,622
Espessura Submucosa 24,89 + 6,82 24,02 £ 4,96 26,60 +9,31
Espessura Muscular (M) 64,76 + 9,59° 66,52 + 15,37° 75,46 + 10,22°
Espessura M. Circular 41,78 + 6,53 37,79 £ 8,63° 50,87 £ 8,307
Espessura M. longitudinal 24,59 + 5,89 28,11 £ 7,81 25,90 + 3,63

Dados expressos como média = desvio padrido (em pm). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa pelo teste Dunn (p < 0,05).

Em M. nigricans (Tabela 11), os segmentos duodeno e jejuno foram semelhantes em
relacdo a espessura da parede, espessura das camadas mucosa, submucosa e muscular
longitudinal, e altura e largura do vilo, havendo a diminuigdo destes parametros no segmento
ileo. As criptas mais profundas foram encontradas no duodeno, porém com menor largura.
Alguns parametros ndo apresentaram diferenca: altura do epitélio e da borda, espessura da

muscular total e muscular circular.



Tabela 11 - Histometria do intestino delgado do morcego Myotis nigricans.
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Medidas

Duodeno

Jejuno

Tleo

Espessura Parede
Espessura Mucosa

549,4 + 75,93?
460,6 = 65,35%

501,9 +42,90°
440,0 + 38,80*

Altura Vilo 337,3 + 55,042 331,4+£26,77*
Largura Vilo 85,22 + 6,022 81,41 £ 11,64%
Altura Epitélio 24,13 £ 1,43 23,97+ 1,66
Altura Borda Estriada 1,81 £0,16 1,91 £ 0,34
Profundidade Cripta 134,5 + 12,03% 112,7 +21,57°
Largura Cripta 34,98 + 3,43b 39,03 + 5,172
Espessura Submucosa 14,76 £ 6,15% 13,42 + 3,462
Espessura Muscular (M) 50,85+ 7,55 59,84 £ 12,06
Espessura M. Circular 31,45 +6,06 34,14 £ 8,33
Espessura M. longitudinal 21,30 4,502 26,89 +7,78°

4238 + 82,74
354,8 + 73,99
271,9 + 53,65
74,29 + 14,13b
24,64 + 2,67
1,90 £ 0,29
78,01 £ 20,97¢
42,08 + 4,14
7,16 + 1,48
49,80 + 21,72
30,66 + 11,64
13,74 + 2,76

Dados expressos como média + desvio padrdo (em um). Letras diferentes na mesma linha indicam

diferenga estatistica pelo teste Tukey ou Dunn (p < 0,05).

As espécies de morcegos quando comparadas entre si por meio de um indice exibiram

diferengas significativas (p<0,05) (Tabela 12). No duodeno, a camada mucosa mostrou-se mais

espessa em A. caudifer e A. lituratus, € os maiores vilos foram de A. lituratus. As criptas se

apresentaram mais curtas € menos largas em A. lituratus. A borda estriada foi maior no morcego

nectarivoro, entretanto a altura do epitélio foi maior no insetivoro. Os vilos foram mais largos

em M. nigricans, assim como a espessura da tinica muscular e de suas subcamadas. A camada

submucosa apresentou espessura indistinta entre as espécies.

Tabela 12 - Comparagado dos indices histométricos duodenais dos morcegos estudados.

Myotis nigricans

Indice Anoura caudifer Artibeus lituratus
Esp. Mucosa/ Esp. Parede 92,29 + 0,062 92,91 +£0,032
Alt. Vilo/ Esp. Mucosa 68,12 +0,07° 79,57 +£0,10°
Prof. Cripta/ Esp. Mucosa 28,84 + 0,042 20,65 £ 0,04°
Alt. Borda Estriada/ Alt. Epitélio 9,43 £0,01* 7,79 +0,01°
Alt. Epitélio/ Alt. Vilo 4,00 + 0,00° 4,00 + 0,00°
Larg. Vilo/ Alt. Vilo 12,14+ 0,02° 12,05 + 0.02°
Larg. Cripta/ Prof. Cripta 27,18 + 0,042 18,28 + 0,03°
Esp. Submucosa/ Esp. Parede 2,24+ 0,01 2,04+ 0,01
Esp. Muscular/ Esp. Parede 5,05+0,01° 5,31+0,01°
Esp. M. Circular/ Esp. Parede 3,13+ 0,00 3,41 +0,00°
Esp. M. Longitudinal/ Esp. Parede 1,89 + 0,00° 1,91 + 0,00°

84,63 £ 0,12°
73,54 £ 0,09%
29,76 + 0,052
7,53 +£0,01°
7,35+0,01*
25,86 + 0,042
26,20 + 0,032

2,80+ 0,01

9,68 +£0,02*
5,76 £0,01*
3,95+0,01*

Dados expressos como média + desvio padrao (em pm). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
estatistica pelo teste Tukey ou Dunn (p < 0,05). Legenda: Alt. = altura, Esp. = Espessura, Larg. = largura, M.

= muscular, Prof. = profundidade



Os parametros do jejuno (Tabela 13) foram bastante semelhantes aos do duodeno.

Tabela 13 - Comparagao dos indices histométricos jejunais dos morcegos estudados.
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Indice

Anoura caudifer

Artibeus lituratus

Myotis nigricans

Esp. Mucosa/ Esp. Parede 91,63 + 0,05? 91,10 £ 0,042 87,84 £ 6,12°
Alt. Vilo/ Esp. Mucosa 75,05+ 0,15° 82,73 £ 0,082 75,80 + 8,40
Prof. Cripta/ Esp. Mucosa 27,38 £ 0,042 20,89 + 0,02° 25,75 £ 5,142
Alt. Borda Estriada/ Alt. Epitélio 13,23 + 0,022 9,43 +0,01° 8,079 + 1,74°
Alt. Epitélio/ Alt. Vilo 432 +0,01° 5,04+ 0,01° 7,25+0,012
Larg. Vilo/ Alt. Vilo 10,78 + 0,02¢ 16,42 + 0,04° 2479 + 427°
Larg. Cripta/ Prof. Cripta 32,03 +0,102 23,57 + 0,04° 35,62+ 6,97
Esp. Submucosa/ Esp. Parede 2,14 + 0,000 2,42 +£0,01% 2,71 40,812
Esp. Muscular/ Esp. Parede 6,31+0,01° 6,64+ 0,01° 12,01 +2,80°
Esp. M. Circular/ Esp. Parede 3,54+0,01° 3,78 +£0,01° 6,82+ 1,632
Esp. M. Longitudinal/ Esp. Parede 2,85+0,01° 2,82+0,01° 5,39 £ 1,67

Dados expressos como média + desvio padrao (em um). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa pelo teste Tukey ou Dunn (p < 0,05). Legenda: Alt. = altura, Esp. = Espessura, Larg. = largura, M.

= muscular, Prof. = profundidade

Por sua vez, no ileo (Tabela 14), a camada mucosa foi mais espessa em 4. caudifer e A.

lituratus, e a altura da borda estriada foi maior em A. caudifer. A altura do epitélio e vilos foram
maiores, € as criptas menores no morcego insetivoro M. nigricans. As criptas foram mais largas
em A. caudifer e M. nigricans. A submucosa foi mais espessa em A. lituratus € menos espessa
em M. nigricans. A camada muscular e a muscular circular interna possuem proporcoes
similares nos morcegos frugivoro e insetivoro, nos quais foram mais espessas. A muscular

longitudinal externa foi mais espessa em M. nigricans, seguido de A. lituratus e por ultimo A.

caudifer.



Tabela 14 - Comparacao de indices histométricos ileais dos morcegos estudados.
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Indices

Anoura caudifer

Artibeus lituratus

Myotis nigricans

Esp. Mucosa/ Esp. Parede 89,65 + 0,042 88,20 + 0,062 83,57 + 0,04
Alt. Vilo/ Esp. Mucosa 65,12 +0,07° 67,37 £ 0,05° 77,17 £0,08*
Prof. Cripta/ Esp. Mucosa 31,41 £0,04* 32,92 £0,05* 21,95 +£0,04°
Alt. Borda Estriada/ Alt. Epitélio 11,53 +£ 0,032 7,65+ 0,01° 7,74 +£0,01°
Alt. Epitélio/ Alt. Vilo 6,48 £ 0,02% 7,20+ 0,01° 9,30 £ 0,022
Larg. Vilo/ Alt. Vilo 19,19 + 0,05° 24,34 + 0,04° 27,83 £ 0,05?
Larg. Cripta/ Prof. Cripta 43,25 £0,08? 21,07 £ 0,04° 58,570,192
Esp. Submucosa/ Esp. Parede 2,53+ 0,01° 3,10+£0,012 1,73 £ 0,00°
Esp. Muscular/ Esp. Parede 7,29 + 0,02b 8,89 +0,012 11,35+ 0,032
Esp. M. Circular/ Esp. Parede 4,92 +0,01° 5,98 £0,012 7,15 +0,022
Esp. M. Longitudinal/ Esp. Parede 2,44 +0,01°¢ 3,05+ 0,01° 3,82 +0,012

Dados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa
pelo teste Tukey ou Dunn (p < 0,05). Legenda: Alt. = altura, Esp. = Espessura, Larg. = largura, M. = muscular,

Prof. = profundidade
Em relagdo ao intestino grosso, foi possivel observar no morcego A. caudifer que a
espessura da mucosa foi maior no célon do que no reto, ocorrendo o inverso para as outras
camadas. A borda estriada possuiu tamanho semelhante nos diferentes segmentos para as trés

espécies (Tabela 15) e, especialmente em A. lituratus, foi tdo expressiva quanto a do intestino

delgado.



Tabela 15 - Histometria do intestino grosso dos morcegos estudados.
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Espécies/ Parametros

Célon

Reto

Anoura caudifer

Espessura Mucosa

Altura Borda Estriada

Espessura Submucosa

Espessura Muscular

Espessura Muscular Circular
Espessura Muscular Longitudinal

Artibeus lituratus

Espessura Mucosa

Altura Borda Estriada

Espessura Submucosa

Espessura Muscular

Espessura Muscular Circular
Espessura Muscular Longitudinal

Myotis nigricans*

Espessura Mucosa

Altura Borda Estriada

Espessura Submucosa

Espessura Muscular

Espessura Muscular Circular
Espessura Muscular Longitudinal

286,00 + 40,13*
1,41+0,12
17,45+ 4,01°
53,00 + 13,55°
33,77+ 6,88°
19,05 +5,81°

531,80 + 54,53
2,86 + 0,65
39,59 + 4,32°
114,10 £ 16,99°
71,62 +9,22°
43,03 +£7,68°

139,32 + 34,68
128+0,16
2439 + 18,78
101,14 + 20,26
69,96 + 13,97
31,51 + 8,07

236,50 £ 52,14°
1,48 £ 0,06
39,45 +11,35°
106,60 + 12,35°
90,56 + 37,95°
33,76 £ 7,61*

589,30 + 132,60
2,58+ 0,19
68,81 +34,71°
173,10 £ 52,39°
107,0 + 33,69°
67,25 + 20,86°

*Nao foi analisado o reto dessa espécie. Dados expressos como média + desvio padrdo (em um). Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste t (p < 0,05)

4.2.3. Histoquimica

Todos os segmentos intestinais revelaram reagdo positiva para a técnica de AB/PAS. No

intestino delgado, as células caliciformes eram sempre maiores em altura nos vilos do que nas

criptas. Verificou-se que, no duodeno de A. caudifer, as células caliciformes estavam bem

distribuidas em toda a mucosa (Figura 12A), enquanto em A. lituratus (Figura 12B) essas

células foram mais abundantes nos vilos que nas criptas; ja as células caliciformes em M.

nigricans estavam em maior nimero nas criptas que nos vilos (Figura 12C). No jejuno, A4.

caudifer possuia uma distribui¢do semelhante ao duodeno (Figura 12D), ja em A. lituratus foi

possivel notar aumento no nimero de células caliciformes nos vilos e nas criptas (Figura 13E);

neste mesmo segmento em M. nigricans haviam muitas células distribuidas em toda a mucosa
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(Figura 12F). No ileo das trés espécies houve aumento no tamanho e na quantidade de células

caliciformes distribuidas pela mucosa (Figura 12G, H e I).

Figura 12 — Seccdes histologicas da mucosa do intestino delgado evidenciado as células caliciformes e a borda
estriada nos morcegos estudados.

Anoura caudifer Artibeus lituratus Mpyotis nigricans

Duodeno

z

Ileo

Legenda: Be = Borda Estriada; Cr = Cripta; Lp = Lamina Propria. Cabeca de Seta: Mucina Mista; Seta
Fina: Mucina Neutra; Seta Larga: Mucina Acida. Coloragdo Alcian Blue/ Acido Periédico de Schiff
(AB/PAS). Escala: 20um
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A quantificacdo da drea corada pela técnica de AB/PAS permitiu comparar
estatisticamente (p<0,05) a densidade de mucinas 4cidas, neutras e mistas nos diferentes
segmentos do intestino delgado, como também analisar o tipo predominante de mucina em cada
segmento (Tabela 16). Em A. caudifer o segmento caudal foi o que apresentou maior densidade
de mucinas, em especial acidas e mistas. Em A. lituratus o segmento caudal mostrou maior
secrecdo de mucinas acidas, assim como o cranial e caudal revelaram maior secrecdo de
mucinas mistas. Em M. nigricans, os segmentos caudal e médio apresentaram grandes
quantidades de mucinas mistas, € o segmento cranial apresentou maior quantidade de mucinas

neutras. Nessa espécie as mucinas acidas nao foram encontradas.

Tabela 16. Densidade média (%) de mucinas na mucosa do intestino delgado dos morcegos estudados.

Intestino Delgado Duodeno Jejuno ileo

Anoura caudifer

Mucina Acida 0,39 + 0,41° 0,45+ 0,41° 1,04 £ 0,96?
Mucina Neutra 0,14 +0,12° 0,14+0,11° 0,43+ 0,29°
Mucina Mista 0,58 + 0,48 0,64 + 0,45° 1,39 + 1,092
Artibeus lituratus

Mucina Acida 0,82 +£1,03¢ 1,26 £0,57° 2,09 £ 1,30°
Mucina Neutra 0,00 £ 0,00° 0,00 £ 0,00° 0,13 +£0,14*
Mucina Mista 0,92 £0,92° 0,46 £ 0,33 0,79 £ 0,65*
Myotis nigricans

Mucina Acida 0,00+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 + 0,00
Mucina Neutra 2,85 +£2,39° 0,00 £ 0,00°¢ 0,38 + 0,42°
Mucina Mista 2,40 + 2,80° 12,08 + 4,482 15,43 + 7,86°

Densidade de mucinas obtida por colorimetria, calculando-se a 4rea da coloragio por drea do campo (0,06mm?).
Dados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes mostram valores significativamente diferentes
na mesma linha pelo teste de Tukey ou Dunn (p < 0,05).

As células caliciformes foram abundantes no intestino grosso e era maior ¢ mais larga
em relacdo ao intestino delgado. Nesta por¢ao final do tubo digestivo foi possivel notar a
secrecdo de variados tipos de mucinas, intensamente coradas pela técnica histoquimica
AB/PAS (Figura 13). O morcego nectarivoro possuia grande densidade de mucinas neutras e
mistas no coélon, e mucinas acidas no reto. Em A. lituratus as mucinas acidas foram
predominantes no intestino grosso, especialmente no reto. O morcego insetivoro, que no
intestino delgado ndo mostrou secrecdo acida, exibia no cdlon células produtoras de muco acido

principalmente na base das criptas, porém o tipo misto ainda foi o mais encontrado (Tabela 17).
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Figura 13 —Secgdes histologicas da mucosa do intestino grosso evidenciado as células caliciformes e a borda
estriada dos morcegos estudados.

b
X\
) \
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A - Célon de Anoura caudifer; B — Reto de Artibeus lituratus; C — Célon de Myotis nigricans. Legenda:
Be: Borda Estriada; Cabeca de Seta: Mucina Mista; Seta Fina: Mucina Neutra; Seta Larga: Mucina Acida.
Coloragdo Alcian Blue/ Acido Periédico de Schiff (AB/PAS). Escala: 20um

Tabela 17 - Densidade média (%) de mucinas na mucosa do intestino grosso dos morcegos estudados.

Espécie Colon Reto

Anoura caudifer

Mucina acida 0,47 + 0,84° 1,08 +0,63°
Mucina neutra 2,26+ 2,342 0,33 +0,22°
Mucina mista 4,42 +2,69° 1,22 + 0,45°
Artibeus lituratus

Mucina acida 6,23 + 1,60° 13,57 + 5,36*
Mucina neutra 0,52+ 0,30 0,56+ 0,36
Mucina mista 1,08 +0,712 0,93 +1,11°

Myotis nigricans*

Mucina acida 2,28 £2,59
Mucina neutra 0,16 +£ 0,32
Mucina mista 8,29 + 6,44

*Nao foi observado o reto dessa espécie. Densidade de mucinas obtida por colorimetria, calculando-se a

4rea da coloragdo por 4rea do campo (0,06mm?). Dados expressos como média + desvio padrdo (em pwm).
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo Teste t (p < 0,05).
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4.2.4. Células enteroendocrinas

Foram observadas células endocrinas nas criptas intestinais em todos as espécies
(Tabela 18). O intestino grosso foi o local com maior quantidade de células enddcrinas. As
células argentafins foram encontradas somente no morcego frugivoro, tanto no intestino
delgado quanto no intestino grosso. As células argiréfilas, por sua vez, foram localizadas em
todas as espécies. Em A4. caudifer, as células argiréfilas foram localizadas no segmento cranial
do intestino delgado, enquanto em A. lituratus foram vistas nos segmentos médio e caudal; e
em M. nigricans nos segmentos cranial e caudal. No intestino grosso as células enddcrinas
argirofilas foram localizadas em A. caudifer, A. lituratus e M. nigricans. Portanto, o morcego

frugivoro foi a espécie que apresentou o maior numero total de células enteroendocrinas.

As células enddcrinas apresentaram morfologia variada, mas com o predominio de
células do “tipo aberto”, exibindo formato piramidal ou oval com nucleo esférico e citoplasma

corado em preto ou marrom pelas técnicas do Grimelius e Masson Fontana (Figura 14).

Tabela 18 - Percentual de células endécrinas argirdfilas e argentafins nos intestinos delgado e grosso dos
morcegos estudados.

Células Argentafins Anoura caudifer Artibeus lituratus Myotis nigricans

Intestino Delgado

Segmento Cranial 0 8,55 0
Segmento Médio 0 16,28 0
Segmento Caudal 0 6,53 0
Intestino Grosso 0 20,34 0
Células Argiréfilas

Intestino Delgado

Segmento Cranial 5,96 0 4,46
Segmento Médio 0 0,50 0
Segmento Caudal 0 0,46 9,32
Intestino Grosso 6,60 41,10 18,11

Percentual calculado pelo nimero de células por ntimero de criptas no campo.
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Figura 14-Fotomicrografias do intestino evidenciando as células endocrinas nos morcegos estudados.

A - Duodeno de Artibeus lituratus; B - Reto de A. lituratus. Coloragdo Técnica de Masson Fontana. C -
Duodeno de Anoura caudifer; D — Jejuno de A. lituratus; E - Reto de A. lituratus; F - Cdlon de Myotis
nigricans. Coloragao Técnica de Grimellius. Legenda: Seta - Células Enddcrinas.
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5. DISCUSSAO

Este estudo abordou as caracteristicas morfologicas e histologicas do trato
gastrointestinal de trés espécies de morcegos com dietas diferentes, introduzindo novas
metodologias para a comparacao entre espécies diferentes. Para a histometria foi elaborado um
indice que considera a razao entre os constituintes do tecido, e para a colorometria foi analisada
a area de distribui¢do de mucinas no tecido. Através das comparacdes foi possivel observar e

inferir sobre as diferencas na estruturagao histologica dos constituintes do tubo.

5.1. Estomago

O estomago dos trés morcegos se mostrou como um orgao sacular tipico, como ja
documentado na literatura para outras espécies de morcegos (Park & Hall, 1951; Perrin &
Hughes, 1992; Rouk & Glass, 1970). Todavia, a morfologia estomacal de A. /ituratus diferiu
de A. caudifer e M. nigricans em alguns aspectos, entre elas, por sua aparéncia triangular, pela
presenga de um vestibulo cérdico e de um sulco proeminente delimitando um extenso fundo
cego. As espécies frugivoras de Pteropodidaec e Phyllostomidae geralmente possuem um
vestibulo cardico desenvolvido, fundo cego alongado e regido pilorica estreita (Forman, 1973;
Abumandour & Pérez, 2017). Os achados do presente trabalho concordam com os desses
autores sobre a descricdo do estomago de morcegos frugivoros, sendo que A. lituratus
apresentou morfologia gastrica quase idéntica a dos frugivoros Centurio senex, Artibeus
phaeotis, Sturnira ludovici e Sturnira lilium (Forman, 1973). Os morcegos do género Artibeus
consomem apenas o suco das frutas que ¢ composto de dgua e substancias nao fibrosas, ndo
ingerindo as fibras, mas sim, as descartando como pelotas secas (Handley & Gardner, 1991;

Mello et al., 2005)

O estomago de A. caudifer foi andlogo ao descrito por Forman (1971) para a espécie
nectarivora Anoura geoffroyi, assemelhando-se a estbmagos de morcegos insetivoros, como o

de M. nigricans, o que o autor relacionou ao consumo esporadico de insetos pelos nectarivoros.

A espécie M. nigricans, assim como outros morcegos insetivoros, apresentou um
estobmago simples sem especializagdes, indicativo de um estomago com caracteristicas
primitivas, possivelmente por ser a insetivoria a dieta basal. Nesse contexto, Kamiya e Pirlot
(1975) concluiram que existem poucas diferencas na anatomia gastrica entre os morcegos

insetivoros do Velho € do Novo Mundo.
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As quatro camadas concéntricas (mucosa, submucosa, muscular e serosa) que
constituem a parede do estomago dos morcegos sdo semelhantes em todas as espécies de
morcegos (Rouk & Glass, 1970). O estomago foi divido em trés regides funcionais com
caracteristicas diferentes: regido da cardia, regido do fundo/corpo e regido do piloro. Essas
regides sdo glandulares, com glandulas findicas ocupando a maior parte da mucosa gastrica. A
estrutura glandular variou conforme a regido, mas foi semelhante entre as espécies (salvo
algumas particularidades em A. lituratus e M. nigricans): glandulas cérdicas constituidas
principalmente de células mucossecretoras e parietais, glandulas fundicas extensas constituidas
por células mucossecretoras, parietais e principais, e glandulas piloricas constituidas

principalmente por células mucossecretoras.

Foi observado em A. lituratus que as células principais surgem em quantidade
expressiva ja na cardia. Kamiya e Pirlot (1975) em suas observagdes nos morcegos frugivoros
do Velho Mundo Pteropus intermedius, Penthetor lucasi e Eonycteris spelaea relataram a
presenca de células mucosas, células parietais e principais logo no vestibulo céardico, sugerindo
uma adaptacao para um tratamento mais rapido do alimento ingerido. Assim como em Eidolon
helvum (Okon, 1977), o morcego frugivoro, A. lituratus, possuia abundantes células principais
e parietais na mucosa gastrica, principalmente na regido do fundo/corpo. Kamiya e Pirlot (1975)
destacaram a diminui¢do de células parietais e principais no piloro dos frugivoros, semelhante

ao que ocorreu em A. lituratus.

Em M. nigricans, assim como no insetivoro Rhinolophus cornutus (Kamiya & Pirlot,
1975), as regides cardica e pilérica possuem células mucosas e parietais, sendo que as células
principais estao na regido findica somente. Entretanto, o morcego Myotis lucifugus lucifugus
apresentou nas regides da cardia e do piloro glandulas contendo apenas células mucossecretoras
(Ito & Winchester, 1963), e Miniopterus schreibersii exibiu muitas células principais nas

glandulas cérdicas, sobrepondo em quantidade as das glandulas findicas (Bhide, 1979).

Quando da comparagdo das regides gastricas, 0 morcego nectarivoro A. caudifer nao
apresentou diferenca significativa na espessura da mucosa ao longo do estomago, porém
quando comparado aos outros morcegos, as fossetas foram mais profundas e mais estreitas ¢ as
glandulas menores com bases mais largas. O alimento consumido por estes animais,
normalmente agucarados, sdo substincias mais faceis de serem quebradas em moléculas
menores ¢ de serem absorvidas no intestino. A grande quantidade de células mucosas

encontradas nas fossetas e no colo da glandula auxiliam na fluidez do alimento para o duodeno,
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agilizando o processo de esvaziamento do estdmago; possivelmente, ndo ha grande producao

de pepsinogénio devido ao reduzido niimero de proteinas ingeridas na alimentagao.

A espessura da camada mucosa variou entre os segmentos de 4. lituratus, sendo menos
espessa no segmento caudal. Nesse morcego frugivoro, o segmento médio apresentou as
fossetas mais curtas em relagdo aos outros morcegos, porém eram mais largas. Nas glandulas
de A. lituratus, a altura do colo e da base foram maiores em relagdo a A. caudifer, contudo a
base da glandula foi menos larga. Devido as propriedades dos alimentos consumidos, € provavel
que a grande produ¢do de 4cido cloridrico e pepsina seja necessaria, especialmente de acido,

tendo sido constatado grande quantidade de células parietais ao longo da mucosa gastrica.

Diferente do citado por Bhide (1979), no morcego Miniopterus schreibersii, que
apresentou camada mucosa mais espessa na regido cardica que na regido do piloro, em M.
nigricans a espessura da mucosa foi menor na cardia que nos demais segmentos. Ito e
winchester (1963) observaram que a espessura da mucosa em Myotis lucifugus lucifugus
ocupava quase a metade da espessura da parede, e que esta camada variou em espessura entre
as regides, expondo glandulas géstricas um pouco mais curtas na regido findica e mais longas
na pildrica. Abumandour e Pérez (2017) aludiram que a maior espessura de mucosa e as fossetas
mais longas foram encontradas no morcego insetivoro Taphozous perforates em relagao ao
frugivoro Rousettus aegyptiacus. De forma similar, em M. nigricans foram vistas fossetas
profundas em comparagdo a A. lituratus. Nos morcegos insetivoro e frugivoro, as fossetas eram
mais largas e com maior altura do colo glandular do que as de A. caudifer. A configuracao
glandular dos morcegos insetivoros e frugivoros esta intimamente relacionada com o tipo de
alimento consumido, dessa forma hd uma maior producao de secregdes capazes de quebrar as

moléculas de proteinas e agilizar o processo digestivo.

Conforme reportado Rouk e Glass (1970), este estudo concorda que a camada
submucosa nos morcegos ¢ formada por tecido conjuntivo, com vasos sanguineos e linfaticos,
e afirma a auséncia ou a raridade do plexo submucoso. Rouk e Glass (1970) reportaram a
comum presenca de nddulos linfaticos em morcegos insetivoros, diferentemente dos
nectarivoros. Entretanto, em nossas observagdes o morcego nectarivoro 4. caudifer apresentou
nodulos linfaticos. Similar ao que foi visto no morcego frugivoro Rousettus aegyptiacus
(Abumandour & Pérez, 2017), também encontramos nddulos em A. lituratus. Ainda em A.
lituratus, a camada submucosa continha tecido adiposo unilocular. Segundo Forman (1973)
essa ¢ uma caracteristica tipica do género Artibeus, entretanto o autor nao infere sobre a

funcionalidade deste tecido na parede gastrica. No morcego frugivoro a espessura da
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submucosa foi significativamente maior no segmento caudal, devido a grande concentragao de
tecido adiposo nesta regido; ¢ possivel que essa propriedade garanta ao 6rgdo energia para a

intensa atividade motora, além de prote¢ao mecanica.

A camada muscular ¢ formada por duas subcamadas, uma interna circular e outra
externa longitudinal. A espessura destas subcamadas variou nas diferentes regides do estdmago.
Como mostrado neste estudo, em todos os morcegos a subcamada circular interna formada de
musculo liso sofre um aumento em sua espessura na regiao pilérica para a formacao do esfincter
na jungao gastroduodenal. A maior espessura da subcamada muscular circular para a formagao
do esfincter ¢ comum aos morcegos, ¢ geralmente o esfincter pildrico ¢ simétrico nos
insetivoros ( Rouk & Glass, 1970; Forman, 1971; Forman, 1973; Kamiya & Pirlot, 1975; Bhide,
1979; Perrin & Hughes, 1992). Rouk e Glass (1970) destacaram que em morcegos insetivoros
a camada longitudinal externa ¢ geralmente mais fina nas regides cérdica e pilorica, e de igual
espessura ao longo da regido corpo/fundica, todavia, em M. nigricans a maior espessura da
longitudinal externa foi vista na céardica e menor no piloro. Bhide (1979) considerou que as
duas subcamadas sao igualmente grossas em algumas regides do estdbmago, porém quando se
aproxima da regido pildrica hd um aumento na espessura da circular. Existem variacdes na
espessura das camadas musculares em razao do estado contratil das mesmas, especialmente na
metade distal do estdbmago, onde hd maior atividade motora. O morcego M. nigricans conta
com uma musculatura desenvolvida nas regides cardica e fundica, justamente por garantir a

digestdo mecanica do bolo alimentar que ¢ bastante rigido.

Perrin e Hughes (1992) inferiram que a camada muscular dos morcegos insetivoros
Miniopterus schreibersi, Miniopterus fraterculus, Rhinolophus simulator e Miniopterus
tricolor foi mais espessa em todo o estdmago que no frugivoro Epomophorus wahlbergi,
sugerindo que a musculatura proeminente dos insetivoros corresponde a uma resposta a
natureza do alimento ingerido, que necessita de maiores contragdes musculares para a mistura
das secrecoes gastricas. Os numerosos ganglios do plexo mioentérico (de Auerbach) entre as
subcamadas musculares também foram descritos Rouk e Glass (1970). A camada serosa, assim
como nos mamiferos em geral, ¢ uma fina camada externa de tecido conjuntivo que cobre a

tunica muscular (El-Mansi et al., 2019; Junqueira & Carneiro, 2013).

As mucinas (glicoconjugados) neutras foram as mais abundantes no estdmago dos
morcegos estudados. As secrecdes das glandulas piloricas e das glandulas de Briinner foram
semelhantes em sua natureza quimica, ricas em mucinas neutras. Através da técnica conjugada

de AB/PAS, Sheahan & Jervis (1976) notaram o predominio de glicoconjugados neutros em 11



56

espécies de mamiferos, incluindo o homem. As células mucosas da superficie géstrica em A.
caudifer tiveram reagdo positiva para mucinas neutras e as células mucosas do colo positivas
para mucinas acidas, semelhante ao encontrado em Anoura. geoffroyi (Forman, 1971). As
mucinas acidas sdo importantes para a fluidez do muco, facilitando o transito alimentar,
certamente mais rapido em nectarivoros. O morcego frugivoro A. lituratus apresentou
glicoconjugados mistos e neutros em suas células mucosas. A secrecdo neutra ja foi
demonstrada para os frugivoros Rousettus aegyptiacus (El-Desouk et al., 2006) e Pteropus
intermedius (Kamiya & Pirlot,1975). Todavia, El-Mansi et al. (2019) observaram em R.
aegyptiacus reacdo positiva intensa para mucinas acidas nas células mucosas das glandulas
gastricas, além de mucinas neutras e mistas. Diferente de M. nigricans que manteve a secre¢ao
neutra em todo o estdmago, os insetivoros Myotis velifer, Tadarida brasiliensis, Antrozous
pallidus e Taphozous nudiventris tiveram em suas células mucosas superficiais reagdo positiva
para residuos de acido carboxilado ( Rouk & Glass, 1970; El-Desouk et al., 2006). Nos
morcegos Miniopterus schreibersii € Rhinolophus ferrumequinum houveram secre¢des de
mucinas acidas, porém com predominio de mucinas neutras na regido pilérica (Bhide, 1979;
Scillitani et al., 2007). As células mucosas da superficie de Pipistrellus pipistrellus produziam
muco neutro, enquanto as cé¢lulas do colo secretavam uma mistura de muco neutro e acido
(Strobel et al.,, 2015), e em Taphozous perforatus foram observadas mucinas
predominantemente 4cidas, como também neutras e mistas (El-Mansi et al., 2019). Dessa
forma, compreende-se que as mucinas neutras realizam fungao crucial para protecao do epitélio
contra agressores quimicos, fisicos e biologicos, além de facilitar o transito do alimento ao
intestino, por essas caracteristicas sdo essenciais na mucosa gastrica. A secre¢ao de mucinas
acidas e mistas parece estar associada ao tipo de habito alimentar, uma vez que sdo menos
secretadas ou nao secretadas em morcegos insetivoros, ou ainda, poderia ter implicacao

filogenética, estando ausente no tipo basal da dieta alimentar.

5.2. Intestinos

Os morcegos possuem intestinos curtos e morfologicamente simples quando
comparados a de outros mamiferos ndo voadores. Price et al. (2015) afirmaram que apesar deste
encurtamento intestinal e consecutiva menor area de superficie, estes animais dispdem de uma
absor¢ao paracelular mais rapida de nutrientes soluveis em agua, consistindo em um mecanismo
de compensac¢do. Além disso, no colon da espécie frugivora Eidolon helvum, Ogunbiyie e Okon

(1976) encontraram alta atividade enzimatica de maltase e tripsina o que pode indicar que nesta
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regido do tubo digestivo, até entdo relacionada a absor¢do de dgua e eletrolitos, ¢ responsavel
por digerir e absorver nutrientes. Tedman e Hall (1985) sugeriram que a rapida passagem de
alimentos pelo trato digestivo pode garantir vantagens para os morcegos, evitando carga de

peso, aumentando sua capacidade de manobra e menor custo energético durante o voo.

Neste estudo, ndo foi percebido a clara distingao entre os intestinos, que se constituiram
como um tubo uniforme. A auséncia de distingdo macroscopica entre intestinos delgado e
grosso em morcegos com diferentes habitos alimentares ja foi documentada em diversos
estudos ( Okon, 1977; Ishikawa et al., 1985; Tedman & Hall, 1985; Makanya & Maina, 1994;
Scillitani et al., 2007; Gadelha-Alves et al., 2008; Paksuz & Paksuz, 2015; Selim & El Nahas,
2015; Strobel et al., 2015). Em algumas espécies, entre o intestino delgado e o grosso foram
observadas externamente pequenas protuberancias, as placas de Peyer (Gadelha-Alves et al.,
2008; Selim & El Nahas, 2015). E no morcego insetivoro Rhinopoma hardwickii foi verificada
uma pequena estrutura semelhante a um ceco, com vilosidades curtas e abundantes células

caliciformes, e em sua submucosa havia tecido linfoide (Aylward et al., 2019).

As quatro camadas concéntricas (mucosa, submucosa, muscular e serosa) que
constituem os intestinos dos morcegos sdo comuns aos mamiferos (Junqueira & Carneiro,
2013). Os diversos formatos de vilos, encontrados ao longo da mucosa do intestino delgado nas
diferentes espécies neste estudo, refletem a variedade morfoldgica para ampliagdo da superficie
absortiva nos morcegos. Em quirdpteros ja foram observados vilos em forma de lingua, em
ziguezague, digitiformes e piramidais, como também vilos semelhantes a favos de mel e cristas
(Ishikawa et al., 1985; Makanya & Maina, 1994; Scillitani et al., 2007; Gadelha-Alves et al.,
2008; E. P. nar Paksuz & Paksuz, 2015; Selim & El Nahas, 2015; Strobel et al., 2015; EI-Mansi
et al., 2019). Tais padrdes dos vilos podem estar associados ao tipo de dieta, contribuindo para
uma otimizagao da superficie de contato para a digestdo e absor¢do dos nutrientes, ou pode ter

relacdo com a filogenia das espécies.

A espessura da parede e da mucosa, assim como a altura dos vilos, foram maiores no
duodeno e diminuiram a medida que se aproximava do intestino grosso. A diminuicao da altura
dos vilos distalmente foi reportada nos morcegos Pteropus poliocephalus, Pteropus alecto
(Pteropodidae) (Tedman & Hall, 1985), Rhinolophus ferrumequinum (Rhinolophidae)
(Scillitani et al., 2007), Rhinolophus hildebrandti (Makanya & Maina, 1994), Asellia tridens
(Hipposideridae), Chaerephon pumilus (Molossidae) e Nycteris thebaica (Nycteridae)
(Aylward et al., 2019). Tal fato certamente estd ligado a funcionalidade desse segmento, uma

vez que o duodeno € o local do intestino onde ocorre a maior parte da digestao e absor¢ao dos
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nutrientes, para tanto necessita otimizar a superficie de contato e atividade secretéria. A
presenga de criptas mais profundas no duodeno também condiz com sua grande participagdo

nos processos digestivos.

No nosso trabalho, comparando os mesmos segmentos intestinais entre as diferentes
espécies, as maiores vilosidades foram observadas nas espécies em que as criptas foram
menores, no caso A. lituratus, seguido de M. nigricans e A. caudifer. Gadelha-Alves et al.
(2008) analisaram a morfometria das criptas e dos vilos no segmento médio do intestino
delgado, e relataram criptas mais profundas em Phyllostomus hastatus (onivoro) e mais curtas
em Desmodus rotundus (hematdfago), enquanto os vilos mais altos foram observados em
Sturnira lilium e Carollia perspicillata (frugivoros). Quando comparados, El-Mansi et al.
(2019) notaram vilos mais altos no morcego frugivoro Rousettus aegyptiacus que no insetivoro

Taphozous perforatus.

O epitélio da camada mucosa no intestino delgado ¢ constituido de células absortivas e
células caliciformes com proeminentes microvilos em sua regido apical. Este tipo de epitélio ¢
comum a morcegos ¢ demais mamiferos (Tedman & Hall, 1985; Gadelha-Alves et al., 2008;
Junqueira & Carneiro, 2013; Selim & El Nahas, 2015). A altura do epitélio foi
significativamente diferente entre as regides no morcego nectarivoro 4. caudifer, apresentando
menor altura no jejuno, onde a borda em escova mostrou-se mais alta, o que também ocorreu
no frugivoro A. lituratus. O empacotamento das microvilosidades ¢ uma adaptacdo a nivel
celular que aumenta a area da superficie exposta ao limen, garantindo a captagdo otimizada de
moléculas (Maroux et al., 1988), o que reflete a importante participagdao do jejuno na absor¢ao
de nutrientes. O morcego nectarivoro possuiu maior altura de borda em escova no intestino
delgado do que A. lituratus e M. nigricans, essa condi¢do pode estar associada a uma rapida
absorcao dos nutrientes de facil digestdo e que também sdo absorvidos por via paracelular. O
insetivoro, M. nigricans, apresentou maior altura do epitélio em todas regides do intestino
delgado em relacdo aos outros morcegos. A maior altura do epitélio também pode ser um
aspecto adaptativo para otimizar a absor¢do, tendo em vista que diminui a distdncia de

deslocamento dos nutrientes.

Anoura caudifer, Artibeus lituratus e Myotis nigricans possuiam células de Paneth em
todo o tubo intestinal. Estas células granuladas, localizadas na base das criptas intestinais, sao
responsaveis pela liberagdo de peptideos antimicrobianos auxiliando na prote¢ao do intestino
(Ouellette, 1997; Porter et al., 2002). Estas células sdo somente encontradas no intestino

delgado de mamiferos e aves (Banks, 1992); entretanto em morcegos podem estar distribuidas
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em todo intestino. Gadelha-Alves et al. (2008) encontraram células de Paneth em Phyllostomus
hastatus, Desmodus rotundus, Sturnira lilium e Carollia perspicillata. No insetivoro Taphozous
nudiventris foram observadas as células de Paneth na base das criptas de morcegos adultos, pré-
natal e pos-natal (Selim & El Nahas, 2015). Tedman e Hall (1985) verificaram algumas células
de Paneth somente no duodeno nos morcegos frugivoros Pteropus alecto e Pteropus

poliocephalus.

A camada submucosa foi formada por tecido conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos
e linfaticos, semelhantemente a de outros mamiferos (Gadelha-Alves et al., 2008; Junqueira &
Carneiro, 2013; Selim & El Nahas, 2015). A espessura da submucosa entre os segmentos foi
significativamente diferente em A. caudifer e M. nigricans, consistindo em maior espessura no
duodeno. Gadelha-Alves et al. (2008) atribuiram a D. rotundus uma submucosa mais densa do
que a dos outros morcegos analisados. Em A. caudifer, A. lituratus e M. nigricans foram
observadas glandulas de Briinner secretando muco alcalino bem proximo ao esfincter
gastroduodenal. A presenca e a quantidade destas glandulas no duodeno podem variar entre as
espécies de morcego conforme a sua alimentacao (Tedman & Hall, 1985; Scillitani et al., 2007;
E. P. nar Paksuz & Paksuz, 2015; Selim & El Nahas, 2015; Strobel et al., 2015; Aylward et al.,
2019). As glandulas de Briinner foram mais numerosas em M. nigricans em relacdo as demais
espécies, portanto pode se considerar que a dieta insetivora, rica em proteinas, leva a maior

acidez duodenal e necessita ser neutralizada rapidamente.

A camada muscular externa ¢ composta por duas camadas, uma circular e outra
longitudinal, e entre elas existe o plexo mioentérico (Junqueira & Carneiro, 2013). A espessura
da camada muscular ndo apresentou diferengas entre os segmentos de A. caudifer e M.
nigricans, todavia no morcego frugivoro o ileo teve maior espessura. A subcamada muscular
circular no morcego nectarivoro foi mais fina no jejuno comparada ao ileo, porém o inverso
ocorre para a muscular longitudinal. A muscular circular ¢ mais espessa no ileo de 4. lituratus.
Similar ao que ocorreu em A. caudifer, o0 morcego M. nigricans possuia menor espessura da
muscular longitudinal no ileo. O aumento da espessura na camada muscular circular préximo
ao intestino grosso foi constatada por Tedman e Hall (1985) e Gadelha-Alves et al. (2008). Este
aumento da muscular circular ¢ conveniente pois levara a maior motilidade, para compressao e
eliminacgdo do bolo fecal pelo intestino grosso, apesar do seu reduzido tamanho em morcegos.
El-Mansi et al. (2019) também obtiveram diferencas significativas entre a espessura da camada
muscular de Rousettus aegyptiacus € Taphozous perforatus. Nossos achados revelaram que M.

nigricans conta com uma musculatura bastante desenvolvida ao longo do intestino delgado em
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relagdo a A. caudifer e A. lituratus. Este fato indica que o morcego insetivoro por consumir
alimentos rigidos e fibrosos necessita de uma consideravel atividade motora para a propulsao
do bolo alimentar, em contrapartida, o morcego nectarivoro, por sua dieta ser fluida, na maioria
das vezes, ndo necessita de uma musculatura bastante desenvolvida. O mesmo ocorre com A.
lituratus nas regides do duodeno e jejuno, porém na regido do ileo a musculatura se torna mais
espessa, possivelmente isso ocorre devido a uma maior concentracao de fibras que até entdo
estavam misturadas a agucares e proteinas. A camada serosa ¢ fina, formada por tecido
conjuntivo frouxo revestida por mesotélio, similar a da maioria dos mamiferos (Junqueira &

Carneiro, 2013)..

Agregados linfoides foram identificados na jun¢ao ileo/colon nas espécies A. caudifer e
A. lituratus. Forman (1974) ao analisar o tubo intestinal de 35 espécies de morcegos, incluindo
A. lituratus, sugeriu que espécies frugivoras, nectarivoras e insetivoras do género Molossus
tendem a ter maior nimero de placas de Peyer, e que tais placas se concentravam na transi¢ao
ileo/colon, mas ndo haviam placas no intestino grosso. Todavia, no presente trabalho,
associacoes de tecido linfoide semelhantes as placas de Peyer foram encontradas no intestino
grosso das espécies estudadas. Igualmente, Makanya e Maina (1994) observaram na submucosa
retal em Rhinolophus hildebrandti agregacdes de nodulos linfoides. Gadelha-Alves et al. (2008)
relataram abundante tecido linfoide no tubo intestinal em Sturnira lilium e Desmodus rotundus,
enquanto em Phyllostomus hastatus e Carollia perspicillata essas placas se concentravam na
jungdo entre intestinos delgado e grosso. Ishikawa et al. (1985) e Paksuz e Paksuz (2015)
relataran a presenca de nodulos na porgao ileo/cdlon dos morcegos Myotis frater kaguae e M.
myotis, respectivamente. No insetivoro Pipistrellus pipistrellus nao foi observado tecido
linfoide ao longo de todo o tubo (Strobel et al., 2015). A presenca de agregados linféides
constituindo as placas de Peyer, geralmente na jungdo ileo-colon, assim como os nodulos
presentes no intestino grosso, configuram um importante mecanismo de defesa que impede que
agentes patogénicos causem danos ao Orgdo, que geralmente ¢ mais colonizado por
microrganismos que o intestino delgado. Tendo em vista as variagdes na presenca e distribui¢ao
das placas de Peyer em morcegos, necessita-se de mais estudos para averiguar se ha relagao
com o habito alimentar e/ou com a filogenia das espécies, ou mesmo com caracteristicas

regionais.

Caracterizado pela auséncia de vilosidades e pelo aumento na densidade de células
caliciformes, o intestino grosso foi constituido por colon descendente e reto. Okon (1977)

descreveu as criptas de Tadarida nigeriae (insetivoro) e Eidolon helvum (frugivoro) como
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distintas as do intestino delgado, devido a seu tamanho e formato semelhante as projegdes
vilosas; o mesmo ocorreu neste estudo, especialmente em A. lituratus. Devido ao tamanho
reduzido dos intestinos, esta configuracao das criptas pode ser uma adaptacdo para uma
absor¢ao otimizada dos nutrientes ainda disponiveis no limen, em associacdo com o grande
nimero de células absortivas e borda estriada desenvolvida no intestino grosso. Assim como
em M. nigricans, a por¢do do intestino grosso era muito curta em Pipistrellus pipistrellus,
Rhinolophus hildebrandti e Tadaria nigeriae, ndo sendo notoria a diferenca entre o colon € o
reto (Okon, 1977; Makanya & Maina, 1994; Strobel et al., 2015). Gadelha-Alves et al. (2008)
afirmaram que o intestino grosso foi similar entre as espécies Phyllostomus hastatus, Desmodus
rotundus, Carollia perspicillata e Sturnira lilium, apresentando colon descendente e reto, o que
também foi encontrado em Myotis myotis por Paksuz e Paksuz (2015). Ishikawa et al. (1985)
observaram o coélon e reto em Myotis frater kaguae, pontuando que as criptas no intestino grosso
eram mais longas que no jejuno e ileo, e que as células absortivas possuiam microvilosidades

bastantes desenvolvidas.

As células caliciformes sdo capazes de sintetizar e secretar moléculas bioativas. A
camada de muco secretada pelas células caliciformes sobre o epitélio ¢ muito importante para
a defesa contra lesdes fisicas e quimicas causadas pela ingestdo de alimentos e micrdbios, para

o transporte do bolo alimentar e a eliminagao do conteudo fecal (Dharmani et al., 2009).

Os glicoconjugados foram identificados nos intestinos conforme sua natureza por meio
de técnicas histoquimicas. Mucinas acidas e mistas foram as mais abundantes no intestino
delgado de A. caudifer e A. lituratus, enquanto em M. nigricans houve o predominio de mucinas
mistas. Todas as cinco espécies estudadas por Gadelha-Alves et al. (2008) tiveram reacao
positiva para mucinas neutras e dcidas em todo o intestino (PAS/ AB pH 2,5). Selim & El Nahas
(2015) relataram que as células caliciformes de Taphozous nudiventris foram fortemente
coradas por PAS. Em Myotis myotis, por meio da coloragio AB/PAS (pH 5,8) no intestino
delgado, houve a presenca de mucinas neutras e acidas, com o predominio de mucinas acidas
(Paksuz, 2014). A espécie Pipistrellus pipistrellus revelou glicoconjugados mistos, neutros e
acidos ao longo do tubo digestivo (Strobel et al., 2015). Nos vilos de morcegos frugivoros e
insetivoros, as células caliciformes tiveram reagdo positiva para mucinas acidas e nas criptas
foram identificadas mucinas neutras e acidas (El-Mansi et al., 2019). Por sua vez, o morcego
Rhinolophus ferrumequinum produz mucinas positivas para PAS/ AB (pH 2,5) e AB (pH 1,0)
nas células caliciformes no duodeno e jejuno-ileo (Scillitani et al., 2007). Pelo visto, ¢ consenso

a presenca de variados tipos de mucinas no intestino delgado de morcegos, assim como no de
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outros mamiferos (Subbuswamy, 1971; Sheahan & Jervis, 1976; Kotz¢ & Coetzee, 1994;
Boonzaier et al., 2013; Johnson et al., 2016).

As glandulas de Briinner secretavam muco alcalino nas trés espécies de morcego deste
estudo, o mesmo foi encontrado por Scillitani et al. (2007) no morcego Rhinolophus
ferrumequinum, como também em Asellia tridens, Chaerephon pumilus, Nycteris thebaica e
Rhinopoma hardwickii por Aylward et al. (2019). A secre¢do exclusivamente neutra também
foi observada no rato, gato, cachorro € homem (Sheahan & Jervis, 1976). A secre¢ao neutra
liberada por essas glandulas no limen intestinal possivelmente esta associada a neutralizagao
do quimo acido recém-chegado do estomago, consequentemente impedindo que danos

quimicos ocorram nha mucosa intestinal.

No intestino grosso as células caliciformes com mucinas mistas foram predominantes
em A. caudifer e M. nigricans, em contrapartida as mucinas acidas foram mais frequentes em
A. lituratus. Sheahan e Jervis (1976) consideraram que, embora ocorresse mucossubstancias
neutras em todo o intestino grosso, geralmente o tipo predominante foram os glicoconjugados
acidos. A grande quantidade de células caliciformes no intestino grosso ¢ fundamental para que
haja a lubrificagdo necessaria para a eliminac¢do das fezes, assim como a prote¢ao contra adesao
e penetragao de microbios. Neste contexto, as mucinas neutras sdo especialmente importantes
pela sua natureza viscosa, por outro lado, as mucinas acidas sdo importantes contra a acao de
enzimas microbianas presentes nas fezes, como as glicosidases fecais (Rhodes et al., 1985). A
grande quantidade mucinas 4dcidas presente especialmente no morcego A. lituratus pode estar
associada ao habito alimentar rico em fibras, uma vez que os microrganismos utilizam esses

materiais ndo digeriveis como fonte de nutrientes (Mcfarland, 2000; Isolauri et al., 2004).

Neste estudo, células argentafins estavam presentes somente no morcego frugivoro,
porém células argiréfilas foram vistas nas trés espécies. O morcego frugivoro apresentou a
maior quantidade de células, sendo o intestino grosso a regido com mais células enddcrinas.
Utilizando as técnicas histoquimicas de Grimellius e Masson-Fontana, células enteroenddcrinas
foram descritas no trato digestivo de muitos mamiferos (Oomori et al.,1980; Kitamura et
al.,1982; Fonseca et al., 2002; Bressan et al., 2004; Freitas-Ribeiro et al., 2012; Santos et al.,
2004; Santos et al., 2013 Sartori et al., 2018). Células enddcrinas foram identificadas no
intestinos de morcegos por meio de técnicas histoquimicas (Santana, 2015; Silva, et al., 2020)
e imunohistoquimicas (Ashihara et al., 1999; Komori et al., 2000; Santos et al., 2008a; Santos
et al., 2008b). As células endocrinas produzem variados peptideos € aminas biologicamente

ativos, possuindo fungdes importantes no controle da secre¢ao de liquidos e eletrdlitos, de
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enzimas digestivas e outras secregdes glandulares, como também na proliferagdo celular e
regulacdo da motilidade (Rodrigues et al., 2005). Células argiréfilas representam uma
populagdo heterogénea de células enddcrinas que sao capazes de absorver sais de prata através
da adi¢dao de um agente redutor externo, e a células argentafins reduzem diretamente os sais de
prata. As células enddcrinas que se estendem até o lumen e respondem a estimulos quimicos e
altera¢des do pH podem ser classificadas como células do “tipo aberto”, enquanto as células do
“tipo fechado” recebem essa denominagdo por ndo possuirem contato com o lumen,

respondendo a estimulos humorais (Rodrigues et al., 2005).



64

6. CONCLUSOES

O trato gastrointestinal dos morcegos era constituido pelas camadas mucosa,
submucosa, muscular e serosa. Embora os constituintes histologicos dos 6rgaos apresentassem
semelhancas, foi possivel observar diferencas significativas quanto aos aspectos morfologicos,
histométricos e histoquimicos entre as espécies. Os estomagos das espécies estudadas eram
saculares e glandulares. A camada mucosa do estdmago apresentou fossetas e glandulas com
diferentes proporgoes entre as espécies. Diferente das outras espécies deste estudo, a submucosa
de Artibeus lituratus continha abundante tecido adiposo. Em relacdo a secrecdo mucigena, as

mucinas neutras foram as mais abundantes no estdbmago das trés espécies.

O tubo intestinal era curto e ndo apresentou diferencas macroscdpicas entre intestinos
delgado e grosso. A camada mucosa exibia grandes vilos com diversos formatos, e no epitélio
observou-se uma borda estriada proeminente em toda extensao do tubo intestinal, inclusive no
intestino grosso, indicando que existe nestes animais mecanismos de ampliacdo da superficie
de contato. As células de Paneth foram encontradas na base das criptas intestinais, ¢ foram
abundantes em A. lituratus. No intestino delgado as células caliciformes secretavam mucinas
acidas, neutras e mistas em Anoura caudifer e A. lituratus, e somente neutras e mistas em Myotis
nigricans. No intestino grosso foram observadas Placas de Peyer nas trés espécies de morcego.
C¢lulas caliciformes eram abundantes neste segmento, secretando mucinas acidas, neutras e
mistas. As células enddcrinas argentafins estavam presentes somente no morcego frugivoro,
enquanto células enddcrinas argirdfilas foram encontradas em todas as espécies, com maior

representatividade no intestino grosso de A. lituratus.

Este estudo apresentou diferentes abordagens para a descri¢do e comparagdo entre o
trato gastrointestinal de diferentes espécies de morcegos, contribuindo para o conhecimento
biologico e evolutivo destes animais. A maioria dos trabalhos que compararam a morfologia do
tubo digestivo dos morcegos se resumem a descri¢cdo, o que revela uma grande lacuna no que
diz respeito a morfometria, bioquimica e fisiologia do tubo. Assim, sdo necessarios estudos
interdisciplinares que permitam preencher significativamente o conhecimento acerca de
mecanismos ¢ adaptagdes morfofisiologicos do trato digestivo tendo vista aspectos da ecologia

das espécies.
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ANEXO

A - Tricromico de Gomori em Resina

1- Hematoxilina por um minuto

2- Lavar em agua corrente

3- Corar com Gomori (A) 5 — 20 minutos
4- Lavar com acido acético a 0,2%

5- Montar a lamina

e Solugdo A
Cromotropo 2R — 0,6g
Fast green FGF — 0,3g
Acido Fosfotungstico — 0,6g
Acido Acético Glacial — 1 ml

Agua destilada — 100 ml

B - Técnica combinada de AB+PAS modificada para material em Resina

1- Tratar com solugdo de Azul de Alcian pH 2,5 por cerca de duas horas em estufa 60°C

2- Banhos sucessivos em agua corrente e dois em dgua destilada

3- Tratamento com solugdo aquosa de Acido Periodico 1% por 45 minutos

4- Lavar em agua destilada

5- Tratar com Reativo de Schiff por cerca de 60 minutos em temperatura ambiente, com a
cuba envolvida por papel aluminio

6- Lavar em 4gua corrente durante cinco a dez minutos

7- Contracorar os nicleos com Hematoxilina de Harris (ou Mayer) durante dois minutos

8- Lavar em agua corrente

9- Secar as laminas em temperatura ambiente e montar em Entellan
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C - Técnica de Masson-Fontana/ Protocolo do Laboratorio de Morfofisiologia — DBA/UFV

1- Vidraria utilizada:

2 pipetas de 100ml

3 Erlenmeyers de 200ml
2 cubas de vidro

2 cubas de coloragdo

2 conta-gotas

2- Solucao de Nitrato de Prata

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

Separar 10 ml desta solucao

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

Caso passe do ponto de viragem, ou seja, se ficar incolor, adiciona gota a gota da solugao
de nitrato de prata até que a solucao fique ligeiramente turva

Filtrar a solucao e papel filtro

Levar a solugcdo em banho-maria a 60°

3- Processamento

Iniciar a desparafenizacdo e a hidratacao

Colocar a laminas na solu¢do a 60°C por uma hora

Interromper a coloragcdo em agua destilada

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

Desidratar e passar rapidamente no Xilol I e 11

Montar as laminas com Balsamo do Canada

D - Técnica de Grimelius/ Protocolo do Laboratério de Morfofisiologia —- DBA/UFV

1- Vidraria utilizada:

2 pipetas de 100ml
3 Erlenmeyers de 250ml
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e 2 cubas de vidro

e 3 cubas de coloracao
2- Lavar as vidrarias:

e Agua corrente por 1 hora, em seguida com 4gua destilada trés vezes.
3- Pesar os Reagentes:

e AgNO3-80mg
e Hidroquinona-1g

e Sulfito de s6dio anidro-5 g
4- Solugao de Prata:

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

5- Preparo Solucao Reveladora

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

e Hidroquinona-1g

e Sulfito de s6dio anidro-5 g

e Agua destilada — 100 ml

6- Preparar Banho-maria (60°)

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

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

e Desparafinizar (Xilol I e II por 15 minutos) e hidratar (Alcool absoluto I e II, 95%, 80%

e 70% por trés minutos; dgua destilada por dez minutos)
8- Processamento

e Incubar as laminas na solugdo de AgNO3 a 60 °C por 3 h, enroladas em papel aluminio.

Controlar ao microscopio apds este periodo
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Colocar as laminas na solugdo reveladora por um minuto

Interromper a revelacdo lavando com agua destilada

Desidratar ¢ montar. Permanecer com as laminas no alcool absoluto e passar
rapidamente pelo Xilol I e II.

Montar as laminas com Balsamo do Canada.



