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RESUMO

SANTANA, Mauricio da Aparecida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
setembro de 2015. Caracterizagao histoléogica e histomorfométrica do
intestino grosso dos morcegos machos Desmodus rotundus (hematéfago)
e Sturnira lilium (frugivoro) e identificagcao e quantificagcao de células
enteroenddcrinas da tunica mucosa do quiréptero hematéfago. Orientador:
Claudio César Fonseca.

A grande diversidade de morcegos no Brasil indica-os para o estudo em diversas
areas relacionadas a sua biologia, dentre elas a pesquisa anatomo- histolégica
do aparelho digestorio. Este presente estudo teve como objetivos descrever a
histologia dos constituintes parietais dos segmentos inicial, médio e final do
intestino grosso dos quirdpteros Desmodus rotundus (hematofago) e Sturnira
lilium (frugivoro), realizar a histomorfometria desses segmentos, além de
identificar e quantificar as células enddcrinas argirdfilas, argentafins e
imunorreativas a insulina na tunica mucosa dos segmentos do intestino grosso
do morcego hematodfago. Foram utilizadas técnicas de coloragdo convencionais
para a descrigdo histolégica e histomorfometria dos constituintes parietais do
intestino grosso das duas espécies e técnicas histoquimicas e
imunohistoquimica para a identificacdo e quantificacdo das células
enteroendécrinas de D. rotundus. O padrao histoléogico da parede dos
segmentos do intestino grosso é similar para as espécies estudadas, porém a
distribuicdo de ndédulos linfoides e de tecido linfoide difuso é diferente nos
segmentos intestinais dessas. Em D. rotundus as espessuras, em um, das
tunicas mucosa, submucosa e serosa entre os segmentos nao foi diferente entre
elas (p > 0,05), entretanto, a espessura da camada muscular circular, interna, da
tunica muscular do segmento final foi maior (p < 0,05) que as espessuras dessa
camada nos demais segmentos. Também a espessura da camada muscular
longitudinal, externa, da tunica muscular do segmento médio foi maior (p < 0,05)
em comparacgao com a de ambas camadas musculares da tunica muscular dos
segmentos inicial e final. Para S. lilium nao constou diferenga significativa (p >
0,05) nas espessuras das tunicas mucosa e submucosa, na camada muscular
longitudinal, externa, da tunica muscular e na tunica serosa entre os segmentos

analisados. A espessura da camada muscular circular, interna, da tunica
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muscular dos segmentos inicial e médio também nao foi diferente (p > 0,05),
porém essa espessura foi maior (p< 0,05) em comparagdo a da camada
muscular circular, interna, da tanica muscular do segmento final. As células
argirofilas e argentafins detectadas e quantificadas na tinica mucosa, em mm?,
dos segmentos do intestino grosso do animal hematéfago, apresentaram formato
alongado, nucleo arredondado visualizado por imagem negativa e citoplasma
com granulagdes coradas em marrom escuro. As células imunorreativas (IR) a
insulina identificadas e quantificadas nessa tunica, mostraram formato de
arredondado a alongado, nucleo arredondado visualizado por imagem negativa
e citoplasma dotado de granulagdes coradas em marrom claro a escuro. N&o
houve diferenca estatistica (p > 0,05) na quantificagdo das células endécrinas
dos segmentos intestinais inicial, médio e final. Do total de células endécrinas
localizadas na tunica da mucosa do segmento inicial, 41,88% s&o argirdfilas,
49,03% sao argentafins e 9,08% sé&o IR a insulina. No segmento médio,
contabilizou-se 39,64% argirofilas, 52,97% argentafins e 7,39% IR a insulina. Ja
na tunica mucosa do segmento final, 25,93% séao argirdfilas, 62,22% argentafins
e 11,58% IR a insulina. Possivelmente, as células IR a insulina estejam
relacionadas com as atividades fisiologicas de absorcdo paracelular de
nutrientes pelos enterocitos e com o aumento da motilidade intestinal, o que
indicaria rapido metabolismo desses nutrientes e numa reserva energética

permitindo ao quirdptero D. rotundus adequar-se as manobras de voo.
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ABSTRACT

SANTANA, Mauricio da Aparecida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
September, 2015. Histological caracterization and histomorphometric of the
large intestine in bats Demondus rotundus (hematophagous) and Sturnira
lilium (frugivorous) e identification and quantification of enterendocrine
cells from the tunica mucosa of the hematophagous chiroptera. Adviser:
Claudio César Fonseca.

The great diversity of bats in Brazil indicate them for studies in many areas related
to its biology, between them the anatomical and histological research of the
digestive system. The aim of this research was to describe the histology of the
parietal constituents in the initial, middle and final segments of large intestine of
the chiroptera Desmodus rotundus (hematophagous) and Sturnira lilium
(frugivorous). To carry out the histomorphometry in these segments and also
identify and quantify the endocrine argyrophil, argentaffin and insulin-
immunoreactive endocrine cells in the tunica mucosa of the segments of the large
intestine in hematophagous bats. Conventional coloring techniques were used
for the histological description and histomorphometry of the parietal constituents
of the large intestine of the two species and histochemical and
immunohistochemical techniques to the identification and quantification of the
endocrine cells of D. rotundus. The histological pattern of the wall segments of
the large intestine is similar in the studied species however, the distribution of the
lymphoid nodes and diffuse lymphoid tissue are different in the intestine
segments from them. In D rotundus, the thickness, in ym, of the tunica mucosa,
submucosa and serosa between the segments haven’t differed (p > 0.05),
however, the thickness of the circular muscle layer, internal, of the muscularis of
the final segment was bigger (p < 0.05) than the thickness from these layer in the
other segments. And also the thickness of the external, longitudinal layer of the
muscularis from the middle segment to the bigger one (p < 0.05) in comparison
to both muscular layers from the muscularis from the initial and final segments.
There wasn'’t a significant difference to the S lilium (p > 0.05) in the thickness of
the tunica mucosa and submucosa, in the longitudinal muscle layer, external, of
the muscularis and in the serosa tunic between the analysed segments. The

thickness of the circular muscle layer, internal of the muscularis of the initial and
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middle segments weren’t different too (p > 0.05), however this thickness was
bigger (p < 0.05) in comparision to the thickness of the circular muscle layer,
internal, of the muscularis from the final segment. The argyrophil cells and
argentaffins detected and quantified in the muscularis, in mm?, of the large
intestine segment of the hematophagous animal, have presented a long format,
rounded nucleus visualized by negative image and cytoplasm with granulation
colored in dark brown. The immunoreactive cells (IR) to insulin identified and
quantified in this tunic, showed round on long format, rounded nucleus visualized
by negative image and cytoplasm gifted of granulations colored in light to dark
brown. There wasn’t an statistic difference (p > 0.05) in the quantification of the
endocrine cells in the initial, middle and final segments. From the total of the
endocrine cells located in the tunica mucosa of the initial segment, 41.88% are
argyrophil, 49.03% are argetaffins and 9.08% are IR to insulin. In the middle
segment, we counted 39.64% argyrophil, 52.97% argentaffins and 7.39% IR to
insulin. But in the tunica mucosa from the final segment, 25.93% are argyrophil,
62.22% argentaffins and 11.58% IR to insulin. Possibly, the IR cell to insulin are
related to the physiological activities of the paracellular nutrients absorption by
enterocytes and with and increase of the intestine motility, what would indicate
fast metabolism of these nutrients and in an energetic storage allowing the

chiroptera to adapt to the flight maneuvers.
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1. INTRODUGAO

A ordem Chiroptera é dividida em duas subordens: Megachiroptera e
Microchiroptera. A primeira, encontrada exclusivamente nas regides tropicais da
Asia, Africa e Oceania, compreende apenas a familia Pteropodidae, com 42
géneros e 185 espécies (SIMMONS, 2005). Ja a segunda, conforme esse autor,
€ amplamente distribuida por todo o globo terrestre, exceto nos polos e envolve
17 familias, 157 géneros e mais de 928 espécies.

A grande diversidade de quirdpteros no Brasil, com cerca de 167 espécies
distribuidas em nove familias (TAVARES et al., 2008) representa fonte de
pesquisa para diferentes areas de estudo que visam estabelecer melhores
conhecimentos sobre a biologia desses mamiferos (BERNARD, 2002; LIM et al.,
2003).

Conforme o seu habito alimentar os morcegos podem ser carnivoros,
nectivoros, insetivoros, piscivoros, hematéfagos e frugivoros. Especificamente,
a hematofagia esta associada com a transmissao do virus rabico a animais
domésticos, silvestres e seres humanos (UIEDA, 1995; TORRES et al., 2005) e
a frugivoria € importante para a dispersdo de sementes contribuindo para o
estabelecimento de plantas pioneiras na regeneracdo de areas florestais
(PASSOS et al., 2003). A diversificacado alimentar esta diretamente relacionada
a mobilidade fornecida pelo voo e pelos habitos noturnos que proporcionaram
uma ampla exploragédo de nichos. Além de ser o segundo grupo de mamiferos
em diversidade de espécies (NOWAK, 1991).

Em decorréncia de perturbagcdes em areas de matas, que sdo os abrigos
naturais dos quirdpteros, cada vez mais esses animais procuram o meio urbano
em busca de refugio e alimentos, principalmente as espécies insetivoras
(CARVALHO et al., 2011).

Os habitos alimentares diversos, em diferentes espécies de morcegos,
suscitaram pesquisas do aparelho digestorio destes animais compreendendo
estudos anatomo-histolégicos (SCHULTZ, 1965; FORMAN, 1974; KAMIYA e
PIRLOT, 1975; FORMAN et al. apud BAKER, 1979; ISHIKAWA et al., 1985;
SCILLITANI et al., 2007; GADELHA-ALVES et al., 2008; PAKSUZ e PAKSUZ,
2015), fisiolégicos (CAVIEDES-VIDAL et al.,, 2007; TRACY et al., 2007;
CAVIEDES-VIDAL et al., 2008; STROBEL et al., 2013; BRUN et al., 2014; PRICE
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et al., 2015) e estereoldgicos (MAKANYA et al., 1995; MAKANYA et al., 1997).
Além desses estudos, também foram realizadas analises sobre as células
enddécrinas gastrintestinais (DEVENEY e WAY, 1983; YAMADA et al., 1984;
YAMADA et al., 1988; ASHIHARA et al., 1999; KOMORI et al., 2000; SANTOS
et al., 2008a; SANTOS et al., 2008b; SANTOS et al., 2009).

Com o proposito de adquirir mais conhecimentos sobre o aparelho
digestorio de morcegos procurou-se realizar a caracterizagao histoldgica e
histomorfométrica comparativa do intestino grosso do quiréptero hematoéfago
(Desmodus rotundus) e de outro, frugivoro (Sturnira lilium), além estudar células
enteroenddcrinas referentes a espécie hematdéfaga.

Especificamente, pretendeu-se:

1- Descrever histologicamente os constituintes parietais dos segmentos
inicial, médio e final do intestino grosso das espécies hematéfaga e
frugivora.

2- Realizar a histomorfometria comparativa dos constituintes parietais
desses segmentos do intestino grosso de ambas espécies.

3- ldentificar e quantificar células enddcrinas argirdfilas, argentafins e
imunorreativas a insulina na tunica mucosa dos segmentos inicial, médio

e final do intestino grosso do quirdptero hematdéfago.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Anatomia e histologia do aparelho digestério de morcegos

As primeiras referéncias sobre a morfologia do aparelho digestério de
quirépteros datam do final do século XIX com as publicagdes de ROBIN (1881)
apud GADELHA-ALVES et al. (2008), as quais eram inéditas para a época, além
de uma consistente revisdo de literatura sobre o assunto realizada pelo mesmo
autor. O aperfeigopamento dos microscopios de luz e os avangos das técnicas
histolégicas no século XX, propiciaram um desenvolvimento dos estudos
histolégicos (GADELHA-ALVES et al., 2008), incluindo aqueles relacionados a
histologia do aparelho digestério em sua totalidade ou em segmentos isolados
destacando-se os de SCHULTZ (1965), FORMAN (1973), MADKOUR (1977) e
ISHIKAWA et al. (1985). Dentre os trabalhos que relacionam a morfologia do
tubo digestivo de morcegos com o seu habito alimentar, permitindo elucidar a
relagdo existente com a sua fisiologia pode-se mencionar os de BHIDE (1979),
ISHIKAWA et al. (1985), EL-DESOUKI et al. (2006), GADELHA-ALVES et al.
(2008) e PAKSUZ e PAKSUZ (2015).

No estudo com os morcegos frugivoros Artibeus lituratus e Rousettus
aegyptiacus em comparagdo com os roedores Rattus norvegicus (rato de
laboratério) e Mesocricetus auratus (hamster), CAVIEDES-VIDAL et al. (2008)
verificaram que os morcegos tendem a ter menos tecido intestinal que os
mamiferos ndo-voadores o que, segundo esses autores, seria uma vantagem
para os quirdpteros por facilitar a decolagem e a realizagao de manobras durante
ovbo. STROBEL et al. (2013) verificaram que morcegos insetivoros, dentre eles,
Pipistrellus pipistrellus e Myotis nattereri apresentam a enzima quitinase acida
no estdmago o que facilita a digestdo da quitina encontrada na carapaca dos
insetos, principal fonte de alimento desses quirdpteros. BRUN et al. (2014)
investigando a absorgdo de L-arabinose no intestino delgado dos morcegos
frugivoros Artibeus lituratus, Sturnira lilium e Carollia perspicillata e dos roedores
Akodon montensis (rato-do-mato), Mus musculus (camundongo) e Rattus

norvegicus, verificaram que a absorgao do nutriente por centimetro quadrado de



area superficial nominal foi em torno de duas a 12 vezes maior nos quirépteros
do que nos roedores.

Em relacdo aos estudos anatomo-histolégicos do aparelho digestorio
ISHIKAWA et al. (1985) citaram que conforme os achados de JACOBSHAGEN
(1967) e KENT (1978) o ceco esta ausente no intestino grosso dos morcegos.
Analisando as regides dos intestinos delgado e grosso do morcego insetivoro
Myotis frater kaguae ISHIKAWA et al. (1985) descreveram que o ileo une-se
diretamente ao célon. Esses autores, também relataram, na descricido
histologica da unido ileo-célon, o decréscimo na altura das vilosidades nessa
regido até a sua completa auséncia no inicio do colon.

GADELHA-ALVES et al. (2008) no estudo histomorfolégico comparativo
dos intestinos delgado e grosso de cinco espécies de quirépteros filostomideos
em relagcdo a seus habitos alimentares, a saber, Sturnira lilium (frugivoro),
Phyllostomus hastatus (onivoro), Carollia perspicillata (frugivoro e insetivoro),
Glossophaga soricina (nectivoro, insetivoro e frugivoro) e Desmodus rotundus
(hematofago) verificaram também a auséncia do ceco e que o intestino grosso
estava formado pelo célon descendente e o reto. Além disso informaram que,
em geral, as caracteristicas anatomo-histoldgicas desse intestino sdo uniformes
entre as espécies estudadas e que estruturas como ténias do célon e apéndice
epipldico estdo ausentes. Também descreveram que os segmentos intestinais
estavam localizados, em maior propor¢cdo, no antimero direito da cavidade
abdominal com expressivo enovelamento nessas espécies, a excecao de
Desmodus rotundus onde nao foi verificada esta condicdo e que, dentre as
espécies analisadas, o morcego Sturnira lilium apresentava intestino mais longo.

Esses autores relataram, ainda, que nas espécies estudadas, na porgao
ileo-célon havia a diminuicdo em altura das vilosidades e o epitélio do tipo
simples prismatico apresentava aumento do numero de células caliciformes.
Verificaram, também nesses quirdpteros, na mucosa do intestino grosso, o
mesmo tipo de epitélio com numerosas células caliciformes e abundancia de
glandulas intestinais. Visualizaram placas de Peyer na porcéao ileo-colon do
intestino das espécies Carollia perspicillata, Phyllostomus hastatus e
Glossophaga soricina; em Desmodus rotundus e Sturnira lilium identificaram

agregados de nodulos linfoides distribuidos ao longo do tubo digestivo.



2.2. Células enddcrinas gastrintestinais em morcegos

As células enddcrinas gastrintestinais atuam no controle local da
secrecdo, absorgdao, motilidade e proliferacdo das células da mucosa
(RODRIGUES et al., 2005). Essas células podem ser classificadas por métodos
histoquimicos, segundo POLAK et al. (1993) em argentafins que absorvem e tém
capacidade redutora dos sais de prata e argiréfilas que absorvem, mas nao
reduzem os sais de prata e precisam de uma substancia redutora externa, a qual
na maioria das analises realizadas para identificar essas células, € a
hidroquinona . As técnicas de rotina para a detecg¢ao das células argentafins e
argirofilas sdo as de Masson-Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984) para
as primeiras e de Grimelius (GRIMELIUS, 1968) para as ultimas, apesar de
existirem outras técnicas que realizam as identificacbes pretendidas. Outra
maneira para identificar as células enteroendécrinas € quanto a forma e que
podem ser triangulares, ovais ou piriformes (ALMARAZ, 1996; SANTOS e
ZUCOLOTO, 1996; HENRIKSON et al., 1999). Também pode-se classificar
essas células como do tipo aberto, quando o seu apice alcanga a superficie da
mucosa e do tipo fechado, se o0 apice ndo alcanga essa superficie (RODRIGUES
et al.,, 2005). Ainda, conforme esses autores, as células enddcrinas
gastrintestinais sdo agrupadas em familias, de acordo com os mensageiros
quimicos que secretam, a saber, CCK/G (colecistocinina e gastrina),
VIP/secretina (peptideo intestinal vasoativo, secretina, peptideo inibidor gastrico
e glucagon), Taquicininas (substancia P, neurocininas e peptideo liberador de
gastrina-GRP), Neurotensina, Somatostatina, PP (polipeptideo pancreatico,
peptideo YY e neuropeptideo Y) e Motilina.

A atuacdo das células enddcrinas com seus respectivos peptideos
reguladores atraiu o interesse de diversos pesquisadores que descreveram as
suas agdes no aparelho digestorio de diversos vertebrados (SANTOS et al.,
2008a; SANTOS et al, 2008b; SANTOS et al., 2009). Segundo esses autores
existem estudos referentes as células enteroenddcrinas em répteis (KU et al.,
2001), peixes (PAN et al.,, 2002), aves (RAWDON e ANDREW, 1981;
NASCIMENTO et al., 2007) e mamiferos (KU et al., 2004).

Dentre os trabalhos de investigacdo sobre células enteroenddcrinas de
quiropteros, destacam-se aqueles com o hematéfago Desmodus rotundus
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(YAMADA et al., 1984; SANTOS et al., 2009), com os insetivoros Pipistrellus
abramusi e Plecotus auritus (YAMADA et al.,, 1988), Lonchorhina aurita e
Molossus molossus (SANTOS et al., 2008a), com os nectivoros Anoura caudifer
(ASHIHARA et al., 1999), Anoura geoffroyi e Glossophaga soricina (SANTOS et
al., 2009), com os frugivoros Carollia perspicillata (ASHIHARA et al., 1999),
Artibeus cinerius e Sturnira lilium (SANTOS et al.,, 2008b) e com o piscivoro
Noctilio leporinus (KOMORI et al., 2000). Foi verificada, de uma maneira geral,
a presenga de células endocrinas imunorreativas a somatostatina, 5-
hidroxitriptamina (5-HT), glucagon, gastrina, colecistocinina, peptideo inibidor
gastrico, serotonina e enteroglucagon na mucosa gastrica. No intestino delgado
foram detectadas células enddcrinas imunorreativas a glicentina, secretina,
colecistocinina, peptideo inibidor gastrico, neurotensina, motilina, glucagon
pancreatico, enteroglucagon e serotonina. Ja no intestino grosso foram
identificadas células enddcrinas imunorreativas a serotonina, colecistocinina e

enteroglucagon.

2.3. Caracterizagao de Desmodus rotundus E. Geoffroy, 1810

Desmodus rotundus (Figura 1) pertence a familia Filostomidea e
subfamilia Desmodontineae, encontrado nas Américas, desde o México até a
Argentina (MAcNAB, 1973; GREENHALL et al.,, 1983; KOOPMAN, 1988) e
segundo REIS et al. (2007), no Brasil, esse quirdptero, esta presente de norte a
sul. Alimenta-se de sangue de mamiferos causando prejuizos econémicos para
a pecuaria em razao da transmissao do virus da raiva aos herbivoros (ACHA e
MALAGA-ALBA, 1988) destacado por REIS et al. (2007). Conforme BREDT et
al. (1998), D. rotundus utiliza cavernas, ocos em arvores, minas abandonadas,
bueiros e até edificagdes para se abrigar. Os animais dessa espécie formam
colénias pequenas entre 10 e 50 individuos (GREENHALL et al.,1983), mas
essas podem conter mais de 100 morcegos em regides sem o controle regular
de suas populagdes (UIEDA et al., 1996).



ot

Figura1: Espécime de Desmodus rotuus. Disponivel em:
<https://www.ucsf.edu>. Acesso em 22 jul.2015.

2.4. Caracterizagao de Sturnira lilium E. Geoffroy, 1810

Sturnira lilium (Figura 2) é componente da familia Filostomidea e
subfamilia Estenodermatineae, encontrado nas Pequenas Antilhas e do México
até o Uruguai (SIMMONS, 2005), no Brasil esta disperso por todo o territério
(REIS et al., 2007). Tem habito alimentar frugivoro com preferéncia por frutos
de solanaceas (REIS et al., 2007) e apesar de nao ser adaptado para a
nectarivoria, segundo VIEIRA e CARVALHO-OKANO (1996) essa espécie é
polinizadora de alguns vegetais. Abriga-se em cavernas, folhagem, ocos em
arvores e edificacdes (GANNON et al., 1989; EVELYN e STILES, 2003). Uma
caracteristica anatdbmica que permite o facil reconhecimento desse quirdptero, a
campo, esta representada pelas verrugas organizadas em forma de meia lua
situadas no labio inferior (REIS et al., 2007).



Figura 2: Espécime de Sturnira lilium. Disponivel em:
<https://www.mbopiparaguay.com>. Acesso em 22 jul. 2015.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram coletados trés morcegos adultos machos da espécie Desmodus
rotundus E. Geoffroy, 1810 (hematdfago), peso médio de 34,19 g e trés da
espécie Sturnira lilium E. Geoffroy, 1810 (frugivoro), peso médio de 20,46 g, nos
entornos da Universidade Federal de Vigosa (UFV) no municipio de Vigosa-MG
(latitude 20°4120°S e longitude 20°49°36"W).

3.2. Coleta dos animais

Os animais foram coletados durante o outono de 2013 (21/03 a 21/06),
com a finalidade de se evitar flutuagdes por acdo da sazonalidade sobre a dieta
dos individuos, utilizando trés redes de neblina (mist nets) (Figura 3) estendidas
a altura de 0-4 m a partir do solo, durante seis horas por noite (18:00 h as 24:00

h) e vistoriadas a cada intervalo de 20 minutos.

Figura 3: Morcego capturado em rede de neblina. Disponivel em:
<https://www.cmbconsultoria.com.br>. Acesso em 23 jul. 2015.

ApOs a retirada dos espécimes da rede de neblina utilizou-se chaves
dicotdmicas por meio das quais as caracteristicas externas e morfométricas das


https://www.cmbconsultoria.com.br/

espécies foram analisadas para a sua distingdo (VIZOTTO e TADDEI, 1973;
ALTRINGHAM, 1996; TAVARES et al., 2010; REIS et al., 2013) e o estagio de
desenvolvimento dos animais, de jovem a adulto, foi determinado pelo grau de
ossificagdo das epifises dos ossos longos, geralmente dos metacarpos e
falanges proximais (ANTHONY, 1988), utilizando-se o foco de uma lanterna para
a visualizagdo (pratica de campo).

Os quirépteros foram acondicionados em sacos de pano e transportados
em uma gaiola de passaros até o Laboratério de Ecofisiologia de Quirépteros,
Departamento de Biologia Animal (DBA/UFV) para iniciar os procedimentos
experimentais. Vale destacar que a coleta, o transporte e os procedimentos
experimentais foram realizados de acordo com instrugbes e autorizagdao do
SISBIO/IBAMA sob o N° 36215-1. Além disso todos os procedimentos
experimentais passaram por avaliacdo junto & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFV) sob o N° 70/2012 e por supervisdo do médico veterinario
Luciano Carlos Heringer Porcaro Puga — CRMV-MG 5514.

3.3. Procedimentos experimentais

Apos coleta, transporte e condugao dos animais ao laboratorio, estes
foram pesados, anestesiados mediante o uso de um anestésico geral,
pentobarbital sddico na concentragao de 30 mg/mL, na dosagem de 60 mg/Kg
de peso corporal, injetado por via intraperitoneal e eutanasiados pela
administracao intracardiaca de cloreto de potassio 0,25%, em funcdo do peso
corporal. Em seguida, foi realizada a abertura da cavidade abdominal, a
exposicao do tubo intestinal isolando-se o intestino grosso da porcgéao final do
intestino delgado, cujo o diametro deste € visivelmente menor que o grosso. Em
seguida procedeu-se a mensuragdo do intestino grosso com a utilizagado de
paquimetro, sendo seccionados trés fragmentos de tamanhos semelhantes
denominados de segmentos inicial, médio e final (Figura 4), em razéo de nao ser
possivel a identificacdo anatdbmica das porgdes intestinais ceco, coélons
ascendente, transverso, descendente e reto, encontradas na maioria dos

mamiferos.
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Figura 4: Desenho esquematico do intestino grosso. A) Desmodus rotundus;
B) Sturnira lilium; 1) Segmento inicial; M) Segmento médio;
F) Segmento final. Sob permissdo de Paulo Henrique de Carvalho
Costa — Bolsista de Iniciagao Cientifica/ CNPq/UFV-2013/2014.

3.4. Processamento histologico

Apbs a fixagao dos fragmentos em formol a 4% tamponado por 24 horas,
estes foram desidratados em série de concentracbes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina histolégica, conforme
processamento histologico de rotina (BANCROFT e STEVENS, 2008).

3.5. Procedimentos histolégicos, histoquimicos e imunohistoquimicos

Foram obtidos cortes histologicos de 5 ym de espessura utilizando-se
micrétomo rotativo manual (modelo Olympus CUT 4055) com intervalos de
cortes de 50 ym para evitar a repeticdo da area a ser analisada, utilizando-se
trés laminas contendo trés cortes. Para os estudos da descri¢ao histolégica dos
constituintes parietais dos segmentos do intestino grosso realizaram-se técnicas
de coloragdo pela Hematoxilina-Eosina/H-E (GRIMALDI FILHO, 1981), no
Laboratério de Morfofisiologia, Departamento de Biologia Animal (DBA-UFV),
histoquimicas de Grimelius (GRIMELIUS, 1968) para identificar e quantificar
células argirofilas e de Masson-Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984),
idem para células argentafins, no Laboratério de Biologia Estrutural,
Departamento de Biologia Geral (DBG-UFV) e de imunohistoquimica pela
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Imunoperoxidase Indireta (STERNBERGER, 1979) para detectar e quantificar
células imunorreativas a insulina, no Laboratério de Biologia e Imunodiagnéstico
de Hematozoarios, BIOAGRO-UFV. Para tanto utilizou-se soro de coelho
(diluicdo 1:1000; R-4505; Sigma-Aldrich), anticorpo policlonal anti-insulina
humana em soro de coelho (diluicdo 1:100; IM-0474; Imuny) e anticorpo IgG de
cabra anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase anti-peroxidase (diluicdo
1:1000; IC-3R01; Imuny).

3.6. Descrigao histolégica, histomorfométrica e quantificagdao de células

enteroendoécrinas

Para a descrigao histologica da parede dos segmentos proximal, médio
e distal do intestino grosso das espécies estudadas e a identificacdo das células
endocrinas argirofilas, argentafins e imunorreativas a insulina foi utilizado
microscopio de luz Olympus CX40 no Laboratério de Morfofisiologia (DBA-UFV).

Na mensuracdo dos constituintes parietais desse intestino foram
empregadas trés laminas para cada um dos segmentos e realizadas vinte
medidas aleatodrias, em um, das tunicas mucosa, submucosa, muscular e serosa,
em aumento de 200X, perfazendo o total de 60 repeti¢gdes por segmento tanto
para D. rotundus quanto para S. lilium.

Na quantificagdo das células argirdfilas, argentafins e imunorreativas a
insulina localizadas na mucosa dos segmentos intestinais de D. rotundus, foram
utilizadas trés laminas correspondentes a cada um dos segmentos com trés
repeticoes por lamina, sendo demarcada uma area correspondente a tunica
mucosa, em mm?, visualizada em aumento de 400X.

Tanto na mensuracdo dos componentes parietais quanto na
quantificacdo das células endécrinas foi utilizado o software Image-Pro Plus 3.5
(Media Cybernetics, Inc.). Para a documentacédo dos resultados referentes a
descricdo histolégica dos constituintes da parede dos segmentos do intestino
grosso e da identificagdo das células enddcrinas argiréfilas, argentafins e
imunorreativas a insulina, foram obtidas algumas fotomicrografias com o auxilio
do fotomicroscopio de luz Olympus BX53, equipado com sistema de analise e
captura de imagens Olympus CellSens Dimension no Laboratério de Sistematica

Molecular-“Beagle” (DBA-UFV). Outras fotomicrografias foram obtidas com o
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fotomicroscopio de luz Olympus BX60 dotado de camara digital QColor3
acoplada ao sistema computadorizado Q-Capture no Laboratério de
Citogenética (DBG-UFV).

3.7. Analise estatistica

A normalidade e homocedasticidade dos dados histomorfométricos
das tunicas mucosa, submucosa, muscular e serosa dos segmentos do intestino
grosso de D. rotundus e S. lilium foram analisadas pelo teste Kolmogorov-
Smirnov e considerando os resultados de meédia, desvio-padrdo, maximo e
minimo, foi realizada a ANOVA com o nivel de significancia p < 0,05. Com os
resultados obtidos referentes ao peso corporal, comprimento do intestino grosso
e as espessuras das tunicas constituintes da parede dos segmentos inicial,
meédio e final do referido intestino dos quirdpteros estudados foram realizadas
correlagdes entre essas variaveis para a verificagdo do grau de dependéncia
utilizando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson.

Os resultados obtidos por essa correlagao sdo representados por r que
varia de -1 a 1, indicando um decremento ou aumento na variancia compartilhada
entre duas varidveis ou associagdo negativa ou positiva entre elas
(FIGUEIREDO FILHO e SILVA JUNIOR, 2009) e, ainda, segundo esses autores,
quanto mais proximo de 1 maior é o grau de dependéncia estatistica linear entre
as variaveis e quanto mais préximo de zero menor € o grau dessa dependéncia.
Para a interpretacédo dos resultados estabeleceu-se que se r tem valores entre
0,10 e 0,30 a relacao entre as variaveis é fraca; entre 0,40 e 0,60 € moderada e
entre 0,70 e 1 é forte (DANCEY e REIDY, 2006).

Em relagédo as células enddcrinas argiréfilas, argentafins e IR a insulina
localizadas na mucosa dos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso
de D. rotundus, os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos
dados nao foram atendidos considerando-se o numero de repetigbes, portanto
foi utilizado o teste nao paramétrico de Kendall Wallis com p < 0,05 para a analise
das medidas de tendéncia central. Para verificar a correlagao entre as células
enteroenddcrinas e a espessura da tunica mucosa dos segmentos inicial, médio
e final do intestino grosso dessa espécie hematdéfaga utilizou-se o coeficiente de

correlacdo de Spearman, representado por rs que também varia de -1 a 1
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(PAGANO e GAUVREAU, 2008) e com a interpretagdo dos resultados da
seguinte maneira, se rs varia de 0 a 0,4 a correlagdo é de magnitude fraca; de
0,4 a 0,5 é moderada e de 0,5 a 1 é forte (HULLEY et al., 2003).

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados ao nivel de
significancia de 5% (p < 0,05) utilizando-se o software SPSS 16.0 (Statistical

Package for the Social Sciencies).
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4. RESULTADOS

4.1. Observagao anatomica macroscopica dos intestinos grossos de

Desmodus rotundus e Sturnira lilium

A observagdo anatbmica macroscépica do intestino grosso das
especies estudadas mostrou que esse segmento intestinal segue-se ao intestino
delgado, diferenciando-se por um discreto aumento do diametro e localizado no
antimero direito da cavidade abdominal. Na&o foi possivel distinguir,
anatomicamente, as regides do ceco, dos colons ascendente, transverso e
descendente e do reto da maneira que sio visualizados na maioria dos
mamiferos e notou-se a auséncia de ténias dos colons, de haustros e de

apéndice epiploico.

4.2. Calculo dos pesos corporais de Desmodus rotundus e Sturnira lilium

O calculo dos pesos corporais dos animais em estudo estdo descritos

na Tabela 1.

Tabela 1: Peso corporal, em g, de morcegos machos adultos D. rotundus (n=3)
e S. lilium (n=3).

Desmodus rotundus Sturnira lillium
Exemplar 1 2 3 1 2 3
Peso corporal 34,88 34,77 32,92 20,78 20,67 19,94
X + dp 34,19 + 1,10 20,46 + 0,46
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4.3. Calculo das medidas dos comprimentos dos intestinos grossos de

Desmodus rotundus e Sturnira lilium

O célculo das medidas dos comprimentos dos intestinos grossos dos

quirdpteros estudados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Comprimento do intestino grosso, em cm, de morcegos machos
adultos D. rotundus (n=3) e S. lilium (n=3).

Desmodus rotundus Sturnira lillium
Exemplar 1 2 3 1 2 3
Comprimento 2,40 2,30 2,10 1,80 1,60 1,40
X +dp 2,27 +0,13 1,60 £ 0,16

A partir dos resultados encontrados para os pesos corporais € dos
comprimentos do intestino grosso das espécies estudadas foi realizada a

correlagdo de Pearson para essas variaveis, demonstrada na Tabela 3.

Tabela 3. Correlagdo de Pearson entre o peso corporal € o comprimento do
intestino grosso de morcegos adultos machos de D. rotundus (n=3) e S. lilium
(n=3).

Comprimento do intestino grosso

Desmodus rotundus Sturnira lilium

Peso corporal 0,96 0,92

A analise da correlagcado de Pearson entre as variaveis peso corporal e
comprimento do intestino grosso para D. rotundus mostrou o coeficiente de
correlagdo (r=0,96) de maneira forte e positiva. Fato este também verificado
para a correlacdo entre as mesmas variaveis para S. lilium que apresentou o

coeficiente de correlagao (r=0,92).
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4.4. Descricao histologica dos constituintes parietais do intestino grosso

de Desmodus rotundus

4.4.1. Segmento inicial

A tunica mucosa é revestida por epitélio simples prismatico com células
caliciformes. A lamina prépria € constituida de tecido conjuntivo frouxo celular
contendo glandulas intestinais simples tubulares (criptas de Lieberkiihn) em
grande quantidade (Figura 5A), observadas sob varias perspectivas, de acordo
com a disposi¢éo do corte realizado (longitudinal, transversal ou obliquo). Nota-
se, ainda, a presenca moderada de vasos sanguineos.

A muscular da mucosa constituida por uma estreita camada de
musculo liso, situa-se profundamente a base das glandulas intestinais (Figura
5A).

A tunica submucosa apresenta-se constituida de tecido conjuntivo
frouxo vascular, com poucos vasos sanguineos e desprovida de glandulas
(Figura 5A).

A tunica muscular encontra-se nitidamente dividida em duas camadas,
uma mais espessa cujas fibras musculares lisas dispdem-se em espiral ao eixo
principal do 6érgado — a camada muscular circular interna; e outra mais delgada
formada por fibras que apresentam um trajeto paralelo a esse eixo — a camada
muscular longitudinal externa. Entre elas encontra-se o plexo mioentérico
(Figura 5B).

A tunica serosa que envolve a tunica muscular € composta por uma
pequena faixa de tecido conjuntivo, revestido externamente por epitélio simples

pavimentoso (mesotélio).
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Figura 5A: Corte longitudinal do intestino grosso (segmento inicial) de
D. rotundus. Epitélio simples prismatico (EP); célula caliciforme
(CC) glandula intestinal (GL); tunica submucosa (SM); camada
muscular circular (CMC) e camada muscular longitudinal (CML)
da tunica muscular; plexo mioentérico (PM). H-E. Barra: 10 ym.

Figura 5B: Corte transversal do intestino grosso (segmento inicial) de
D. rotundus. Camada muscular circular (CMC) e camada
muscular longitudinal (CML) da tanica muscular;
plexo mioentérico (PM).H-E. Barra: 20 um.
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4.4.2. Segmento médio

A tunica mucosa tem padrao histologico semelhante ao descrito para
o segmento anterior. Apresenta epitélio simples prismatico com células
caliciformes, lamina propria constituida de tecido conjuntivo frouxo, com
pequena quantidade de vasos sanguineos, apresentando numerosas glandulas
intestinais. E visualizada a muscular da mucosa, formada por fibras lisas, sob a
lamina prépria (Figura 6A).

A tunica submucosa é formada por tecido conjuntivo frouxo com
presencga de poucos vasos sanguineos (Figura 6B).

Na tunica muscular, formada pelas camadas circular, interna, e
longitudinal, externa, distingue-se o plexo mioentérico entre as camadas (Figura
6B).

A tunica serosa (Figura 6B) & constituida por uma estreita faixa

conjuntiva, revestida por camada unica de células mesoteliais.

Figura 6A:  Corte transversal do intestino grosso (segmento médio) de
D. rotundus. Epitélio simples prismatico (EP) com células
caliciformes (CC); glandula intestinal (GL); muscular da
mucosa (MM); tunica submucosa (SM). H-E. Barra: 20 ym.
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Figura 6B: Corte longitudinal do intestino grosso (segmento médio) de
D. rotundus. Glandula intestinal (GL); vaso sanguineo (VS)
na tunica submucosa; camada muscular circular (CMC) e
camada muscular longitudinal (CML) da tunica muscular;
plexo mioentérico (PM); tunica serosa (SR). H-E. Barra: 20 ym.

4.4.3. Segmento final

A tunica mucosa é revestida por epitélio simples prismatico com células
caliciformes. A lamina prépria, constituida de tecido conjuntivo frouxo, com
moderada quantidade de vasos sanguineos, apresenta numerosas glandulas
intestinais e abundantes nédulos linfoides, bem como tecido linfoide difuso
(Figura 7A). Profundamente a ladmina prdpria, observa-se a muscular da
mucosa, constituida por uma fina camada de musculo liso, situada
profundamente a base das glandulas intestinais.

A tunica submucosa é estruturada em tecido conjuntivo frouxo com
vasos sanguineos, contando com o provimento de numerosas glandulas
sudoriparas. O ducto excretor dessas glandulas € revestido por epitélio
biestratificado, abrindo-se préximo ao foliculo piloso. H& um aumento
progressivo da quantidade dessas glandulas a medida que se percorre o

segmento em sentido caudal.
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A tunica muscular encontra-se nitidamente dividida em duas camadas,
uma mais espessa, a camada muscular circular interna; e outra mais delgada, a
camada muscular longitudinal externa. Interpondo-se entre elas € visualizado o
plexo mioentérico. Na regido de transi¢ao reto-anal, o epitélio simples prismatico
modifica-se em estratificado pavimentoso e a bicamada muscular modifica-se,
gradualmente, em uma estrutura unica (Figura 7B), constituida de espessa
camada de fibras musculares estriadas esqueléticas multinucleadas com
nucleos dispostos na periferia das fibras em disposi¢gao concéntrica ao lume,
formando por sua vez o esfincter anal. Ao percorrer essa regido de transi¢cao do
segmento distal em direcdo ao anus, nota-se a presenga de numerosas

glandulas sudoriparas proximas a foliculos pilosos (Figura 7C).
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Figura 7A:  Corte transversal do intestino grosso (segmento final) de
D. rotundus. Epitélio simples prismatico (EP); nddulo linfoide
(NL); glandula sudoripara (GS). H-E. Barra: 10 ym.
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Figura 7B: Corte transversal de intestino grosso (segmento final/regiao reto-
anal) de D. rotundus. Epitélio simples prismatico (EP); epitélio
estratificado pavimentoso (EE); glandula sudoripara (GS);
tunica muscular (TM). H-E. Barra: 10 ym.

Figura 7C: Corte transversal de intestino grosso (segmento final/regiao

reto-anal) de D. rotundus. Foliculo piloso (FP); tunica muscular
(TM). H-E. Barra: 20 ym.
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4.5. Descrigcao histologica dos constituintes parietais do intestino grosso

de Sturnira lilium

4.5.1. Segmento inicial

A tunica mucosa ¢é revestida por epitélio simples prismatico com a
presenca de células caliciformes. A lamina prépria € constituida de tecido
conjuntivo frouxo e possui glandulas simples tubulares e abundantes nédulos
linfoides, bem como tecido linfoide difuso (Figura 8). Profundamente a Iamina
prépria, encontra-se a muscular da mucosa, constituida por estreita camada de
musculo liso e situada profundamente a base das glandulas intestinais.

A tunica submucosa € constituida de tecido conjuntivo frouxo e
desprovida de glandulas.

A tunica muscular encontra-se nitidamente dividida em duas camadas,
uma mais espessa contendo fibras musculares lisas — a camada muscular
circular interna, e outra mais delgada, com a mesma constituicao dessas fibras
que segue trajeto paralelo ao eixo principal do 6rgdo — a camada muscular
longitudinal externa, e entre elas observa-se o plexo mioentérico.

A tunica serosa envolve a tunica muscular e é composta por uma
pequena faixa conjuntiva, revestida externamente por epitélio simples

pavimentoso (mesotélio).
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Figura 8: Corte transversal de intestino grosso (segmento inicial) de
S. lilium. Glandula intestinal (GL); nédulo linfoide (NL);
tecido linfoide difuso (TLD). H-E. Barra: 10 ym.

4.5.2. Segmento médio

A tunica mucosa segue o padrao histologico descrito para o segmento
anterior. O epitélio simples prismatico € dotado de células caliciformes. A lamina
prépria é constituida de tecido conjuntivo frouxo, com pouca quantidade de vasos
sanguineos e com glandulas intestinais profundas (Figura 9) e alguns nédulos
linfoides, bem como tecido linfoide difuso. Uma delgada muscular da mucosa
encontra-se sob a lamina proépria.

A tunica submucosa é formada por tecido conjuntivo frouxo com
presencga de alguns vasos sanguineos.

A tunica muscular é formada pelas camadas circular, interna, e
longitudinal, externa, distinguindo-se entre elas o plexo mioentérico (Figura 9).

A tunica serosa constituida por uma fina faixa de tecido conjuntivo é

revestida por epitélio simples pavimentoso (Figura 9).
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Figura9: Corte transversal de intestino grosso (segmento médio) de
S. lilium. Epitélio simples prismatico (EP); glandula intestinal (GL);
nodulo linfoide (NL); camada muscular circular (CMC) e camada
muscular longitudinal (CML) da tunica muscular; plexo mioentérico
(PM). H-E. Barra: 10 ym.

4.5.3. Segmento final

A tunica mucosa apresenta basicamente o mesmo padrao histologico
descrito para essa porgao do intestino grosso em D. rotundus. E revestida por
epitélio simples prismatico (Figura 10) com presenca de células caliciformes. A
lamina prépria é constituida de tecido conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos,
glandulas intestinais e tecido linfoide difuso. Na lamina prépria encontra-se a
muscular da mucosa, constituida por estreita camada de musculo liso que limita
a base das glandulas intestinais. Verifica-se ao final desse segmento distal, uma
area de transicdo em que o epitélio simples prismatico passa a estratificado
pavimentoso, com a presenga de foliculos pilosos, em pouca quantidade,
caracterizando o inicio da regido de transi¢ao reto-anal.

A tunica submucosa é estruturada em tecido conjuntivo frouxo com
vasos sanguineos e glandulas sudoriparas, bastante similar ao descrito para a
tunica submucosa de D. rotundus.

A tunica muscular encontra-se dividida em uma camada mais espessa,
cujas fibras musculares lisas dispdem-se em espiral ao sentido caudal do érgéo

— a muscular circular, interna, e outra mais delgada, formada por fibras que
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seguem paralelas ao eixo principal do 6rgao — a muscular longitudinal, externa.
Interpondo-se entre elas encontra-se o plexo mioentérico. Na regido de
transicdo reto-anal, a tunica muscular modifica-se gradualmente em uma
estrutura unica (Figura 10), constituida de espessa camada de fibras musculares
estriadas esqueléticas em disposi¢cdo concéntrica que parece formar o esfincter
anal. Ao percorrer essa porgédo desse segmento intestinal, em direcdo a abertura
anal, nota-se, assim como foi observado em D. rotundus, a presenga de
glandulas préximas a foliculos pilosos.

A tunica serosa composta por estreita faixa conjuntiva & revestida

externamente por epitélio simples pavimentoso (mesotélio).
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Figura 10: Corte longitudinal de intestino grosso (segmento final/regiao
reto-anal) de S. lilium. Epitélio simples prismatico (EP);
glandula sudoripara (GS); tunica muscular (TM). H-E.
Barra: 4 ym.
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4.6. Histomorfometria dos constituintes parietais do intestino grosso de

Desmodus rotundus e Sturnira lilium

Os dados obtidos das espessuras dos constituintes parietais do

intestino grosso das espécies estudadas encontram-se nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4. Espessura, em um, das tunicas mucosa, submucosa, muscular
(camadas musculares circular, interna, e longitudinal, externa) e serosa (média
+ desvio-padrédo) de morcegos machos adultos, D rotundus (n=3).

Espessura
Segmento Mucosa Submucosa Muscular Muscular Serosa
circular longitudinal
Inicial 164,73+55,97%  23,48+9,57°2 64,42+19,222 28,127,412 6,852,082

Médio 144,52+40,21%  44,58+27,05% 65,35+27,112  36,62+16,07° 10,136,722

Final 184,88+76,84° 36,13+24,96° 72,65+42,34> 33,00+21,76* 7,8816,04°

Yidp 164,71+57,67 34,73+20,23 67,47+29,56 32,58+15,08 8,29+4,95
total

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si ao nivel
de significancia de 5% pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Nao foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre as
espessuras das tunicas mucosa, submucosa e serosa entre os segmentos
inicial, médio e final em D. rotundus. Entretanto, a espessura da camada
muscular circular da tunica muscular do segmento final foi maior (p < 0,05) que
a espessura dessa camada dos demais segmentos. De mesma maneira a
espessura da camada muscular longitudinal da tunica muscular do segmento
médio foi maior (p < 0,05) se comparada com as espessuras das camadas

musculares dos segmentos inicial e final.
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Tabela 5. Espessura, em um, das tunicas mucosa, submucosa, muscular
(camadas circular, interna e longitudinal, externa) e serosa (média + desvio-
padrédo) de morcegos machos adultos, S. lilium (n=3).

Espessura
Segmento Mucosa Submucosa Muscular Muscular Serosa
circular longitudinal
Inicial 348,72+69,03%  14,48+3,99° 26,35+6,00? 13,4543,56%  3,07+0,99°

Médio 256,92+66,97° 9,05+2,88? 43,53+7,40° 17,38+5,37¢  3,97+1,50°

Final 300,00£90,517  24,68+10,69° 149,68+62,45° 40,32+22,06* 7,88+6,042

?J_r dp 301,88+75,50 16,07+5,85 73,19+25,28 23,72+10,33  4,97+2,84
total

Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si ao nivel
de significancia de 5% pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.

Em S. lilium as espessuras da tunica mucosa, da submucosa, da
camada muscular longitudinal da tunica muscular e da serosa nao foram
diferentes (p > 0,05). Também a espessura da camada muscular circular da
tunica muscular entre os segmentos inicial e médio, nao foi diferente (p > 0,05),
entretanto, a espessura dessa camada muscular foi maior (p < 0,05) no
segmento final em relagdo aos demais segmentos.

Na analise dos valores das médias totais das espessuras das tunicas
dos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso de D. rotundus e S. lilium
que em relagao a tunica mucosa, S. lilium apresentou essa tunica mais espessa
que a de D. rotundus. O mesmo foi observado quanto a camada muscular
circular da tunica muscular. Em D. rotundus as espessuras da tunica
submucosa, da camada muscular longitudinal da tunica muscular e da serosa
apresentaram maior espessura em comparagao com as espessuras das tunicas
de S. lilium.

Foram calculados os coeficientes de correlacdo de Pearson entre o
peso corporal e as espessuras dos constituintes parietais do segmento inicial,
segmento médio e segmento final (Tabela 6) do quirdptero D. rotundus e também
os coeficientes entre as mesmas variaveis para a espécie S. lilium apresentados

na Tabela 7.
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Tabela 6. Correlacido de Pearson entre o peso corporal e a espessura dos
constituintes parietais do segmento inicial, médio e final do intestino grosso de
morcegos machos, adultos D. rotundus (n=3).

Peso Corporal

Segmento Inicial

Mc 0,68
Sm -0,15
Mi 0,92
Me 0,96
Sr - 0,23
Segmento Médio
Mc 0,98
Sm 0,95
Mi 0,89
Me - 0,33
Sr 0,36
Segmento Final
Mc -0,98
Sm 0,91
Mi 0,99
Me 0,05
Sr 0,97

Mc=tunica mucosa; Sm=tunica submucosa; Mi=camada muscular circular, interna, da
tunica muscular; Me=camada muscular longitudinal, externa, da tunica muscular,
Sr=tunica serosa.

A correlagao entre o peso corporal e a espessura dos constituintes
parietais do segmento inicial foi moderada positiva (r=0,68) para a tunica
mucosa; fraca negativa (r=- 0,15) para a submucosa; forte positiva (r=0,92) para
as camadas musculares circular e longitudinal (r=0,96) da tunica muscular e
fraca negativa (r=- 0,23) para a tunica serosa.

A correlagao entre as variaveis, peso corporal e espessura das tunicas
do segmento médio, mostrou ser forte positivo para a mucosa (r=0,98),
submucosa (r=0,95) e camada muscular circular (r=0,89), enquanto foi fraca
negativa para a camada muscular longitudinal (r=- 0,33) e fraca positiva (r=0,36)
para a serosa.

A correlagao entre o peso corporal e a espessura dos constituintes
parietais do segmento final foi forte negativa (r=- 0,98) para a tunica mucosa;
forte positiva (r=0,91) para a submucosa; forte positiva (r=0,99) para a camada
muscular circular; muito fraca positiva para a camada muscular longitudinal

(r=0,05) da tunica muscular e forte positiva (r=0,97) para a tunica serosa.
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Tabela 7. Correlacido de Pearson entre o peso corporal e a espessura dos
constituintes parietais do segmento inicial, médio e final do intestino grosso de
morcegos machos, adultos S. lilium (n=3).

Peso Corporal

Segmento Inicial

Mc - 0,68
Sm -0,12
Mi 0,99
Me - 0,99
Sr 0,60
Segmento Médio
Mc 0,99
Sm 0,99
Mi -0,94
Me 0,85
Sr 0,60
Segmento Final
Mc -0,68
Sm 0,60
Mi -0,95
Me - 0,39
Sr 0,60

Mc=tunica mucosa; Sm=tunica submucosa; Mi=camada muscular circular, interna, da
tunica muscular; Me=camada muscular longitudinal, externa, da tunica muscular,
Sr=tunica serosa.

A correlagao entre as variaveis, peso corporal e espessura das tunicas
do segmento inicial, mostrou ser moderada negativa para a mucosa (r=- 0,68) e
fraca negativa para a submucosa (r=- 0,12); forte positiva para a camada
muscular circular (r=0,99); forte negativa a camada muscular longitudinal (r=-

0,99) e moderada positiva (r=0,60) para a serosa.

A correlagcao entre o peso corporal e a espessura dos constituintes
parietais do segmento médio foi forte positiva (r=0,99) para a tunica mucosa e
para a submucosa (r=0,99); forte negativa (r=- 0,94) para a camada muscular
circular; forte positiva (r=0,85) para a camada muscular longitudinal e moderada
positiva (r=0,60) para a tunica serosa.

A correlacdo entre as variaveis, peso corporal e espessura dos
constituintes parietais do segmento final, mostrou ser moderada negativa para a
mucosa (r=- 0,68); moderada positiva para a submucosa (r=0,60); forte negativa
para a camada muscular circular (r=- 0,95); fraca negativa para a camada

muscular longitudinal (r=- 0,39) e moderada positiva (r=0,60) para a serosa.

30



Para a verificagdo do grau de dependéncia entre as variaveis,
comprimento do intestino grosso e as espessuras das tunicas da parede dos
segmentos intestinais foram calculados os coeficientes de correlacdo de
Pearson apresentados na Tabela 8 para a espécie D. rotundus e na Tabela 9

para a espécie S. lilium.

Tabela 8. Correlagdo de Pearson entre o comprimento do intestino grosso e a
espessura dos constituintes parietais do segmento inicial, médio e final do
intestino grosso de morcegos machos, adultos D. rotundus (n=3).

Comprimento Intestinal

Segmento Inicial

Mc 0,86
Sm -0,42
Mi 0,99
Me 1,00
Sr 0,05
Segmento Médio
Mc 0,99
Sm 1,00
Mi 0,98
Me - 0,58
Sr 0,08
Segmento Final
Mc - 0,99
Sm 0,98
Mi 0,92
Me 0,33
Sr 0,99

Mc=tunica mucosa; Sm=tunica submucosa; Mi=camada muscular circular, interna,
da tunica muscular; Me=camada muscular longitudinal, externa, da tunica muscular,
Sr=tunica serosa.
A correlagédo entre o comprimento do intestino grosso e a espessura
dos constituintes parietais do segmento inicial foi forte positiva (r=0,86) para a
tunica mucosa; moderada negativa para a submucosa (r=- 0,42); forte positiva
(r=0,99) para a camada muscular circular; muito forte positiva (r=1) para a
camada muscular longitudinal e muito fraca positiva (r=0,05) para a tunica
serosa.
A correlagdo entre as variaveis, o comprimento do intestino grosso e a
espessura dos constituintes parietais do segmento médio, mostrou ser forte

positiva para a tunica mucosa (r=0,99); muito forte positiva para a submucosa
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(r=1); forte positiva para a camada muscular circular (r=- 0,98); moderada
negativa para a camada muscular longitudinal (r=- 0,58) e muito fraca positiva
(r=0,08) para a serosa.

A correlagédo entre o comprimento do intestino grosso e a espessura
dos constituintes parietais do segmento final foi forte negativa (r=- 0,99) para a
tunica mucosa; forte positiva para a submucosa (r=0,98); forte positiva (r=0,92)
para a camada muscular circular; fraca positiva (r=0,33) para a camada muscular

longitudinal e forte positiva (r=0,99) para a tunica serosa.

Tabela 9. Correlagdo de Pearson entre o comprimento do intestino grosso e a
espessura dos constituintes parietais do segmento inicial, médio e final do
intestino grosso de morcegos machos, adultos S. lilium (n=3).

Comprimento Intestinal

Segmento Inicial

Mc -0,34
Sm - 0,50
Mi 0,87
Me -0,87
Sr 0,87
Segmento Médio
Mc 0,97
Sm 0,87
Mi -0,72
Me 0,98
Sr 0,87
Segmento Final
Mc -0,34
Sm 0,87
Mi -0,74
Me 0,00
Sr 0,87

Mc=tunica mucosa; Sm=tunica submucosa; Mi=camada muscular circular, interna,
da tunica muscular; Me=camada muscular longitudinal, externa, da tunica muscular,
Sr=tunica serosa.

A correlagdo entre as variaveis, comprimento do intestino grosso e
espessura dos constituintes parietais do segmento inicial, mostrou ser fraca
negativa para a tunica mucosa (r=- 0,34); moderada negativa para a submucosa
(r=- 0,50); forte positiva para a camada muscular circular (r=0,87); forte negativa
para a camada muscular longitudinal (r=- 0,87) e forte positiva (r=0,87) para a

serosa.
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A correlagédo entre o comprimento do intestino grosso e a espessura
dos constituintes parietais do segmento médio desse intestino foi forte positiva
(r=0,97) para a tunica mucosa; forte positiva para a submucosa (r=0,87); forte
negativa (r=- 0,72) para a camada muscular circular; forte positiva (r=0,98) para
a camada muscular longitudinal e forte positiva (r=0,87) para a tunica serosa.

A correlagdo entre as variaveis, comprimento do intestino grosso e
espessura dos constituintes parietais do segmento final mostrou ser fraca
negativa para a tunica mucosa (r=- 0,34); forte positiva para a submucosa
(r=0,87); forte negativa para a camada muscular circular (r=- 0,74); sem
correlagdo para a camada muscular longitudinal (r=0) e forte positiva (r=0,87)

para a serosa.

4.7. ldentificagcdo e quantificagcao das células endécrinas argiréfilas,
argentafins e imunorreativas (IR) a insulina da tunica mucosa dos

segmentos do intestino grosso de Desmodus rotundus

Neste estudo realizado com a espécie hematéfaga D. rotundus para
identificar e quantificar as células argirdfilas, argentafins e IR na insulina da
tunica mucosa dos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso, as células
enddcrinas argirofilas e argentafins tenderam a apresentar formato alongado,
com o nucleo arredondado, visualizado em imagem negativa e o citoplasma
dotado de granulagbes coradas em marrom escuro. As células imunorreativas
a insulina da tunica mucosa dos segmentos mencionados do intestino grosso
apresentaram formato arredondado a alongado, com nucleo visualizado por
imagem negativa e citoplasma dotado de granulagdes coradas em marrom claro
a escuro.

As células argiréfilas foram localizadas préoximas as glandulas
intestinais da tunica mucosa (Figura 11) do segmento inicial do intestino grosso,
enquanto nos segmentos médio e final foram identificadas no epitélio que reveste

essa tunica (Figuras 12 e 13).
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Figura 11: Corte transversal do intestino grosso (segmento inicial) de

D. rotundus . Glandula intestinal (GL); célula argirdéfila (CAGI).

Grimelius. Barra: 100 um.
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Figura 12: Corte transversal do intestino grosso (segmento médio) de

D. rotundus. Epitélio da tunica mucosa (EP); célula argirdfila
(CAGI). Grimelius. Barra: 100 pym.
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Figura 13: Corte transversal do intestino grosso (segmento final) de

D. rotundus. Epitélio da tunica mucosa (EP); célula argirdéfila
(CAGI). Grimelius. Barra: 100 pm.

As células argentafins foram detectadas préximas as glandulas
intestinais da tunica mucosa (Figura 14) do segmento inicial do intestino grosso,
no segmento médio foram localizadas no epitélio que reveste essa tunica (Figura
15) e no segmento final também foram identificadas proximas as glandulas

intestinais (Figura 16).
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Figura 14: Corte transversal do intestino grosso (segmento inicial) de

D. rotundus. Epitélio da tunica mucosa (EP); glandulas
intestinais (GL); célula argentafim (CAGE). Masson-Fontana.
Barra: 100 pym.
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Figura 15: Corte transversal do intestino grosso (segmento médio) de

D. rotundus. Epitélio da tunica mucosa (EP); glandulas
intestinais (GL); célula argentafim (CAGE). Masson-Fontana.
Barra: 100 pym.
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Figura 16: Corte transversal do intestino grosso (segmento final) de

D. rotundus. Glandulas intestinais (GL); célula argentafim
(CAGE). Masson-Fontana. Barra: 100 ym.

As células com imunorreatividade a insulina (Figuras 17; 18 e 19) foram
identificadas préximas das glandulas intestinais em todos os segmentos, inicial,
médio e final do intestino grosso.
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Figura 17: Corte transversal do intestino grosso (segmento inicial) de
D. rotundus. Epitélio da tunica mucosa (EP); glandulas
intestinais (GL); célula imunorreativa a insulina (IRl).
Imunoperoxidase indireta. Barra: 100 uym.

Figura 18: Corte transversal do intestino grosso (segmento médio) de

D. rotundus. Glandulas intestinais (GL); célula imunorreativa a

insulina (IRI). Imunoperoxidase indireta. Barra: 100 um.
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Figura 19: Corte transversal do intestino grosso (segmento final) de
D. rotundus. Glandulas intestinais (GL); célula imunorreativa a
insulina (IRI). Imunoperoxidase indireta. Barra: 100 um.

Os dados obtidos da quantificagdo das células enddécrinas argirofilas,
argentafins e IR a insulina localizadas na tunica mucosa dos segmentos inicial,
meédio e final do intestino grosso de D. rotundus estdo apresentadas na Tabela
10.

Tabela 10. Numero de células enddcrinas, por mm?2, (média * desvio-padrao)
da tunica mucosa dos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso de
morcegos machos, adultos D. rotundus (n=3).

Tunica mucosa dos segmentos

Células Inicial Médio Finall
Endécrinas

Argirdfilas 94,42+163,542 106,50+184,472 46,42+80,40°
Argentafins 110,53+95,80° 142,32+128,352 111,38+102,722
IR insulina 20,48+2,042 19,851,622 21,211,762

Médias seguidas por letras iguais na mesma linha nao diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo teste de Kendall Wallis.

No quirdptero D. rotundus a quantificagdo das células enddcrinas
argirofilas nos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso né&o

apresentou diferenga entre eles (p > 0,05). A mesma situagao ¢é verificada para
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as outras células endocrinas, argentafins e IR a insulina, para os mesmos
segmentos intestinais, ou seja, ndo houve diferenga ao nivel de 5% de
significancia.

Na tunica mucosa do segmento inicial foram quantificadas, em média
225,43 células enddcrinas/mm?, sendo que dentre elas, 41,88% s&o argirofilas,
49,03% séao argentafins e 9,08% s&o imunorreativas a insulina. Na do segmento
médio foram quantificadas 268,67 células/mm?, contabilizando 39,64%
argiréfilas, 52,97% argentafins e 7,39% imunorreativas a insulina. Ja na tunica
mucosa do segmento final foram quantificadas 179,01 células/mm?, sendo
25,93% argirofilas, 62,22% argentafins e 11,85% imunorreativas a insulina. Essa

proporgao esta apresentada na Tabela 11.

Tabela 11. Numero percentual de células enddcrinas argirdfilas, argentafins e IR
a insulina, por mm?, da tdnica mucosa dos segmentos inicial, médio e final do
intestino grosso de morcegos machos, adultos D. rotundus (n=3).

Células enddcrinas (%)

Tunica mucosa Argiréfilas Argentafins IR insulina
dos segmentos

Inicial 41,88 49,03 9,08
Medio 39,64 52,97 7,39
Final 25,93 62,22 11,85

Para a verificagado do grau de dependéncia entre as variaveis, numero
de células enddcrinas/mm? e espessura da tinica dos segmentos inicial, médio
e final do intestino grosso de D. rotundus foram calculados os coeficientes de

correlacdo de Spearman apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Correlacdo de Spearman entre o numero de células enddcrinas, em
mm?, e a espessura da tinica mucosa dos segmentos inicial, médio e final do
intestino grosso de morcegos machos, adultos D. rotundus (n=3).

Tunica mucosa dos segmentos

Células Inicial Médio Final
enddcrinas

Argirdfilas 0,86 0,00 0,86
Argentafins 0,50 -0,50 1,00
IR insulina 1,00 0,50 - 0,50

A correlacdo de Spearman entre as variaveis, numero de células
endocrinas/mm? e a espessura da tlinica mucosa do segmento inicial resultou
na seguinte sequéncia; foi de magnitude forte positiva (rs=0,86) para as células
argirofilas, de magnitude moderada positiva (rs=0,50) para as células argentafins
e de magnitude muito forte positiva (rs=1) para as células IR a insulina. Em
relacdo a espessura da tunica do segmento médio, mostrou magnitude muito
fraca (rs=0) para as células argirofilas, magnitude moderada negativa (rs=- 0,50)
para as células argentafins e magnitude moderada positiva (rs=0,50) para as
células IR a insulina. Para a espessura da tunica mucosa do segmento final,
mostrou magnitude forte positiva (rs= 0,86) para as células argirdfilas, magnitude
muito forte positiva (rs=1) para as células argentafins e magnitude moderada

negativa para as células IR a insulina.
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5. DISCUSSAO

A observagdo anatdbmica macroscopica, no presente estudo, do
intestino grosso de Desmodus rotundus (hematofago) e Sturnira lilium (frugivoro)
em que se nota a sua continuidade do intestino delgado apenas por um discreto
aumento de seu didmetro e que ndo se consegue estabelecer a divisao
sequencial dos seus constituintes, ceco, colons ascendente, transverso e
descendente e o reto, esta em conformidade ao descrito por ISHIKAWA et al.
(1985) para o morcego Myotis frater kaguae ao descreveram que o diametro do
intestino grosso era ligeiramente maior que o do intestino delgado e que também
nao visualizaram a presenga do ceco e nem dos colons ascendente e transverso
e descendente e do reto, como é visualizada na maioria dos mamiferos. Em
razao desse fato, esses autores consideraram o intestino grosso constituido pelo
colon descendente e o reto. Verificaram, ainda, a auséncia de ténias do colon,
haustros e apéndice epipldico.

De igual maneira, GADELHA-ALVES et al. (2008) no estudo
histomorfolégico comparativo realizado com cinco espécies de morcegos
filostomideos, descreveram que para Phyllostomus hastatus e Carollia
perspicillata havia o aumento do didmetro na juncdo entre os intestinos delgado
€ grosso; ainda, para essas espécies e as outras estudadas, Sturnira lilium,
Glossophaga soricina, € Desmodus rotundus, o intestino grosso apresentava-se
destituido de ceco e que estava, anatomicamente, estruturado em cdlon
descendente e reto e que também estavam ausentes as ténias do cdlon e o
apéndice epiploico.

Na pesquisa sobre a morfologia dos intestinos delgado e grosso do
quiréptero Myotis myotis (PAKSUZ e PAKSUZ, 2015) relataram também essa
descricdo anatdbmica para o intestino grosso e, inclusive, mencionaram que nos
morcegos insetivoros Tadarida nigeriae e Rhinolophus hildebrandti, néo existe o
célon e somente o reto € encontrado.

No presente estudo com os filostomideos D. rotundus e S. lilium os
segmentos denominados de inicial e médio corresponderiam ao colon
descendente das varias espécies aqui descritas e o segmento final referente ao

reto.
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Os quirdpteros estudados, D. rotundus e S. lilium, apresentaram, em
meédia, 0s pesos corporais em valores aproximados aos relatados para esses e
outros filostomideos conforme o relatado por REIS et al. (2007). Comparando o
peso corporal com o comprimento do intestino grosso desses animais, observou-
se uma correlagdo de magnitude forte e positiva entre as variaveis o que indicou
uma relagdo de proporcionalidade direta entre elas, ou seja, o decréscimo ou
acréscimo de uma delas, obrigatoriamente, implicara o0 mesmo para a outra.
Essa constatagao permite inferir que o aumento do peso corporal nesses animais
corresponderia, de maneira diretamente proporcional, a um maior comprimento
do intestino grosso.

ISHIKAWA et al. (1985) ao estudarem o morcego insetivoro Myotis
frater kaguae consideraram que a porgao final do intestino delgado denominado
de ileo-colon corresponderia, anatomicamente, aos colons ascendente e
transverso presentes na maioria dos mamiferos e que seria uma derivacao
evolutiva para a continuagao do intestino delgado. Dessa forma pode-se inferir
que a reduc¢ao do intestino grosso levaria também a diminuigao do tubo intestinal
na sua totalidade e, em consequéncia, a redugao do peso corporal. Em relagao
ao comprimento intestinal total, GADELHA-ALVES et al. (2008) apesar de
afirmarem que o intestino grosso é curto para a maioria das espécies
pesquisadas, relataram que o comprimento intestinal total de S. lilium apresenta-
se longo, de D. rotundus, P. hastatus e C.perspicillata moderado e em G. soricina
curto.

Ainda, segundo esses autores, o intestino mais curto levaria a redugao
do peso corporal facilitando manobras realizadas durante o voo, além de
aumentar o transito e a absorgao de nutrientes. Esses argumentos estdo de
acordo com CAVIEDES-VIDAL et al. (2007; 2008) nas pesquisas realizadas
sobre a adaptacéao do tubo digestivo de vertebrados voadores. Eles constataram
que passaros e morcegos apresentavam o intestino mais curto quando
comparado a vertebrados nao-voadores e esse fato além de reduzir o peso
corporal desses animais também contribuiria para aumentar o transito do
conteudo intestinal e a rapida absorgao de nutrientes, facilitando assim, o voo.

O padrao histolégico dos constituintes parietais do intestino grosso,
observado em D. rotundus e S. lilium, é bastante similar entre essas espécies,

entretanto, observou-se que a localizacdo de ndédulos linfoides e de tecido
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linfoide difuso €& diferente nesses quirdpteros. Em D. rotundus essas estruturas
encontram-se distribuidas na tunica mucosa do segmento final do intestino
grosso, enquanto em S. lilium distribuem-se na tunica mucosa dos segmentos
inicial, médio e final.

A descricdo histologica relatada para esse segmento intestinal dos
animais estudados no presente trabalho, esta referenciada aos achados de
ISHIKAWA et al.(1985) sobre os intestinos delgado e grosso para o morcego
insetivoro M. frater kaguae. De maneira similar na pesquisa comparativa
histomorfologica destes intestinos entre cinco espécies de morcegos
filostomideos, e, dentre eles, as duas espécies de quiropteros, hematofaga e
frugivora, analisadas neste trabalho, GADELHA-ALVES et al. (2008) também
verificaram a uniformidade do padréo histolégico descrito. Também na descri¢ao
da morfologia dos intestinos delgado e grosso de Myotis myotis (PAKSUZ e
PAKSUZ, 2015) relataram, para o ultimo segmento intestinal, semelhangas nos
constituintes parietais mencionados anteriormente.

A tunica mucosa visualizada nos segmentos do intestino grosso de D.
rotundus e S. lilium revestida por epitélio simples prismatico com células
caliciformes esta condizente ao mencionado por GADELHA-ALVES et al. (2008)
para essas especies relatadas. Esse padrao histologico parece ser comum a
todos os quirdpteros, independente do habito alimentar, uma vez que esta
descrigao coincide com a realizada por ISHIKAWA et al. (1985) para o insetivoro
M. frater kaguae, GADELHA-ALVES et al. (2008) para o onivoro P. hastatus; o
frugivoro e, ocasionalmente, insetivoro C. perspicillata e o nectivoro que também
pode exercer a insetivoria e a frugivoria G. soricina, nectivoro e por PAKSUZ e
PAKSUZ (2015) para o insetivoro M. myotis.

O muco produzido e liberado pelas células caliciformes atua na
lubrificagdo da superficie luminal o que facilita o percurso das fezes até o
ambiente externo, conforme exposto por GEORGE et al. (1998), JUNQUEIRA e
CARNEIRO (2008) e MENEZES (2013). Nos estudos de OKON (1977) apud
ISHIKAWA et al. (1985) foi mencionado que no quirdptero insetivoro Tadarida
nigeriae o colon esta ausente e que o intestino grosso consistia somente do
segmento reto. Esse segmento intestinal apresentava a mucosa quase

inteiramente estruturada com células caliciformes, as quais suprem com
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bastante muco essa regidao para a sua lubrificagao, facilitando assim o percurso
do conteudo intestinal constituido basicamente de quitina.

A presenca de agregados de nodulos linfoides e de tecido linfoide
difuso no intestino grosso é coincidente com o fato de que nessa regido o bolo
fecal acumula aumentando a superficie de contato deste com o epitélio, o que
poderia desencadear algum tipo de contaminagéo por patdégenos agregados ao
alimento ingerido que porventura sobrevivessem a passagem pelos segmentos
iniciais do tubo digestivo, podendo haver também a contaminagao proveniente
do meio externo préximo a regido anal.

No presente estudo com as espécies D. rotundus e S. lilium, foi
verificado que no segmento final do intestino grosso, do primeiro animal, ha
nodulos linfoides isolados e associados além de tecido linfoide difuso; enquanto
no segundo animal foi observado no segmento médio, desse mesmo intestino,
nodulos linfoides e tecido linfoide difuso e no segmento final visualizou-se
também tecido linfoide difuso. No trabalho desenvolvido com os mesmos
quirépteros GADELHA-ALVES et al. (2008) relataram a presenga de tecido
linfoide e agregados de nodulos linfoides tanto no intestino delgado quanto no
grosso, enquanto no morcego M. myotis, PAKSUZ e PAKSUZ (2015) notificaram
um aglomerado de tecido linfoide somente no ileo do intestino delgado.

A lamina prépria da tunica mucosa observada em todos os segmentos
do intestino grosso de D. rotundus e S. lilium, estruturada por tecido conjuntivo
frouxo bastante celular e com glandulas intestinais formando invaginagdes
tubulares secretoras, parece ser constante no intestino grosso dos morcegos,
conforme mencionado por ISHIKAWA et al. (1985) no estudo anatémico do
intestino de M. frater kaguae , verificado também nos relatos de GADELHA-
ALVES et al. (2008) ao descrever sobre a histomorfologia comparada do
intestino de cinco filostomideos e também nos relatos de PAKSUZ e PAKSUZ
(2015) na pesquisa desse segmento intestinal em M. myotis.

A estruturagdo histolégica da muscular da mucosa e da tunica
submucosa descrita para as espécies listadas no presente estudo, segue o
mesmo padrao histolégico descrito pelos pesquisadores acima citados.

A descrigao da tunica muscular visualizada em D.rotundus e S. lilium
coincide com os relatos feitos pelos autores mencionados anteriormente na

descricdo das varias espécies de quirdpteros estudadas. A disposi¢ao da tunica
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muscular parece ser constante em mamiferos, conforme o descrito por GARCIA
e SILVA (2000) para a paca (Cuniculus paca), SHIMODA et al. (2000) para o
macaco japonés (Macaca fuscata), HELENO et al. (2011) para o cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous) e MENEZES (2013) para o tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla).

Na regido de transicéo reto-anal, a bicamada de musculatura lisa da
tunica muscular, de maneira gradual, modifica-se em uma estrutura unica dotada
de espessa camada de fibras musculares estriadas esqueléticas, o que pode
caracterizar a formacado do esfincter anal. Essa observagdo nao encontra
suporte nas descri¢des sobre a tunica muscular do intestino grosso de outras
especies de morcegos mencionadas neste presente trabalho. Entretanto, no
estudo conduzido por MENEZES (2013) sobre o intestino grosso de M. tridactyla,
esse autor verificou que a tunica muscular modificava-se em uma uUnica estrutura
espessada, ainda no reto, um pouco antes da transicao reto-anal, conservando
porém o padrao de fibras musculares lisas.

A descrigao para a tunica serosa dos segmentos inicial, médio e final
do intestino grosso dos quirdpteros D. rotundus e S. lilium, é similar ao verificado
para as espécies de morcegos estudadas por ISHIKAWA et al. (1985),
GADELHA-ALVES et al. (2008) e PAKSUZ e PAKSUZ (2015).

A maior espessura da tunica mucosa do segmento inicial do intestino
grosso de S. lilium, possivelmente, é porque nesse segmento, ainda, seja
realizada alguma absorgédo de nutrientes, principalmente, quando se verifica o
habito alimentar frugivoro dessa espécie. Quanto as espessuras das demais
tunicas mensuradas no intestino grosso de D. rotundus e S. lilium, observa-se
qgue nao houve expressiva diferenca entre essas estruturas intestinais.

A correlacao entre as variaveis, peso corporal e as espessuras das
tunicas do segmento inicial do intestino grosso de D. rotundus, mostrou que em
relacdo as tunicas mucosa e muscular (camadas musculares circular e
longitudinal) ha proporcionalidade direta, no aumento ou diminuigdo do peso
corporal, com as espessuras dessas tunicas. Entretanto, o0 mesmo nao foi
verificado para as tunicas submucosa e serosa.

Ao analisar essas mesmas variaveis para o segmento intestinal médio,
a correlacao foi de proporgao direta entre o peso corporal e as tunicas mucosa,

submucosa e para a camada muscular circular da tunica muscular, ou seja, um
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maior ou menor peso corporal do quiréptero corresponderia ao aumento ou
diminuicdo dessas tunicas. Em relacdo ao observado para a camada muscular
longitudinal da tunica muscular e o peso corporal, a correlagédo demonstrou que
um possivel aumento ou diminuicdo do peso corporal ndo corresponderia ao
aumento ou diminuigdo da espessura dessa camada. Ja em relacido a tunica
serosa, a correlagao indicou que um aumento ou diminuicado do peso corporal,
possivelmente, ndo teria 0 mesmo resultado direcionado a essa tunica.

Para o segmento final a correlagado entre o peso corporal e a espessura
da tunica mucosa indicou uma acentuada proporcionalidade inversa, ou seja, um
aumento ou diminuicdo do peso corporal ndo corresponderia a mesma condi¢cao
para a espessura dessa tunica. Para a tunica submucosa, camada muscular
circular da tunica muscular e tunica serosa, os resultados mostraram uma
correlacdo de proporcionalidade direta muito expressiva entre essas e o peso
corporal, ou seja, o aumento ou diminuicdo do peso corporal levaria ao
correspondente aumento das espessuras das tunicas. Ja entre a camada
muscular longitudinal da tunica muscular e o peso corporal, a correlagao indicou
que se ocorresse um aumento ou diminuicdo desse peso ndo necessariamente
haveria um correspondente aumento ou diminuigdo na espessura dessa camada
muscular.

Para o quirdptero S. lilium a analise da correlacdo entre as variaveis
peso corporal e espessuras dos constituintes parietais dos segmentos inicial,
meédio e final do intestino grosso mostrou que foi, conforme os resultados para
cada segmento, bastante similar ao encontrado para a espécie D. rotundus.

Na verificagdo da correlagdo entre as variaveis comprimento do
intestino grosso e as espessuras das tunicas constituintes da parede dos
segmentos intestinais, os coeficientes encontrados resultaram numa
interpretacédo correlata para aquela verificada nas correlacbes das variaveis
descritas anteriormente, peso corporal e espessura das tunicas. Merece
destacar o resultado observado para a correlagao entre o comprimento intestinal
e a camada muscular longitudinal da tunica muscular do segmento inicial e da
tunica submucosa do segmento médio do quiréptero D. rotundus, em que para
as duas situagdes a correlagcao representou o que se denomina de perfeita, ou
seja, quando r=1.
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As correlagbes entre o comprimento intestinal e as espessuras dos
constituintes parietais dos segmentos do intestino grosso da espécie S. lilium,
mostraram uma interpretagcdo similar a descrita para a outra espécie desse
estudo. O fato que se destacou foi na correlagao entre o comprimento intestinal
e a espessura da camada muscular longitudinal da tunica muscular, interpretada
como sendo sem correlagdo, o que acontece quando r=0.

Conforme POLAK et al. (1993) as células enddécrinas sao classificadas
em argirofilas ou argentafins devido reagirem com sais de prata, exceto aquelas
que sao imunorreativas a somatostatina, insulina e colecistocinina. Estas células
encontram-se distribuidas em diferentes 6rgéaos, dentre os quais, 6rgaos do
sistema digestorio, respiratorio e urinario (RODRIGUES et al., 2005). Na espécie
D. rotundus, investigada no presente trabalho foram detectadas e quantificadas
células argirdfilas e argentafins, além de identificadas e também quantificadas
células imunorreativas a insulina na tunica mucosa dos segmentos inicial, médio
e final do intestino grosso. Em varias espécies de morcegos foram relatadas a
presenca de células enteroendocrinas ao longo do trato digestorio,
especificamente no estdbmago, intestinos delgado e grosso (YAMADA et
al.,1984; YAMADA et al., 1988; ASHIHARA et al., 1999; KOMORI et al., 2000;
SANTOS et al., 2008a; 2008b e 2009).

As células argirdfilas e argentafins foram detectadas, em geral, tanto
na superficie epitelial quanto na proximidade das glandulas intestinais da tunica
mucosa dos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso de D. rotundus.
A localizagao dessas células coincide com o relatado sobre células endocrinas
identificadas no intestino grosso dos quirépteros A. cinerius e S. lilium (SANTOS
et al., 2008b) e também dos morcegos A. geoffroyi, G. soricina e de D. rotundus
(SANTOS et al.,2009). Quanto as células imunorreativas a insulina foram
detectadas, no presente estudo, somente préximas as glandulas intestinais da
tunica mencionada anteriormente.

No segmento inicial do intestino grosso de D. rotundus, o numero de
células enddcrinas argentafins detectadas foi, em proporgcéo, maior em relagao
as outras células enddcrinas, sendo que, as células imunorreativas a insulina
foram detectadas em menor nimero. A mesma relacdo entre as células

enddcrinas foi verificada nos segmentos intestinais médio e final.
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Considerando a propor¢éao do numero de cada tipo de célula enddcrina
em relacdo aos segmentos intestinais notou-se que as células argirofilas foram,
numericamente, decrescentes do segmento inicial ao final. Quanto a proporgao
da quantidade de células argentafins foi verificado o inverso, ou seja, houve um
numero crescente dessas células a partir do segmento inicial. Porém, em
relacdo as células imunorreativas a insulina, o resultado foi diferente das
observagbes anteriores. A quantidade dessas células foi, proporcionalmente,
maior no segmento final, sequenciado pelo segmento inicial e, por ultimo, no
segmento meédio.

A correlagdo entre as variaveis, numero de células endécrinas/mm? e
a espessura da tunica mucosa dos segmentos inicial, médio e final mostrou que
no segmento inicial a espessura da tunica mucosa apresentou uma correlagao
de magnitude forte positiva em relagdo as células argiréfilas, magnitude
moderada positiva para as células argentafins e de magnitude muito forte
positiva em relagao as células IR a insulina. Essas correlagdes indicam que um
aumento da espessura da tunica mucosa do segmento inicial induz de maneira
direta também ao aumento na quantidade dessas células enddcrinas estudadas.

Para as variaveis espessura da tunica mucosa do segmento médio e o
numero de células enddcrinas, foi verificada uma correlagdo de magnitude muito
fraca para as células argirdfilas, magnitude moderada negativa para as células
argentafins e magnitude moderada positiva para as células IR a insulina. Esses
resultados sinalizam que um aumento da espessura da tunica mucosa do
segmento médio, possivelmente, ndo levaria ao aumento da quantidade de
células argirdfilas. Em relagao as células argentafins o resultado indica que se
ocorresse um aumento da espessura da mencionada tunica, possivelmente,
haveria na mesma propor¢ao, uma diminuigdo na quantidade dessas células. Ja
entre as variaveis espessura da tunica da mucosa e o numero de células IR a
insulina a correlagéo indica que o aumento da espessura dessa tunica poderia
induzir também ao aumento da quantidade dessas células.

A correlagdo entre a espessura da tunica mucosa do segmento final e
0 numero de células enddcrinas mostrou uma magnitude forte positiva para as
células argirdfilas, muito forte positiva para as células argentafins e moderada
negativa para as células IR a insulina. Esses resultados indicam que um

aumento da espessura da mencionada tunica poderia direcionar ao aumento da
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quantidade de células argirofilas e, em relagdo as células argentafins, poderia
haver sem duvida, o aumento do numero dessas células, enquanto para as
células IR a insulina poderia haver, na mesma propor¢ao, uma diminuicdo na
quantidade destas.

Conforme KENDZIERSKI et al. (2000) os peptideos pancreaticos séo
sintetizados no intestino de mamiferos. Esses autores relataram a detecgao de
células com imunorreatividade a insulina no epitélio do célon e em glandulas do
intestino grosso de ratos. Na investigacao desse tipo celular, RIBEIRO (2009)
localizou em gambas pos-puberes e adultos, células IR a insulina no intestino
delgado, fato corroborado também por BASILE (2011) para esse mesmo 6rgéo
em gambas adultos. No presente estudo, foram identificadas e quantificadas
células IR a insulina proximas as glandulas intestinais localizadas na tunica
mucosa dos segmentos inicial, médio e final do intestino grosso do mamifero
voador D. rotundus.

Segundo SILVERTHORN (2010) a atuagao da insulina no metabolismo
da glicose € amplamente conhecida, além de agir na sintese de glicogénio, evitar
a degradacao de proteinas em aminoacidos e induzir a sintese de gorduras. A
autora relatou, ainda, que na refeicdo contendo carboidratos, os hormdnios
incretinas peptideo insulinotrépico dependente da glicose que, anteriormente,
era denominada peptideo inibidor gastrico (GIP) e o peptideo semelhante ao
glucagon-1 (GLP-1) sao liberados por antecipagdo promovendo a secregao da
insulina pelo pancreas enddécrino o que retarda a entrada do quimo no intestino,
diminuindo, assim, a motilidade gastrica e a secrecao acida. Ainda, conforme a
autora, o aumento da concentragdo de aminoacidos no plasma também promove
a liberacao de insulina.

KENDZIERSKI et al. (2000) relataram que a insulina sintetizada no
tubo intestinal tem atividade paracrina, que além de outras fungdes, atua na
motilidade intestinal. A atividade paracrina da insulina no intestino também foi
registrada por TRACY et al. (2007) ao verificarem que o morcego frugivoro
egipcio Rousettus aegyptiacus absorve a glicose e outras substancias analogas,
por exemplo a 3-O-metil-D-glicose (30OMD-glicose), de forma passiva mais por
via paracelular do que por via transcelular. Também CAVIEDES-VIDAL et al.
(2008) ao pesquisarem sobre o intestino de passaros e dos quirdpteros
frugivoros Artibeus lituratus e Rousettus aegyptiacus, relataram que o intestino
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desses animais por ser curto e com pouco tecido intestinal, seria compensado
com alta permeabilidade facilitando, assim, a absorcao passiva de carboidratos
por via paracelular. Fato esse confirmado por PRICE et al. (2015) ao realizarem
uma revisao de literatura sobre a absorgdo de 30OMD-glicose e de L-arabinose
no intestino delgado de passaros e morcegos.

FREITAS et al. (2013) relataram que a elevagdo da concentracéo de
glicose sanguinea e de aminoacidos como a leucina induz a secrec¢ao de insulina
em muitos mamiferos. Observaram também que os niveis de insulina eram trés
vezes mais baixos no sangue do quiréptero hematofago D. rotundus do que em
ratos quando ambos eram alimentados com dieta regular elevada de
carboidratos. Verificaram, ainda, que a leucina, um dos aminoacidos presentes
na dieta desse morcego, estimulava a secregcao de insulina mais do que a
presenca de glicose. Relataram que esse fato, provavelmente, estava
relacionado com a distribuicdo escassa de células- nas ilhotas pancreaticas, o
que também poderia explicar os baixos niveis séricos de insulina.

Possivelmente, a presenga de células IR a insulina detectadas no
intestino grosso de D. rotundus, estaria, também, relacionada com as atividades
fisiologicas de absor¢cdo paracelular de glicose e aumento da motilidade
intestinal, quando se verificou que a camada muscular circular, interna, da tunica
muscular, teve um aumento em espessura no segmento final. Esse segmento,
quando comparado ao intestino grosso dos outros quirépteros citados neste
presente estudo, correspondeu ao reto. As atividades fisioldgicas, anteriormente
mencionadas, facilitariam para essa espécie, um metabolismo rapido dos
nutrientes advindos da sua dieta hematéfaga, proporcionando uma reserva
energética suficiente que propiciaria ao quirdptero algar voo e realizar manobras

eficientes.
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6. CONCLUSOES

A disposicao anatdomica dos segmentos inicial, médio e final do
intestino grosso de D. rotundus e S. lilium descrita no presente estudo, é similar
ao relatado, por outros autores, como sendo correspondente ao célon
descendente (segmentos inicial e médio) e ao reto (segmento final) na maioria
dos quirdpteros.

O padréo histologico dos constituintes parietais do intestino grosso
observado nessas espécies € bastante similar, entretanto, a distribuicdo de
nodulos linfoides e de tecido linfoide difuso é diferenciada nos segmentos do
intestino grosso, possivelmente, devido ao habito alimentar distinto.

Houve correlagédo entre o peso corporal e as espessuras das tunicas
mucosa, submucosa, muscular e serosa dos segmentos do intestino grosso dos
quirdpteros estudados, assim também entre o comprimento desse intestino e as
espessuras das tunicas mencionadas.

Ndo houve diferenca significativa na distribuigdo das células
endocrinas argirofilas, argentafins e imunorreativas a insulina na tunica mucosa
dos segmentos do intestino grosso de D. rotundus. Verificou-se que o numero
de células argentafins foi, proporcionalmente, maior que as outras células
enddcrinas.

Quanto as células enddécrinas IR a insulina, provavelmente, estejam
relacionadas com as atividades fisioldgicas de absorcdo paracelular de
nutrientes pelos enterdcitos e com o aumento da motilidade intestinal, o que
resultaria no rapido metabolismo dos nutrientes e, possivelmente, numa reserva
energética propicia para esse quirodptero realizar as manobras adequadas ao
VOO.

Espera-se com a parte deste estudo sobre as células IR a insulina no
intestino grosso de D. rotundus, juntamente com as pesquisas que descreveram
estas células enteroenddcrinas em outras espécies de mamiferos, possa
contribuir para estudos relacionados as patologias metabdlicas, principalmente,

sobre os dois tipos de diabetes.
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APENDICE A - Técnica de coloragdo Hematoxilina-Eosina
Protocolo do Laboratério de Morfofisiologia - DBA/UFV

1) Desparafinizagao
Laminas com os cortes em estufa (40 °C / 60 min)

Xilol | (15 min)
Xilol Il (5 min)
Xilol 1l (5 min)

2) Hidratacao
Alcool absoluto (5 min)
Alcool 90% (5 min)
Alcool 80% (5 min)
Alcool 70% (5 min)
Agua destilada (10 min)

3) Coloragao
Hematoxilina (2 min)
Lavar em agua corrente rapidamente
Eosina (1 min)
Lavar em agua corrente rapidamente

4) Desidratagao
Alcool 70% (30 s)
Alcool 80% (30 s)
Alcool 90% (30 s)
Alcool absoluto (5 min)

5) Diafanizacao

Xilol I (5 min)
Xilol Il (5 min)
Xilol 11 (5 min)

6) Montagem
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APENDICE B - Técnica de Grimelius (detectar células argiréfilas)

1)

Protocolo do Laboratério de Biologia Estrutural - DBG/UFV

Solucédo incubadora (utilizar béquer com agitador magnético)
Dissolver 80 mg de AgNO3 em 90 mL de agua destilada
Adicionar 10 mL de tampao acetato de sodio pH 5,6 — 0,02 M

OBS: Se o estoque de tampao for 0,2 M fazer a diluigao:
1 mL de tampao em 9 mL de agua destilada

Solucéo reveladora (utilizar béquer com agitador magnético)
Dissolver 1 g de hidroquinona e 5 g de sulfito de sddio anidro em 100 mL
de agua destilada

OBS: Deixar as duas cubas contendo as solugdes enroladas em papel
aluminio

Desparafinizar e hidratar as laminas com os cortes

Colocar a cuba contendo a solucao reveladora e a cuba da solugéo
incubadora com as Iaminas no banho-maria por 60 °C / 3 h (enroladas em
papel aluminio)

Colocar as laminas na solugao reveladora por 50 s

Interromper a revelagao lavando com agua destilada

Desidratar e montar (permanecer com as laminas no alcool absoluto e
passar rapidamente pelo alcool-xilol)
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APENDICE C - Técnica de Masson-Fontana (detectar células argentafins)

Protocolo do Laboratério de Biologia Estrutural - DBG/UFV

Solugédo A (utilizar béquer com agitador magnético)

Dissolver 1 g de AgNO3s em 200 mL de agua destilada

Adicionar de 18 a 20 gotas [com pipeta de Pasteur] de hidroxido de
amonio (até ficar na cor de palha bem clara)

Filtrar a solucéo
Cobrir o béquer com papel aluminio apés a filtragao

Solucéao B (utilizar béquer com agitador magnético)
Dissolver 5 g de tiossulfato de sodio em 200 mL de agua destilada
Tampar o béquer com papel aluminio

Desparafinizar e hidratar as laminas com os cortes

Colocar as laminas na solugcdo A em estufa a 60 °C / 2 h (cuba enrolada
em papel aluminio)

Lavar em agua destilada, rapidamente
Passar pela solucéo B por 40 s
Lavar em agua destilada, rapidamente

Desidratar e montar (permanecer com as laminas no alcool absoluto e
passar rapidamente pelo alcool-xilol)
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APENDICE D - Técnica de Imunohistoquimica

1)

Protocolo do Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios e Vetores — BIOAGRO/UFV

Desparafinizar, hidratar e inibir a peroxidase endogena

Xilol — 2 vezes / 1 h (cada)

Alcool absoluto — 2 vezes / 5 min (cada)

Perdéxido de hidrogénio 30 V mais metanol 3% - 30 min (enrolar cuba com
laminas em papel aluminio e colocar em chapa agitadora)

Alcool 96% - 2 vezes / 5 min (cada)

Alcool 70% - 1 vez / 5 min

PBS (solugao de tampao fosfato) — 2 vezes / 5 min (cada)

Recuperacgao antigénica (utilizar micro-ondas)

Colocar as laminas em tampao citrato pH 6 — 2 vezes / 5 min (na 22 vez
completar com agua destilada)

Poténcia de 750 W e apods deixar em temperatura ambiente

Mergulhar as laminas em recipiente com PBS a 5%

Bloqueio de unides inespecificas

Secar as laminas em papel toalha

Incubar as laminas em camara umida com BSA (soro albumina bovino) a
1% por 30 min (se for possivel deixar em estufa a 37 °C)

Incubacédo com anticorpo primario

Escorrer e secar as laminas

Pingar o anticorpo primario monoclonal ou policlonal pronto para uso com
a diluicao especifica

Para controle negativo trocar o anticorpo por PBS ou soro normal de rato
ou cabra

Incubar em camara umida por 1 h a 37 °C ou por 2 h a temperatura
ambiente

Lavar as laminas com PBS — 3 vezes / 5 min (cada)

Escorrer e secar as laminas

Incubagao com anticorpo secundario

Incubar as laminas com o anticorpo secundario em camara umida
por 30 min a temperatura ambiente

Lavar com PBS — 2 vezes / 5 min (cada)

Escorrer e secar as laminas

Revelar na auséncia de luz com DAB (diaminobenzidina) por 1 min
Interromper a reagdo em agua corrente

Lavar com agua destilada

Constratar com hematoxilina por 2 min

Lavar em agua corrente e agua destilada

Desidratacao

Alcool 70% - 5 min
Alcool 96% - 5 min
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Alcool 96% - 5 min
Alcool absoluto — 5 min
Xilol = 5 min

Xilol = 5 min

7) Montagem
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ANEXO A - Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
IBAMA/SISBIO n° 36215-1, emitido em 17/10/2012

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
~ Sistema de Autorizago e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 362151 | Data da Emisséo: 17/10/2012 09:20 | Data para Revalidagao*: 16/11/2013
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anuall i a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Mauricio da Aparecida Santana

5 y & 4 CPF: 285.305.606-63

Titulo do Projeto: Histomorfometria Comparativa dd“ Intestino Grbssb, Eﬁ{fﬁdds Imun h?s!oqulfnicos e Ultraestrutural das Células Imunorreativas a
Insulina em Morcegos de Habitos Alimentares Distintos

Nome da Instituigéo : UFV - UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA CNPJ: 25.944.455/0001-96

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/anc) | Fim (més/ano,
1_| Coleta de morcegos,afericao de para morfolégicos, revisao bibliografica 03/2013 12/2013
12 | Coloragao: HE, PAS, Grimelius, Imunoperoxidase direta, Masson-Fontana modificado 01/2014 04/2014

3_| Quantificagéo de ganglios nervosos, de células argirdfilas, argentafins e_imunorreativas a insulina 05/2014 07/2014

4 i p ica de i analise das i ias e icrografias 08/2014 12/2014
5_|Andlise estatistica, revisdo bibliografica 01/2015 02/2015
E‘ Redagéo de artigos, qualificagao, entrega de tese e defesa 02/2015 08/2015

Observagées e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impii o de recursos h e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
|| obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou 4 pes: uisa, estdo sujeitas a autorizag&o do Ministério de Ciéncia e Tecnologi
Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular € 0s membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde seré realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou icipal, ou do ietario, arr o, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagdo
federal cujo processo de regularizagéo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrug@o Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins iais, i iais ou ivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizac&o para envio ao exterior de material biolégico n&o consig! devera ser ida por meio do G www.ibama.gov.br (Servicos on-line -
Licenga para importagéo ou exportago de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exponagao,

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe devero optar por métodos de coleta e i de captura direci sempre que possivel,
a0 grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de goes do grupo taxondmico de interesse em condigéo in situ.

O titular de autori; ou de licenca assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,

6 |omiss&o ou falsa descrigéo de i que idi a i do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagdo ou licenga

|| suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagéo brasileira em vigor.

Este documento nZo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
plataforma i e na zona omi lusiva, ou ao i ici ao i io genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma‘gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administrag&o da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das igdes, as condigbes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
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Outras ressalvas
[1_TAs redes de nebiinas deverao ser verficadas de 30 em 30 minuios. — 1

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF_[Descricao do local |
1 _|VICOSA MG Matas do entorno da UFV e do Municipio de Vigosa-MG |

Tipo
Fora de UC Federal |

Este documento (Autorizagdo para atividades com ﬁhaﬁtféde[dieﬂtl ) foi ngcliido'épmbase ha Instrugéo Normativa n®154/2007. Através do cdigo

de autenticag&o abaixo, qualquer cidadao podera verifi documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagdo: 33719541 ‘III”MI”NMM
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ANEXO B — Autorizagao para atividades com uso de animais

CEUAJ/UFV n° 70/2012, emitido em 26/10/2012

CERTIFICADO

A Comissio de Etica para Uso de Animais (CEUA)/UFV certifica
que o processo n.° 70/2012, intitulado “Histomorfometria comparativa do
intestino  grosso, estudos imunohistoquimicos e ultraestrutural das células
imunorreativas @ insulina em morcegos de habitos alimentares distintos v
coordenado pelo professor Claudio César Fonseca, do Departamento de Veterinaria
esta de acordo com o Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario,
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal/Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (COBEA/SBCAL) e com a legislagdo vigente,
tendo sido aprovado por esta Comissdo em 26/10/12, com validade de 12
meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 70/2012, named “Comparative histomorphometry of large intestine,
immunohistochemical and ultrastructural studies of insulin immunoreactive cells in
different behavior habits bats” is in agreement with the Medical Veterinary
Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation
(COBEA/SBCAL) and with actual Brazilian legislation. This Institutional
Commission on October 26, 2012 approved this process. This certificate
expire in 12 months.

Vigofrsﬁé‘db qutubro de 2012

4 { /_\ ";/
Lo Vannet Boere Souza
Comissiode Etica no Uso de Animais da UFV - CEUA
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