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RESUMO

BASILE, Daniel Raul Santurio, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2011. Morfologia, imuno-histoquimica e aspectos
ultraestruturais das células imunorreativas a insul ina no intestino
delgado do gamba Didelphis aurita (WIED-NEUWIED, 1826) adulto.
Orientador: Claudio César Fonseca. Coorientadores: Clévis Andrade
Neves e Tania Toledo de Oliveira.

Esta pesquisa teve como objetivo geral descrever os aspectos
morfoldgicos, histoquimicos e imuno-histoquimicos do intestino delgado do
gamba Didelphis aurita (Wied-Neuwied, 1826) adulto, bem como as
caracteristicas ultraestruturais dos granulos secretores de células
imunorreativas a insulina nesse animal. A biogénese dos granulos
insulinicos e a sua classificacdo, bem como a atividade fisiolégica em
regibes produtoras de insulina, sdo areas de investigacdo continua no
controle do diabetes e outras patologias. O material para estudo consistiu de
sete exemplares de gambd& Didelphis aurita, machos, com peso médio de
1,03 + 0,14 kg. O nimero de células imunorreativas & insulina (IRI) por mm?
no intestino delgado dos gambas D. aurita foi diferente em funcédo do
segmento analisado. De acordo com a comparacdo multipla de médias
ordenadas, o nimero de células IRl por mm? no duodeno e no jejuno foi

maior do que no ileo (p<0,05). O intestino delgado do gamba adulto D. aurita



apresentou diferencas na distribuicdo das células IRI, sendo elas difusas ao
longo do epitélio intestinal e com maior concentracdo nas criptas e reducéo
nas vilosidades. As células IRI caracterizaram-se pela presenca de granulos
secretores, pela morfologia piramidal alongada e pela localizacdo entre
diferentes células. Adicionalmente, foi possivel afirmar que apresentaram
morfologia similar a das células beta do pancreas, porém com diametro e
volume granular maiores. Nos gambas Didelphis aurita, foram observados
valores entre 2,7 e 3,5 plU/mL de insulina plasmética, valores esses
inferiores aos verificados em outros mamiferos e humanos. Os resultados
em relacdo a insulinemia, nesta espécie, sugerem a manutencdo da
homeostasia da glicose mediante a atividade secretora insulinica
extrapancreatica. Nos estudos morfolégicos e histoquimicos das células
argirdfilas e argentafins no intestino delgado, foi demonstrado que as células
argiréfilas eram mais numerosas em relacdo as argentafins e que ambas se
caracterizavam por terem conformacéo piramidal e ndcleo ovoide, serem do
tipo fechado ou aberto, apresentarem aspecto granular e serem mais
frequentes nas glandulas intestinais. Foi quantificado maior niumero de
células argiréfilas por mm? do que de argentafins, e o fleo foi 0 segmento
com menor numero total de células enddcrinas quantificadas. A altura e
espessura das vilosidades intestinais, bem como a densidade da area de
absorcdo do epitélio intestinal dos gambas D. aurita adultos, ndo variaram
entre os segmentos. A espessura da camada muscular circular do jejuno foi
maior do que a do ileo, e as demais comparacbes nao apresentaram

diferencas morfoldgicas significativas.



ABSTRACT

BASILE, Daniel Raul Santurio, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2011. Morphology, immunohistochemistry and
ultrastructural aspects of insuline immunoreactive cells in small
intestine of the opossum  Didelphis aurita (WIED-NEUWIED, 1826)
adult. Adviser: Claudio César Fonseca. Co-Advisers: Clovis Andrade
Neves and Téania Toledo de Oliveira.

This research had as its objective to describe the morphologic,
histochemical and immunohistochemical aspects of the small intestine of the
opossum Didelphis aurita (Wied-Neuwied, 1826) adult, as well as the
ultrastructural characterisitics of the secretory granules of insuline
immunoreactive cells in this animal. The biogenesis of insulin granules and
its classification, as well as physiological activity in insulin producer regions,
are areas of continuous investigation in the control of diabetes and other
pathologies. The material of study consisted of seven exemplars of opossum
Didelphis aurita, males, with average weight of 1,03+0,14 kg. The number of
insulin immunoreactive cells (IRI) per mmz in the small intestine of opossum
D. aurita was different due to the analyzed segment. According to the
multiple comparison of ordered averages, the number of IRI cells per mmz2 in
the duodenum and jejunum was larger than in the ileum (p<0,05). The small

intestine of the adult opossum D. aurita presented differences in the

Xi



distribution of IRI cells, being them difuses along the intestinal epithelium and
with higher concentration in the crypts and reduction in the villus. The IRI
cells are characterized by the presence of secretor granules, by stretchered
pyramidal morphology and by the localization among different cells.
Additionally, it was possible to affirm that they presented morphology similar
to beta cells of pancreas, nevertheless with larger granular volume and
diameter. In the opossum Didelphis aurita, were observed values between
2,7 and 2,5 5 plU/mL of plasmatic insuline, values which were inferior to the
ones verified in other mammals and humans. The results related to
insulinemia, in this specie, suggest the maintenance of homeostasis of
glucose in face to extrapancreatic insulin secretor activity. In the morphologic
and histochemical studies of the argirophile and argentafins in the small
intestine, it was demonstrated that argirophile cells were more numerous
related to argentafins and that both were characterized by having pyramidal
conformation ovoid nucleus, being the type closed or open, presenting
granular aspect and being more frequent in intestinal glands. It was
quantified a greater number of argirophile cells per mm? than argentafins,
and the ileum was the segment with the shortest number of quantified
endocrinous cells. The height and thickness of intestinal villus, as well as the
density of absorption area of the intestinal epithelium of adult opossums D.
aurita did not vary among the segments. The thickness of the muscular layer
of the jejunum was thicker than the ileum, and the other comparisons did not

present significant morphological differences.
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1. INTRODUCAO GERAL

Pertencentes a Subclasse Theria, Infraclasse Metatheria e Ordem
Marsupialia, os gambas da espécie Didelphis aurita (Wied-Neuwied, 1826)
fazem parte da familia Didelphidae, que se encontra distribuida do Sul do
Canada ao Nordeste da Argentina (LUO et al.,, 2003). Esse animal foi
escolhido como objeto deste estudo visando dar suporte a pesquisas
anteriores relacionadas a saude humana (NOGUEIRA, 1989).

No Brasil, o gamba-de-orelha-preta, Didelphis aurita, e o0 gamba-de-
orelha-branca, D. albiventris, sdo espécies de marsupiais didelfideos
extensamente distribuidas na Regido Neotropical. Nessa regido € possivel
observar pelo menos uma das duas espécies nos diversos biomas
(EMMONS; FEER, 1990).

A espécie D. aurita possui um periodo gestacional de
aproximadamente 12 dias, e os filhotes terminam seu desenvolvimento no
marsupio, periodo esse considerado como gestacao externa, por cerca de
90 dias. Tal particularidade possibilita 0 estudo da ontogénese de diferentes
sistemas e aspectos fisioldgicos importantes da espécie, que se caracteriza
por possuir boa capacidade termorreguladora, pouco volume de urina devido
a reduzida ingestdo de agua, facil perda de peso e boa adaptacdo em
diferentes condi¢bes ambientais (SAMOTO et al., 2006).

O gamba possui espectro alimentar importante, pois o seu tubo

digestivo é tipicamente onivoro, contendo glandulas salivares grandes, com



excecdo da pardtida. O estbmago do gamba apresenta-se como uma
estrutura dilatada do tubo digestivo, cuja principal funcédo é a liquefacdo do
bolo alimentar e a digestdo de determinados alimentos. A sua mucosa
gastrica possui grande quantidade de glandulas fandicas e células
enddcrinas gastrointestinais. Estas, juntamente com as células do pancreas,
contém peptideos especificos e aminas biogénicas que regulam a atividade
digestiva (KRAUSE et al., 1985; STEVENS; HUME, 1995; FONSECA et al.,
2002b).

Os estudos experimentais constituem passos essenciais para a
aplicacado dos ensaios clinicos no ser humano e dependem, sobretudo, da
adequacdo experimental em animais. Varios autores tém realizado
pesquisas com essas espeécies (CLEBIS, 2006; ROMANO et al., 2010;
FREITAS-RIBEIRO, 2011), no intuito de estudar a morfofisiologia intestinal.

Diferentes estudos tém sido descritos sobre as células
enteroendocrinas em mamiferos placentarios. Entretanto, ha poucas
pesquisas em relagdo aos mamiferos marsupiais que apresentam placenta
vitelinica transitéria. Os marsupiais do género Didelphis reanem varias
vantagens para o estudo do aparelho digestério, entre as quais se destacam
a sua origem ancestral, o curto periodo de gestacdo e dieta alimentar
variada. Eles se apresentam como um bom modelo no estudo das células
enteroenddcrinas, tanto pela sua identificacdo quanto pela quantificacdo dos
hormonios intestinais no animal adulto (KRAUSE et al., 1985; BARBOSA et
al., 1987; TAKAGI et al., 1990) e em desenvolvimento (KRAUSE et al., 1989;
FONSECA et al., 2002b).

Segundo Rodrigues et al. (2005), os estudos morfoldgicos do
aparelho digestorio sdo importantes como ferramentas adicionais para 0s
estudos fisiolégicos, patologicos e filogenéticos. Particularmente, observa-se
a importancia de realizar estudos envolvendo as células enteroenddcrinas,
uma vez que o controle dos eventos secretores e motores envolvidos na
digestdo e absorcdo dos nutrientes dependem da acdo do sistema
endaocrino.

Embora seja importante o estudo das células endocrinas difusamente
presentes nos intestinos de mamiferos, ainda sdo poucas as pesquisas

imuno-histoquimicas das células enteroenddcrinas de gambas (BARBOSA et
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al., 1984; KRAUSE et al., 1985; KRAUSE et al., 1989; TAKAGI et al., 1990;
FONSECA et al., 2002a; BARBOSA et al.,, 2006), principalmente as que
abordam seus aspectos morfolégicos no tubo digestivo de marsupiais
(FONSECA et al.,, 1998; TAKAGI et al., 1990; FONSECA et al., 2002a;
CHRISTENSEN, 2003). Dessas, a maioria refere-se ao pancreas e a
mucosa gastrica (COUTINHO et al.,, 1982; EDWIN, 1982; SOUZA et al.,
1982; COUTINHO et al., 1984; KRAUSE et al., 1986; EDWIN, 1987,
BARBOSA et al., 1987; KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al., 2002b).
Nesse contexto, esta pesquisa foi delineada para descrever 0s
aspectos morfolégicos e histoquimicos e imuno-histoquimicos do intestino
delgado do gamba Didelphis aurita (Wied-Neuwied, 1826) adulto, bem como
as caracteristicas ultraestruturais dos granulos secretores de células

imunorreativas a insulina nesse animal
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2. OBJETIVOS

Esta pesquisa teve como objetivo geral descrever os aspectos

morfologicos, histoquimicos e imuno-histoquimicos do intestino delgado do

gamba Didelphis aurita (Wied-Neuwied, 1826) adulto, bem como as

caracteristicas ultraestruturais dos granulos secretores de células

imunorreativas a insulina nesse animal.

Especificamente, pretendeu-se:

a)

b)

d)

Analisar e descrever a morfologia intestinal, bem como a
distribuicdo de células enteroenddcrinas argirofilas e argentafins
nos trés segmentos (duodeno, jejuno e ileo) do intestino delgado
de gambés adultos Didelphis aurita.

Quantificar as células imunorreativas a insulina no duodeno, jejuno
e ileo entre os tergos inicial e médio e entre os tergcos medio e final
de cada um dos segmentos do intestino delgado do gamba
Didelphis aurita adulto.

Obter dados ultraestruturais referentes as células imunorreativas a
insulina no intestino delgado do gamba Didelphis aurita adulto,
atentando para a morfologia dos granulos secretores de insulina.
Estabelecer um valor de referéncia da insulina plasmatica do

gamba adulto Didelphis aurita.



CAPITULO 1

ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS CELULAS IMUNORREATIV AS A
INSULINA NO INTESTINO DELGADO DO GAMBA DIDELPHIS AURITA
(WIED-NEUWIED, 1826) ADULTO

RESUMO

Na tentativa de preencher lacunas de informacdo quanto aos
aspectos morfolégicos das células imunorreativas a insulina no duodeno,
jejuno e ileo, este trabalho foi conduzido com o objetivo de quantificar essas
células entre os tercos inicial e médio, e entre os tercos médio e final de
cada um dos segmentos do intestino delgado do gamba Didelphis aurita
adulto. O material para estudo consistiu de sete exemplares de gambas
Didelphis aurita, machos, com peso medio de 1,03+0,14 kg. O numero de
células imunorreativas a insulina (IRI) por mm? no intestino delgado dos
gambés D. aurita foi diferente, em funcdo do segmento analisado. De acordo
com a comparacao mdultipla de médias ordenadas, o nimero de células IRI
por mm? no duodeno e no jejuno foi maior que no ileo (p<0,05), e 0 nimero
das células IRI por mm? no duodeno e no jejuno n&o diferiu entre si (p>0,05).
O intestino delgado do gamba adulto D. aurita apresentou diferencas na
distribuicdo das células IRI; sendo elas difusas ao longo do epitélio intestinal,

com maior concentracdo nas criptas e reducdo nas vilosidades. As células
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enddcrinas caracterizaram-se pela presenca de granulos secretores, pela
morfologia piramidal alongada e por sua localizacéo entre diferentes células.
Tais células provavelmente cumprem um papel na homeostasia da glicose

durante a absorcao de nutrientes.

Palavras-chave: Células imunorreativas, insulina, intestino delgado e

gamba.



ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMISTRY ANALYSIS OF INSULINE
IMMUNOREACTIVE CELLS IN THE SMALL INTESTINE IF OPOS SUMS
DIDELPHIS AURITA (WIED-NEUWIED, 1826) ADULT

Attempting to fulfill gaps of information concerning morphologic
aspects of insulin immunoreactive cells in the duodenum, jejunum and ileum,
this work was conducted with the aim to quantify these cells among the initial
and medium thirds, and among the medium and final thirds of each one of
the segments of small intestine of opossums Didelphis aurita adult. The
material to study consisted of seven exemplars of opossums Didelphis aurita,
males, with average weight of 1,03%t0,14 kg. The number of insulin
immunoreactive cells (IRI) per mm2 in the small intestine of opossums D.
aurita was different, due to the analyzed segment. According to the multiple
comparison of ordered averages, the number of IRI cells per mmz2 in the
duodenum and jejunum was greater than in the ileum (p<0,05), and the
number of IRI cells per mm? in the duodenum and jejunum did not differ
among themselves (p>0,05). The small intestine of the adult opossum D.
aurita presented differences in the distribution of IRI cells; being them
diffuses along the intestinal epithelium, with higher concentration in the crypts
and reduction in the villus. The endocrine cells are characterized by the
presence of secretor granules, by the stretched pyramidal morphology and
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by its localization among different cells. Such cells probably fulfill role in the

homeostasis of glucose during the nutrient absortion.

Keywords: Immunoreactive cells, insulin, small intestine and opossum.
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1. INTRODUCAO

Foram localizadas no estdbmago e nos intestinos dos vertebrados as
células enteroenddcrinas, que correspondem a 1% do total das que estao no
epitélio intestinal, assim como representam a maior populacdo das células
produtoras de hormdonios do corpo (REFHELD, 1998).

A coordenacdo das atividades dos varios componentes do sistema
endocrino gastroenteropancreatico esta diretamente relacionada com as
atividades de todas as células enddcrinas dispersas ao longo do tubo
digestivo e do pancreas. Hormonios peptidicos controlam a secrecao,
absorcéo, motilidade e proliferacdo dessas células de maneira sincronizada.
Alguns desses hormoénios sdo chamados de “candidatos”, pelo fato de sua
funcdo hormonal ainda nao ter sido totalmente estabelecida (RINDI et al.,
2004).

Drucker (2007) observou que a regido gastrointestinal possui papel
crucial no controle da absorcdo e ingestdo de nutrientes e que as ceélulas
enteroendocrinas  desenvolvem  importante  mecanismo  regulador,
sintetizando hormoénios e ativando e inibindo circuitos neurais. Os hormonios
gastrointestinais sdo secretados em resposta a estimulos especificos
através de um sistema difuso de células especializadas que podem ser
encontradas esparsas na mucosa do tubo digestivo (SANTOS; ZUCOLOTO,
1996).
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Quanto aos aspectos morfolégicos, Volsky et al. (1999) observaram
que as células enteroenddcrinas se localizam predominantemente no tergo
basal das glandulas intestinais e das vilosidades, assim como possuem
forma piramidal e um nucleo esférico que, além de se encontrar envolvido
por granulos secretores, estd localizado na base da célula. Elas células
apresentam imunorreatividade a serotonina, somatostatina, colecistoquinina,
gastrina, secretina, glucagon, motilina, histamina, peptideos inibitorios
gastricos (KRAUSE et al., 1989) ou a insulina (FREITAS-RIBEIRO et al.,
2011a).

O horménio insulina é produzido principalmente pelo pancreas, mas,
em decorréncia de estudos realizados com técnicas imuno-histoquimicas, foi
detectado também na prostata (STAHLER et al., 1988), no néfron
(COUTINHO, 1985), no sistema nervoso central (DEVASKAR et al., 2002),
na retina (MEIMARIDIS et al., 2003) e nos intestinos (COUTINHO et al.,
1984; BENDAYAN; PARK, 1991; KENDZIERSKI et al., 2000).

Segundo Steiner et al. (1967), o estudo da origem e evolugcdo dos
hormdnios, quanto & sua biossintese e secrecdo, pode ser aplicado ao
pancreas. E possivel presumir que, assim como em outros Orgdos, no
pancreas proteinas sem funcdo hormonal durante o processo evolutivo
foram selecionadas para atuar como horménios. Podem ser citados como
exemplos os horménios com caracteristicas antigénicas, que também tém
sido localizados em células de vertebrados ancestrais, similares, em muitos
aspectos, as células de vertebrados mais evoluidos (FALKMER, 1968).

Segundo estudo de Kendzierski et al. (2000), ndo ha duvidas quanto a
biossintese de glucagon e de outros peptideos pancreaticos no intestino.
Entretanto, a confirmagdo da producao de insulina intestinal ainda necessita
de estudos. Esses autores, utilizando soro anti-insulina de porco, verificaram
imunorreatividade a insulina em células do epitélio do colon e de células
glandulares do intestino grosso de ratos. As células beta localizam-se
também na mucosa intestinal e apresentam granulos secretores
especializados, estando envolvidas na sintese e estoque de pro-insulina
(Proinsulin-Likeprotein), com possivel atividade paracrina (STEINER et al.,
1967).
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Embora os efeitos da insulina sobre o metabolismo dos carboidratos
tenham sido o maior alvo de pesquisadores, sabe-se que a insulina
influencia na velocidade de outros processos, independentemente de seu
papel quanto a utilizacdo da glicose. Segundo Kendzierski et al. (2000), a
insulina intestinal possui fungbes paracrinas — ou mesmo autocrinas — de
grande importancia no controle da divisao celular, na secrecao de peptideos,
na absorcado e na motilidade intestinal. De acordo com Smith e Hill (1983),
essa insulina foi identificada como capaz de reduzir a hiperglicemia de caes
pancreatectomizados e do homem diabético. Contudo, a acéo
hipoglicemiante da insulina representa apenas um dos seus varios efeitos
bioldgicos.

Sabe-se que a insulina é produzida principalmente no pancreas, mas,
segundo Kiuhl et al. (1976), suinos pancreatectomizados apresentavam
niveis plasmaticos de insulina, fato esse que os levou a acreditar na
presenca de insulina em regides extrapancreaticas. Segundo esses autores,
isso pode ser associado a diferencas entre as espécies ou na sensibilidade e
especificidade das técnicas experimentais.

Mediante estudos imuno-histoquimicos, foram identificadas células
imunorreativas a insulina no intestino delgado de gambéas D. aurita puberes
e adultos, verificando-se maior concentracdo na regido basal da mucosa
intestinal (FREITAS-RIBEIRO et al., 201la; FREITAS-RIBEIRO et al.,
2011b). A insulina do gamba exibe consideravel grau de conservacéo da sua
estrutura primaria, em comparacdao com a insulina de animais eutérios (YU
et al., 1989). De acordo com Seino et al. (1987), a insulina de marsupiais
difere da insulina de porcos e de macacos em somente trés aminoacidos.

No estudo do sistema enddcrino, os gambas didelfideos vém-se
destacando como bom modelo, devido a diferenciacdo simultanea do
aparelho digestorio e das glandulas enddcrinas, quando o animal ainda se
encontra em periodo intramarsupial (KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al.,
2002). Além disso, como seu nascimento ocorre em estagio precoce de
desenvolvimento, torna-se possivel a realizagcdo de experimentos sem a
exigéncia de procedimentos cirdrgicos (COUTINHO, 1985; PAIVA et al.,
1992).
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Embora seja importante o estudo das células enddcrinas difusamente
presentes nos intestinos de mamiferos, ainda sdo poucas as pesquisas
imuno-histoquimicas das células enteroenddécrinas de gambas (BARBOSA et
al., 1984; KRAUSE et al., 1985; KRAUSE et al., 1989; TAKAGI et al., 1990;
FONSECA et al.,, 2002a; BARBOSA et al., 2006), principalmente as que
abordem seus aspectos morfolégicos no tubo digestivo de marsupiais
(FONSECA et al.,, 1998; TAKAGI et al.,, 1990; FONSECA et al.,, 2002a;
CHRISTENSEN, 2003). Dessas, a maioria refere-se ao pancreas e a
mucosa gastrica (COUTINHO et al.,, 1982; EDWIN, 1982; SOUZA et al.,
1982; COUTINHO et al., 1984; KRAUSE et al., 1986; EDWIN, 1987,
BARBOSA et al., 1987; KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al., 2002b).

Na tentativa de preencher lacunas de informacdo quanto aos
aspectos morfolégicos das células imunorreativas a insulina no duodeno,
jejuno e ileo, procurou-se identificar e quantificar essas células entre os
tercos inicial e médio e entre os tercos meédio e final de cada um dos

segmentos do intestino delgado do gamba Didelphis aurita adulto.
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2. MATERIAL E METODOS

O material para estudo consistiu de sete exemplares de gambas
Didelphis aurita, machos, com peso médio de 1,03+0,14 kg e comprimento
snout-rump 39,0+3,62 cm. Os animais foram considerados adultos por
possuirem denticdo completa, de acordo com a classificacdo de Macedo et
al. (2006), e devido ao seu peso corporal (DEZONNE et al.,1984).

Para sua captura foram usadas armadilhas tipo gancho, de 75x31x31
cm, utilizando como iscas banana e 6leo de figado de bacalhau. Os animais
permaneceram em cativeiro por um periodo de 24 a 48 h, recebendo agua,
banana e ovo, dieta semelhante a da sua alimentagdo natural (CARVALHO
et al.,, 2005), até o dia da eutanasia. As capturas foram autorizadas pelo
IBAMA (Licenca n°. 19555-1) e realizadas entre julho de 2009 e outubro de
2010, em pequena regido de mata situada no Museu de Zoologia Jo&o
Moojen — Vila Gianetti, na Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
submetidos a avaliagdo da Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria da UFV, sendo aprovado sob o Protocolo n’. 39/2009.

ApOs a captura, ainda no interior da armadilha, os animais foram
anestesiados com Tiopental sédico a 30 mg/mL, na dose de 60 mg/kg, por

via intraperitoneal. Depois de retirados da gaiola, foram feitas a pesagem e a
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mensuracdo do comprimento snout-rump, ou apice caudal, compreendido
entre o apice do focinho e a base da cauda.

Os animais, sob anestesia, tiveram a cavidade abdominal aberta na
sua linha alba e os segmentos intestinais — duodeno, jejuno e ileo —,
identificados e delimitados por amarraduras com barbantes. A eutanasia foi,
entdo, feita por meio de administracéo intracardiaca de cloreto de potassio a
0,25%, em funcdo do peso corporal. Os intestinos foram retirados e
colocados sobre uma calha, o que possibilitou a sua mensuracdo real por
paquimetro sem que houvesse distensdo dos segmentos.

Para o estudo histoldgico foram coletados dois fragmentos de 1 cm de
comprimento (um entre o terco inicial e 0 médio e outro entre o terco médio e
o final) do duodeno, do jejuno e do ileo de cada animal, totalizando seis
fragmentos. Estes foram fixados em formol 10% tamponado, desidratados
em série etilica crescente, diafanizados, incluidos em parafina e seccionados
com espessura de 4 um em microtomo rotativo manual (modelo Leica,
RM2155).

O intervalo entre os cortes foi de aproximadamente 40 um. ApGs a
retirada da parafina, as seccdes histologicas foram hidratadas e coradas,
segundo a técnica de Peroxidase Direta (STERNBERGER, 1979). Cortes de
pancreas de gambas foram utilizados como controle positivo nhas mesmas
condigoes.

Os anticorpos monoclonais utilizados na técnica imuno-histoquimica
foram produzidos pelo Laboratério Bethyl, Lote n°. A90-117P-4, sendo o
processamento do material realizado no Laboratorio de Biologia Estrutural
do Departamento de Biologia Geral da UFV.

As células enddécrinas foram quantificadas em 10 campos aleatoérios
da tunica mucosa, utilizando ocular de 10X e objetiva de 40X. A contagem
de células positivas foi estabelecida por uma unidade de area em pm?
utilizando-se o software Image Pro-plus. A densidade final foi convertida
matematicamente em namero de células por milimetro quadrado.

Os processamentos dos fragmentos avaliados por microscopia de luz
foram realizados nos Laboratorios de Biologia Estrutural do Departamento
de Biologia Geral e de Histopatologia Veterindria do Departamento de

Veterinaria.
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Para a observacdo e documentacdo fotografica das seccdes e
quantificacdo de células imunorreativas a insulina (IRI), foi utilizado
fotomicroscopio de luz binocular marca OLYMPUS BX 60, com camara
digital Qcolor.3 (Olympus) acoplada, no Laboratério de Citogenética de
Insetos do Departamento de Biologia Geral da UFV.

2.1. Analise Estatistica

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados
foram analisados pelo teste Shapiro-Wilk e pelo teste de Levene,
respectivamente. Uma vez ndo atendidos esses pressupostos e
considerando o tamanho amostral, optou-se pela utilizacdo de testes néo
paramétricos para a analise das medidas de tendéncia central e da
correlacdo entre as variaveis. Foi, entdo, utilizado o teste Wilcoxon — Mann-
Whitney, para testar a diferenca do nimero de células IRI por mm? nas
regides 1 (entre o terco inicial e 0 médio) e 2 (entre o terco médio e o final)
de cada segmento do intestino (duodeno, jejuno e ileo). O teste de Kruskal-
Wallis foi utilizado para testar a diferenca entre o nimero de células por mm?
nos trés segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), seguido da
comparacao multipla das médias dos valores ordenados.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados a 5% de
significancia (p<0,05), através do Statistical Package for the Social Sciences
software 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os dados da analise estatistica

descritiva foram expressos como média *+ desvio-padréo.
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3. RESULTADOS

Células imunorreativas a insulina (IRI) foram observadas difusas ao
longo do epitélio intestinal com maior concentracdo nas criptas (Figura 1) e
reducdo nas vilosidades. Essas células se caracterizam pela presenca de
granulos secretores (mais bem distintos na Figura 1C) e pela morfologia
piramidal a alongada.

N&o foram observadas diferencas significativas no numero de células
IRI por mm? em func&o da regi&o (terco inicial médio x terco médio final),
dentro de cada segmento intestinal de gambas D. aurita adulto (p>0,05)
(Tabela 1).

O numero de células IRl por mm? no intestino delgado dos gambés D.
aurita foi diferente em funcdo do segmento analisado — (X°cL=2) = 9,618;
p=0,008;, n=7. De acordo com a comparacdo multipla de médias
ordenadas, o nimero de células IRl por mm? no duodeno e no jejuno foi
maior do que no ileo (p<0,05). O niimero de células IRl por mm? no duodeno

e no jejuno nao diferiu entre si (p>0,05). (Tabela 2).

19



Figura 1 — Mucosa duodenal entre os tercos inicial e médio do gambéa
Didelphis aurita. A — Ip: lamina proépria; setas: células caliciformes;
cabeca de seta: célula imunorreativa a insulina; B, C, D e E:

detalhne de células endécrinas

Imunoperoxidase — Direta.

imunorreativas a insulina.

Tabela 1 — Nimero de células imunorreativas & insulina por mm? das regiées
proximal e distal da camada mucosa do duodeno, jejuno e ileo de

gambas D. aurita (n = 7)

Segmento " .
. Regido IR Insulina
Intestinal
Terco Inicial Médio 34+21%2
Duodeno
Terco Médio Final 34+238%
_ Terco Inicial Médio 20+1,32
Jejuno
Terco Médio Final 3,3+1,42
i Terco Inicial Médio 1,4+0,7%
lleo
Terco Médio Final 1,2+0,9%

Os dados séo apresentados como média e desvio-padrdo. *Médias seguidas por
letras iguais na mesma coluna, dentro de cada segmento, ndo diferem entre si, pelo

teste de Wilcoxon-Mann-Whitney a 5%..
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Tabela 2 — NUmero de células imunorreativas a insulina (IRI) por mm? em
diferentes segmentos do intestino delgado de gambas D. aurita

(n=7)
Células Enddcrinas Duodeno Jejuno fleo
IRI 3,4+24° 2,6 +1,4° 1,3+0,8°

Os dados s&o apresentados como média e desvio-padrdo. *"Médias seguidas por
letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica entre si, pelo teste de
Kruskal-Wallis a 5%.
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4. DISCUSSAO

Os marsupiais utilizados sdo mamiferos de origem primitiva,
considerados fosseis vivos por ndo terem sofrido significativas mudancas
evolutivas ao longo dos anos (ANTUNES, 2005). Tal fato os coloca em uma
posicdo de destaque em relacdo ao seu desenvolvimento, justificando,
assim, a escolha do gamba Didelphis aurita para este experimento.

Esses animais possuem habitos crepusculares e noturnos,
alimentando-se de frutos, insetos, pequenos répteis e anfibios, filhotes de
aves, pequenos mamiferos e ovos (CARVALHO et al., 2005). Neste estudo,
foram preservados os habitos alimentares dos gambéas (dgua, banana e
ovo), para evitar bruscas mudancas morfofuncionais no aparelho digestorio.
Carvalho et al. (2009) afirmaram que resultados experimentais podem ser
influenciados pelas condi¢cées ambientais.

O padrao de distribuicdo das células enteroenddcrinas apresentado
pelos gambas Didelphis aurita foi coerente em relagdo ao encontrado por
Takagi et al. (1990) em um estudo do intestino delgado de oito espécies de
marsupiais e por Freitas-Ribeiro (2011la) no seu estudo com gambas
Didelphis aurita puberes e adultos em segmentos do intestino delgado
distintos dos pesquisados neste estudo.

As células imunorreativas a insulina (IRl) observadas neste trabalho
caracterizavam-se por possuirem conformacdo de alongada a piramidal,

serem do tipo fechado, apresentarem aspecto granular, serem de pouca
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frequéncia e se localizarem preferencialmente nas glandulas intestinais (de
Lieberkiihn). Tais caracteristicas sdo compartilhadas com as de Coutinho et
al. (1984), Krause et al. (1986), Bendayan e Park (1991) e Freitas-Ribeiro
(2011a).

Segundo Santos e Zucoloto (1996), uma das principais fungcdées das
células enteroendocrinas relaciona-se com o controle local dos tecidos e
orgaos, regulando a secrecao e a motilidade do aparelho digestoério, o que
reafirma a ideia de que as células IRI, no tubo digestivo, possam ter
mecanismo paracrino. De acordo com Kendzierski et al. (2000), a atividade
paracrina € importante no controle da divisdo celular, na secrecdo de
peptideos e no controle da motilidade intestinal.

Segundo Krause et al. (1986), o intestino do gamba apresenta
caracteristicas semelhantes as do pancreas, no que diz respeito a presenca
de células imunorreativas a insulina e células imunorreativas ao glucagon.
No intestino delgado do gamba D. aurita, de fato, foi identificada insulina
armazenada em granulos citoplasmaticos; porém, seu mecanismo de
liberacdo provavelmente seja paracrino, a fim de influenciar a funcdo e o
metabolismo de células contiguas, sendo desconhecida a sua atuac&do no
controle da glicose.

Os peptideos intestinais candidatos a horménios, como a insulina,
possuem grande variedade de efeitos sobre o tubo digestivo, mas faz-se
necessario elucidar a sua participagdo na regulacdo da funcéo
gastrointestinal. Segundo Bendayan e Park (1991), as células produtoras de
insulina detectadas entre a camada muscular da mucosa e as glandulas
intestinais (de Lieberkihn), proximas a juncédo do ducto pancreatico com o
ducto colédoco, podem ter papel importante na homeostasia da glicose

intersticial, particularmente durante a absorcéo de nutrientes.
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5. CONCLUSAO

O intestino delgado do gamba adulto D. aurita apresentou diferencas
na distribuicdo das células IRI, sendo elas difusas ao longo do epitélio
intestinal, com maior concentragdo nas criptas de Lieberkiuhn. Verificou-se
que o nimero de células IRl por mm? no duodeno e no jejuno foi maior que
no ileo. As células enddcrinas IRl caracterizaram-se pela presenca de

granulos secretores e pela morfologia piramidal a alongada.
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CAPITULO 2

ESTUDO ULTRAESTRUTURAL DOS GRANULOS SECRETORES DAS
CELULAS IMUNORREATIVAS A INSULINA NO INTESTINO DELG ADO
DO GAMBA DIDELPHIS AURITA (WIED-NEUWIED, 1826) ADULTO

RESUMO

Para se obterem dados ultraestruturais indicativos de células
imunorreativas a insulina no intestino delgado do gamba Didelphis aurita
adulto, é relevante a conducdo de estudos que visem ampliar dados da
literatura a respeito desse 6rgdo, observando a morfologia dos granulos
secretores de insulina. Foram investigados sete exemplares de gambas
Didelphis aurita, machos, com peso médio de 1,03 + 0,14 kg. Por meio das
técnicas de desplastificacdo, imunocitoquimica e MET, foi possivel
caracterizar a morfologia granular das células imunorreativas a insulina (IRI)
no intestino delgado do gamb& D. aurita adulto. Os granulos investigados
apresentaram morfologia similar a das células beta do pancreas, diametro e
volume granular maiores nessas células se comparadas as do pancreas e
eletrodensidade diferente em relacdo as outras células enteroenddcrinas. A
biogénese dos granulos insulinicos e a sua classificacdo, bem como a
atividade fisiologica em regides produtoras de insulina, sdo areas de
investigacdo continua no controle do diabetes e outras patologias.

Palavras-chave: Dados ultraestruturais, insulina, intestino delgado, gamba.
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ABSTRACT

ULTRASTRUCUTRAL STUDY OF SECRETOR GRANULES OF INSUL INE
IMMUNOREACTIVE CELLS IN THE SMALL INTESTINE OF OPOS SUM
DIDELPHIS AURITA (WIED-NEUWIED, 1826) ADULT

In order to obtain indicative ultrastructural data of insulin
immunoreactive cells in the small intestine of opossum Didelphis aurita adult,
it is relevant that the studies conduction view to widen data of literature
concerning this organ, observing the morphology of insulin secretor granules.
Were investigated seven exemplars of opossums Didephis aurita, males,
with average weight of 1,03 + 0,14 kg. By means of dislamination,
immunocitochemistry and MET, it was possible to characterize the granular
morphology of insulin immunoreactive cells (IRI) in the small intestine of the
opossum D. aurita adult. The investigated granules presented morphology
similar to the beta cells of the pancreas, granular volume and diameter larger
in these cells if compared to the pancreas ones and different eletrodensity
related to other enteroencrine cells. The biogenesis of the insulin granules
and its classification, as well as the physiologic activity in insulin producer
regions, are areas of continuous investigation in the diabetes and other

pathologies control.
Keywords: Ultrastructural data, insulin, small intestine, opossum.
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1. INTRODUCAO

Diferentes estudos tém sido descritos sobre as células
enteroendocrinas em mamiferos placentarios, porém poucas pesquisas
foram conduzidas focando os mamiferos marsupiais, que apresentam
placenta vitelinica transitoria. Os marsupiais do género Didelphis rednem
muitas vantagens para o estudo do aparelho digestério, entre as quais se
destacam a sua origem ancestral, o curto periodo de gestacdo e a dieta
alimentar variada. Eles se apresentam como um bom modelo no estudo das
células enteroenddcrinas, tanto por sua identificagdo quanto pela
quantificacdo dos hormonios intestinais no animal adulto (KRAUSE et al.,
1985; BARBOSA et al., 1987; TAKAGI et al., 1990) e em desenvolvimento
(KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al., 2002b).

Rehfeld (1998) constatou que, tanto em numero de células enddcrinas
qguanto em numero de tipos hormonais, o aparelho digestério supera
qualquer outro o6rgdo. Com o desenvolvimento e aperfeicoamento de
técnicas histoquimicas e imunocitoquimicas, foi possivel identificar diferentes
tipos de células enddcrinas no aparelho digestério de diferentes espécies.
Isso permitiu caracteriza-las conforme a natureza de seus granulos, além de
contribuir para a compreensao de sua participagcdo em processos fisiologicos
e patologicos (SANTOS; ZUCOLOTO, 1996).

Na mucosa gastrica de D. albiventris em desenvolvimento foi

observado, pela técnica da imunoperoxidase, aumento no nimero de células
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imunorreativas ao glucagon durante o periodo de permanéncia dos
individuos no marsupio, destacando-se, ainda, a diminuicdo delas no animal
desmamado, bem como nos adultos. As células tinham formato piramidal e
se localizavam na metade basal das glandulas gastricas, exceto em animais
no marsupio, onde foram observadas, principalmente, no ter¢o superficial da
glandula (FONSECA et al., 1998).

Segundo esses mesmos autores, as ceélulas imunorreativas ao
glucagon apresentaram numerosos granulos citoplasmaticos eletrodensos,
circulares e envoltos por membrana. A regido central dos granulos mostrou-
se separada da membrana por um halo elétron-licido. As caracteristicas
ultraestruturais das células produtoras de glucagon na mucosa oxintica do
gamba D. albiventris sdo similares aquelas produtoras de glucagon das
ilhotas pancreéticas, apesar de o diametro dos granulos ter sido menor que
0 observado em cées, gatos e ratos (SOLCIA et al., 1975; GRIMELIUS et al.,
1976).

Barbosa et al. (1987), estudando a distribuicdo de células
imunorreativas ao enteroglucagon e polipeptideo YY no tubo digestivo e
pancreas de D. albiventris, observaram a sua localizacdo, principalmente,
nas criptas dos intestinos delgado e grosso. Em todas as regibes do
intestino, observou-se imunorreatividade positiva do glucagon e polipeptideo
YY, embora tenha sido verificado pequeno nimero dessas células. A maioria
das células imunorreativas exibiu nudcleo circular circundado por varios
granulos.

As células imunorreativas a insulina foram identificadas por Freitas-
Ribeiro et al. (2011a) no intestino delgado do gamba Didelphis aurita.
Coutinho et al. (1984) também registraram essas células na regido proximal
do intestino delgado imaturo de marsupiais lactentes, enquanto Kendzierski
et al. (2000) evidenciaram a biossintese de preproinsulina nas células das
criptas intestinais epiteliais do célon e em algumas células glandulares do
estdbmago de ratos machos e fémeas.

A insulina, produzida principalmente pelo péncreas, também foi
detectada por técnicas imuno-histoquimicas em 6rgdos de diferentes
mamiferos. Assim, pode ser localizada na prostata (STAHLER et al., 1988),
no néfron (COUTINHO et al., 1985), no cérebro (DEVASKAR et al., 1993),
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na retina (MEIMARIDIS et al., 2003) e no intestino (STACHURA et al., 1981;
COUTINHO et al., 1984; BENDAYAN; PARK, 1991; KENDZIERSKI et al.,
2000; FREITAS-RIBEIRO et al., 2011)

Segundo Steiner et al. (1967), células beta localizadas na mucosa
intestinal apresentam granulos secretores especializados, envolvidos na
sintese e armazenamento de proinsulina (proinsulin-like protein) com
possivel atividade paracrina.

Bendayan e Park (1991) identificaram ilhotas de Langerhans na
parede intestinal de ratos, observando que as carateristicas morfologicas
dos granulos insulinicos sdo semelhantes aquelas encontradas no pancreas.
Segundo Guest et al. (1991), ha duas formas de granulos de insulina:
granulos maduros com ndcleo elétron-denso, que sao visivelmente
cristalinos em algumas espécies e apresentam membrana limitante que se
ajusta frouxamente ao granulo, dando a aparéncia de um halo espacoso; e
granulos imaturos com pouco ou nenhum halo e conteddo moderadamente
elétron-denso. Foi demonstrado que os granulos imaturos sdo o principal
sitio, se ndo o Unico, da conversao da proinsulina em insulina.

Para a obtencdo de dados ultraestruturais referentes as células
imunorreativas a insulina no intestino delgado do gamba Didelphis aurita
adulto, sao relevantes estudos, entre 0s quais da combinagdo de
desplastificacdo e imunocitoquimica, que visem ampliar o ndmero de
informacOes a respeito desse 06rgdo, atentando para a morfologia dos

granulos secretores de insulina.
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2. MATERIAL E METODOS

O material para estudo consistiu em trés exemplares de gambas
Didelphis aurita, machos, com peso médio de 1,03+0,14 kg e comprimento
snout-rump de 39,0+3,62 cm. Os animais foram considerados adultos por
possuirem denticdo completa, segundo a classificacdo de Macedo et al.
(2006), e devido ao seu peso, de acordo com Dezonne et al. (1984).

Para a sua captura foram usadas armadilhas tipo gancho, de
75x31x31 cm, tendo como iscas banana e 6leo de figado de bacalhau. Os
animais permaneceram em cativeiro por um periodo de 24 a 48 h recebendo
dieta composta por agua, banana e ovo, a semelhanca de seus habitos
alimentares (CARVALHO et al., 2005), até o dia da eutanasia. As capturas
foram autorizadas pelo IBAMA (Licenca n°. 19555-1) e realizadas entre julho
de 2009 e outubro de 2010, em pequena regido de mata situada no Museu
de Zoologia Jodo Moojen — Vila Gianetti, na Universidade Federal de Vigcosa
(UFV), em Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
submetidos a avaliagdo da Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria da UFV, sendo aprovado sob o Protocolo n° 39/2009, em
15/07/20009.

ApOs a captura, ainda no interior da armadilha, os animais foram
anestesiados com Tiopental sédico a 30 mg/mL, na dose de 60 mg/kg, por
via intraperitoneal. Depois de serem retirados da gaiola, os animais foram
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pesados e medidos em comprimento snout-rump, ou apice caudal médio,
compreendido entre o apice do focinho e a base da cauda.

Ainda anestesiados, a cavidade abdominal dos gambas foi aberta na
sua linha alba e os segmentos intestinais — duodeno, jejuno e ileo —,
identificados e delimitados por amarraduras com barbantes.

Para o estudo histolégico e ultraestrutural, foram coletados dois
fragmentos de 1 cm de comprimento, um entre o terco inicial e médio e outro
entre o tergco médio e distal do duodeno de trés animais. O material foi fixado
em glutaraldeido 5%, em tampéao fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,3, pés-fixado
em tetroxido de 6smio 1%, no mesmo tampao-fosfato, desidratado em série
crescente de alcodis, pré-infiltrado em mistura de acetona P. A. com mistura
de Epon-812, DDSA (DODECENYLSUCCINIC ABHYDRE) e NMA (NADIC
METHYL ANHYDRIDE) (1:2), por uma noite. Seguiu-se a infiltracdo na
mistura plena Epon-812, DDSA, NMA e DMP-30
(DIMETHYLAMINOMETHYLPHE-NOL), por 6 h, sendo feita a transferéncia
dos fragmentos para capsulas de inclusao, sendo polimerizados em estufa a
40 °C por 1 h e, a seguir, a 60 °C por 72 h.

Seccbes semifinais, com cerca de 400 nm de espessura, foram
obtidas em ultramicrétomo Marca Reichert-Leica, com navalha de vidro,
coradas com azul de toluidina 1% em borato de sédio 0,5% (BANCROFT;
STEVENS, 1996), com a finalidade de identificacdo histolégica da mucosa
do duodeno.

Laminas de vidro foram cobertas com gelatina 2% em formol 4% e
permaneceram overnight a 37 °C. Secg¢bes sequenciais semifinas (cerca de
10) foram coletadas nessas laminas e submetidas a técnica de
desplastificagéo, segundo Lane e Europa (1965), com ligeiras modificacoes,

a saber:

e As laminas foram secas em platina aquecedora a 60 °C, por
aproximadamente 30 s.

e Em seqguida, foram instiladas gotas de solucdo de 13 g de
hidroxido de sodio em lentilhas, dissolvidas em 100 mL de

alcool absoluto P. A. sobre os cortes, por 18 min.
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e Lavagem dos cortes com alcool absoluto P.A. em trés banhos
de 10 min cada.

e Hidratacdo dos cortes em série decrescente de alcoois 95%,
80%, 70% e em agua destilada (3 min em cada).

e Procedeu-se a técnica imunocitoquimica de Peroxidase Direta
(STERNBERGER, 1979) sobre os cortes desplastificados, para
identificacdo das células produtoras de insulina, utilizando os
anticorpos monoclonais produzidos pelo Laboratério Bethyl,
Lote n° A90-117P-4. O material foi processado no Laboratorio
de Biologia Estrutural do Departamento de Biologia Geral da

Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vicosa, MG.

Apés a identificagcdo das células imunorreativas a insulina, foi
delimitada no bloco a area que apresentou imunorreacéo, sendo o fragmento
seccionado a partir desse ponto.

As seccOes ultrafinas foram obtidas com navalha de diamante e
coletadas em telas de Ni/Cu de 300 “mesh”. Essas secg¢des foram
contrastadas com acetato de uranila (WATSON, 1958) e citrato de chumbo
(REYNOLDS, 1963). Subsequentemente, foram examinadas em Microscopio
Eletronico de Transmisséo, Marca Zeiss, modelo EM 109, para identificar e
caracterizar ultraestruturalmente as mesmas células imunorreativas a
insulina observadas nos fragmentos do duodeno submetidos a técnica de
desplastificacao.

Para observacdo e documentacdo fotografica das secgbes e dos
granulos das células imunorreativas a insulina, foi utilizado o mesmo
microscopio eletrdnico de transmissdo com camara digital Q color.3
(Olympus) acoplada, no Laboratério do Nucleo de Microscopia e
Microandlise (NMM) da UFV.

Nas eletromicrografias obtidas dos cortes ultrafinos de fragmentos de
duodeno do gambé D. aurita, foi feito o estudo morfométrico dos granulos
secretores (SALA et al., 1994). A partir de uma escala calibrada de um eixo

maior (D) e um eixo menor (d) do granulo, foram calculados:
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e O diametro médio dos granulos M = (D x d) /2

(Lm).
e A éareade granulos A =  x M¥4 (umd).

e O volume dos granulos V = /6 x M® (um?®).

Por fim, a contagem dos granulos foi estabelecida por unidade de
area em um?, verificando-se a percentagem de granulos maduros e imaturos
em funcdo da sua eletrodensidade. Toda a anélise da imagem foi realizada
no software Image Pro-plus 4.5.

2.1. Andlise dos dados

Os dados foram expressos de forma descritiva e apresentados como

valores percentuais, média e desvio-padrdo (média £ S.D.).
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3. RESULTADOS

Células imunorreativas a insulina estdo presentes na mucosa
duodenal, em maior concentragcdo nas criptas intestinais (de Lieberkuhn).
Elas se mostraram semelhantes na sua ultraestrutura, apresentando
acumulo de granulos secretores maduros e imaturos e morfologia com
aspecto piramidal, sendo do tipo fechado (Figura 1), uma vez que nao
estabelecem contato com o lumen duodenal. Seu nucleo, localizado na
regido basal da célula, possui forma oval e apresenta grande quantidade de
heterocromatina, distribuida de forma heterogénea (Figura 1ACE).

Os granulos apresentaram formatos arredondados, de tamanhos
variados, contetudo central eletrodenso de intenso a moderado, regiao
periférica caracterizada por amplo halo eletrolicido, majoritariamente
distribuidos no citoplasma marginal e envolvidos por membrana plasmatica
(Figura 1BDF).

Quanto aos granulos de secrecdo maduros, as medidas
morfométricas indicam a &rea granular média de 0,54 + 0,18 pm? e o volume
granular médio de 1,09 + 0,46 um?® (Tabela 1).

Os granulos secretores maduros representaram 67%
(1,51 + 0,42 N/um?) do total, com um diametro médio de 0,82 + 0,13 nm.
Assim, os granulos imaturos corresponderam a 33% (0,75 + 0,36 N/ um?),

tendo um didmetro médio e 0,76 + 0,10 nm (Tabela 1).
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Figura 1 — Ultraestrutura de células imunorreativas a insulina no duodeno de
Didelphis aurita. Nos circulos, destaque para células IRI
identificadas por imuno-histoquimica apés a desplastificacdo, em
microscopia de luz (A, C e E), e granulos secretores de insulina
(B, D e F). Em B: granulos imaturos (<) e maduros (*). Granulos
de insulina apresentam morfologia tipica, mostrando um halo
eletroltcido e um centro eletrodenso.
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Tabela 1 — Morfometria dos granulos secretores nas células imunorreativas a
insulina no duodeno do gamba D. aurita (média + desvio-padrao)

Granulos % Diametro  Area (um? Volume (um?®  N/pm?

Imaturos 3333 0,76+0,10 046+0,11 1,30%0,49 0,75+0,36
Maduros 66,66 082+0,13 054+0,18 1,09+0,46 1,51+0,42

Os granulos de secrecdo maduros e imaturos das células produtoras
de insulina localizadas na mucosa duodenal do intestino delgado do gamba
D. aurita adulto apresentaram padrdes similares aos das células beta do

pancreas, porém diferentes dos de outras células enteroenddcrinas.
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4. DISCUSSAO

A metodologia de Lane e Europa (1965) utilizada neste trabalho
possibilitou melhor caracterizacdo da morfologia granular das células
imunorreativas a insulina (IRI) no intestino delgado do gamba D. aurita
adulto, porque permitiu a preservacao da morfologia dos granulos secretores
localizados nas células produtoras de insulina no duodeno.

Entre as células estudadas até hoje no intestino dos mamiferos, as
células IRI sdo as menos numerosas (FREITAS-RIBEIRO et al., 2011;
KENDZIERSKI et al., 2000). Os resultados aqui obtidos apresentaram
células IRI localizadas na mucosa intestinal e de forma isolada, como
observado em ratos por Bendayan e Park (1991).

Steiner et al. (1967) consideraram que, provavelmente, as células
produtoras de insulina intestinal estdo envolvidas na sintese e estoque de
proinsulina (proinsulin-like protein), com possivel atividade paracrina. Além
disso, apresentaram granulos secretores com diferentes periodicidades e
tamanhos, como observado neste estudo.

Fukuma (1974) considerou que variacdes ultraestruturais podem ser
observadas em relacdo a maturidade dos granulos. Tal fato pode ser
confirmado nos achados deste estudo, pela diferenca de eletrodensidade e
configuracéo variada do nucleo central denso, acompanhado por uma zona
periférica eletronltcida, provavelmente em funcdo de uma transformacéo

intragranular continuada dos peptideos.
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O padrédo morfolégico de outras células enteroenddcrinas, quanto a
sua eletrodensidade granular, apresentou-se diferente, em comparacéo aos
granulos secretores de insulina no duodeno do gamba. Segundo Fonseca et
al. (1998), os granulos secretores de glucagon na mucosa gastrica de
gambas tém nucleo amplo eletrodenso e regido periférica eletrolicida
estreita. Por sua vez, Forssmann et al. (1969) descreveram, em intestino de
ratos, células com granulos secretores de serotonina totalmente
eletrodensos no intestino desses animais.

Uma das principais caracteristicas morfolégicas das células IRI
observadas neste estudo foi a presenca de granulos de diametro médio
maior (690 nm), em comparacao com o das células beta pancreaticas em
ratos, cujos valores foram de 330 nm (EL-NAGGAR, 2000) e 450 nm (DEAN,
1973).

Em relacdo a porcentagem dos granulos maduros e imaturos
identificados nas células IRl do duodeno do gamba D. aurita adulto, foram
encontrados valores diferentes daqueles de EI-Naggar (2000), em seu
estudo ultraestrutural de ilhotas pancreéticas de ratos, em que esse autor
identificou 44% de granulos maduros e 56% de imaturos. Essas variacdes
provavelmente ocorrem devido a grande extensdo da cadeia peptidica da
proinsulina nas diferentes espécies de mamiferos.

Os granulos secretores de insulina foram observados, em geral, por
todo o citoplasma, mas, por ndo estarem aparentemente polarizados,
apresentavam inversamente ao descrito por Solcia et al. (1975), que
caracterizavam a polarizacdo de granulos secretores na regido basal de
células enddcrinas. Os resultados deste estudo foram semelhantes ao
escrito por Dean (1973).

Os achados ultraestruturais deste estudo foram similares aos
resultados encontrados por Bendayan e Park (1991), que observaram a
mesma localizacdo e morfologia granular das células imunorreativas a
insulina do intestino delgado de ratos, caracterizando a presenca de células
extrapancreaticas produtoras de insulina, as quais tém uma provavel
atividade paracrina, como indicado por Steiner et al. (1967) e Kendzierski et
al. (2000).

43



5. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que as técnicas de desplastificacdo e
imunocitoquimica podem ser consideradas ferramentas importantes no
estudo ultraestrutural das células produtoras de insulina no intestino delgado
do gamba D. aurita adulto, especialmente para melhor caracterizacdo da
morfologia dos granulos secretores. Adicionalmente, foi possivel afirmar que
as células IRI apresentaram morfologia similar as células beta do pancreas,
diametro e volume granular maior que essas e eletrodensidade diferente da

de outras células enteroenddcrinas.
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CAPITULO 3

INSULINA PLASMATICA DO GAMBA Didelphis aurita
(WIED-NEUWIED, 1826) ADULTO

RESUMO

Objetivando ampliar as informacdes a respeito de hormonios
peptidicos, torna-se relevante estabelecer um valor de referéncia da insulina
plasmatica do gamba adulto Didelphis aurita, na tentativa de se comparar
esse com os de outros mamiferos. O material para estudo consistiu de sete
exemplares de gambas Didelphis aurita, machos, com peso médio de
1,031£0,14 kg. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para testar a diferenca
entre os niveis de insulina da veia cava e da veia porta, ndo sendo
observadas diferencas significativas nas suas dosagens. Os gambéas D.
aurita utilizados neste estudo permaneceram em cativeiro por curto periodo
de tempo e tiveram seus habitos alimentares preservados para se evitarem
desequilibrios metabdlicos. Nos gambas Didelphis aurita, foram observados
valores entre 2,7 e 3,5 plU/mL de insulina plasmatica. Desse modo,
concluiu-se que os niveis de insulina encontrados nos gambas D. aurita
foram inferiores aos observados em outros mamiferos, inclusive humanos.

Palavras-chave : Insulina, insulina extrapancreatica, radioimunoensaio,
gamba.
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ABSTRACT

PLASMATIC INSULIN OF OPOSSUM Didelphis aurita
(WIED-NEUWIED, 1826) ADULT

Objectifying to widen the information concerning peptide hormones, it
becomes relevant to establish a reference value of plasmatic insulin in the
adult opossum Didelphis aurita, attempting to compare this with other
mammals. The material to study consisted in seven exemplars of opossums
Didelphis aurita, males, with average weight of 1,03+£0,14 kg. The Kruskal-
Wallis test was utilized to test the difference among the levels of insulin of the
cava vein and portal vein, not being observed significant differences in their
dosages. The opossums D. aurita utilized in this study remained in captivity
for a short period of time and had their food habits preserved due to avoid
metabolic disequilibrium. In the opossums Didelphis aurita, were observed
values among 2.7 and 3.5 5 plU/mL of plasmatic insulin. This way, it was
concluded that the levels of insulin found in the opossums D. aurita were

smaller than the ones observed in other mammals, including humans.

Keywords: Insulin, extrapancreatic insulin, radioimmunoexperiment,
opossum.
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1. INTRODUCAO

Pertencentes a subclasse Theria, infraclasse Metatheria e ordem
Marsupialia, os marsupiais da espécie Didelphis aurita (Wied-Neuwied 1826)
fazem parte da familia Didelphidae e encontram-se distribuidos do Sul do
Canada ao Nordeste da Argentina (LUO et al., 2003). Em razdo do curto
periodo de gestacdo e da elevada permanéncia no marsupio (cerca de 90
dias), é possivel estudar a ontogénese de diferentes sistemas e aspectos
fisiologicos importantes da espécie. Por isso, esse animal faz-se objeto de
pesquisas que buscam solucdes para questdes relacionadas a saude
humana (NOGUEIRA, 1989). Os marsupiais sdo mamiferos de origem
primitiva, considerados fosseis vivos, por ndo terem sofrido significativas
mudancas evolutivas ao longo dos anos (ANTUNES, 2005).

Esses gambas possuem habitos crepusculares e noturnos,
alimentando-se de frutos, insetos, pequenos répteis e anfibios, filhotes de
aves e pequenos mamiferos (CARVALHO et al., 2005).

A insulina € um horménio que promove a entrada da glicose nas
células e que também atua no metabolismo de lipidios e proteinas. Por ter
sido o primeiro dos hormoOnios a serem purificados, cristalizados e
sintetizados por técnicas de biologia molecular, a insulina é considerada
modelo de horménio peptidico (RANG, 2003).

As técnicas de producao de insulina sofreram grandes transformacgdes
no decorrer das ultimas décadas. As apresentacées comerciais de insulina
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tinham proinsulina, substancias semelhantes ao glucagon, polipeptideos
pancreaticos, somatostatina e peptideos intestinais vasoativos. Esses
contaminantes foram retirados com a introducdo de insulinas suinas
monocomponentes (DAVIS, 2005).

Recentes avangos tecnoldgicos da engenharia genética, combinados
com andlises computacionais, tém permitido a elucidacdo de varios
mecanismos da fisiologia celular e sdo um dos pontos-chave para a
producdo industrial de medicamentos, como a insulina, que utilizam técnicas
da biologia molecular (JIANZHONG, 2009).

As insulinas apresentadas no mercado sédo seguras e eficazes,
principalmente para o tratamento do diabetes, mas ainda existem grandes
descobertas a serem feitas, como a produgdo de um anélogo igual ao
secretado endogenamente em individuos saudaveis.

A técnica de radioimunoensaio permite medir niveis extremamente
baixos de horménios intestinais circulantes, que, por sua vez, associam
sensibilidade e especificidade, permitindo a quantificagcédo exata de grande
variedade de compostos com importancia biolégica. Entre esses compostos,
destacam-se os hormonios, as vitaminas e os medicamentos (POLAK et al.,
1993).

Com o objetivo de ampliar dados da literatura a respeito de hormonios
peptidicos, torna-se relevante estabelecer um valor de referéncia da insulina
plasmatica do gamb& adulto Didelphis aurita, para a obtengcdo de dados

referentes a insulina de origem animal.
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2. MATERIAL E METODOS

O material para estudo consistiu de sete exemplares de gambas
Didelphis aurita, machos, com peso médio de 1,03%+0,14 kg. Os animais
foram considerados adultos por possuirem denticdo completa, segundo a
classificacdo de Macedo et al. (2006), e devido ao seu peso, de acordo com
Dezonne et al. (1984).

Para sua captura foram usadas armadilhas tipo gancho, de 75x31x31
cm, utilizando como iscas banana e 6leo de figado de bacalhau. Os animais
permaneceram em cativeiro por um periodo de 24 a 48 h recebendo agua,
banana e ovo, de modo semelhante aos seus habitos alimentares naturais
(CARVALHO et al.,, 2005), até o dia da eutanasia. As capturas foram
autorizadas pelo IBAMA (Licenca n° 19555-1) e realizadas entre julho de
2009 e outubro de 2010, em peguena regido de mata situada no Museu de
Zoologia Jodo Moojen — Vila Gianetti, na Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
submetidos a avaliagdo da Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria da UFV, sendo aprovados sob o Protocolo n’. 39/2009.

Depois de capturados, ainda no interior da armadilha os animais
foram anestesiados com Tiopental sédico a 30 mg/mL, na dose de 60 mg/kg,

por via intraperitoneal.
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Ainda anestesiados, a cavidade abdominal dos gambas foi aberta na
sua linha alba. No periodo matutino, foram coletadas amostras de 10 mL de
sangue da veia cava caudal e da veia porta (Figura 1), para a dosagem dos
niveis de insulina sanguinea sem o uso de anticoagulante e sem controle
alimentar. A eutanasia, entdo, foi feita pela administracdo intracardiaca de

cloreto de potassio 0,25%, em funcéo do peso corporal.

Figura 1 — Coleta da amostra de sangue na veia cava do gamba Didelphis
aurita.

Para a medida da concentracdo hormonal no soro, foi feita anélise
com a técnica de radioimunoensaio (RIA), utilizando-se plU/mL como
unidade-padrao e sensibilidade analitica de 2 plU/mL.

A dosagem de insulina plasmatica foi feita no Laboratério de
Biofarmacos do DBB da UFV e no Laboratorio Hermes Pardini, Belo
Horizonte, MG.

2.1. Anélise Estatistica

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados
foram analisados pelos testes Shapiro-Wilk e de Levene, respectivamente.
Uma vez nao atendidos esses pressupostos e considerando o tamanho

amostral, optou-se pela utilizacdo de testes ndo paramétricos para a analise
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das medidas de tendéncia central e da correlagcéo entre as variaveis. O teste
de Kruskal-Wallis foi utilizado para testar a diferenca entre os niveis de
insulina da veia cava e da veia porta. Todos 0s procedimentos estatisticos
foram realizados a 5% de significancia (p<0,05), por meio do Statistical
Package for the Social Sciences software 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Os dados da analise estatistica descritiva foram expressos como

meédia + desvio-padrao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de insulina
plasmatica na veia porta e na veia cava caudal na amostra (p>0,05) (Tabela
1).

Tabela 1 — Nivel de insulina de gambdas D. aurita (n = 7) medidos no sangue
obtido da veia cava caudal (VCC) e da veia porta (VP)

Insulina Média *+ Desvio-Padrao Minimo Maximo Mediana

VCC (pIU/mL) 2,7+0,76° 2,0 3,5 2,5
VP (uIU/mL) 2,9+0,79° 2,0 3,5 3,3

®Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo
teste de Kruskal-Wallis a 5%.

Os niveis de insulina encontrados nos gambas D. aurita
apresentaram-se inferiores aos observados em mamiferos, inclusive
humanos (Figura 2). A concentracdo plasmatica de insulina em ratos, por
exemplo, apresenta valores oito vezes maiores do que nos gambas. Nos
humanos, os valores de referéncia variam de 27 a 30 plU/mL, sendo nove a

10 vezes maiores em relacdo aos niveis observados em gambas D. aurita.

56



25

20

15

10

s i

Figura 2 — Niveis médios de insulina em diversos mamiferos comparados

0 a0s obtidos no D.aurita
Humano Eqiiino Canino Rato Suino Felino Koala

3

Geralmente, mamiferos silvestres estdo submetidos ao estresse como
periodos de privacdo alimentar, o que pode influenciar nos niveis de insulina.
Os gambas utilizados neste estudo permaneceram em cativeiro por curto
periodo de tempo e tiveram seus habitos alimentares preservados para
evitar desequilibrios metabdlicos. Segundo Carvalho et al. (2009), os
resultados experimentais podem ser influenciados pelas condi¢des
ambientais.

Os resultados da insulinemia do gambé& D.aurita, quando comparados
com os de outros mamiferos, sugerem diferenciado controle homeostatico
da glicemia, com a possibilidade da disponibilizacdo insulinica
extrapancreatica, como evidenciado por Rosenzweig et al. (1980), Bendayan
e Park (1991) e Kojima et al. (2004).

Nos gambas Didelphis aurita, foram observados valores entre 2,7 e
3,5 plU/mL de insulina plasméatica. Hemsley et al. (1998), em experimentos
com Koalas (Phascolarctos cinereus) portadores de Diabetes mellitus,
revelaram que a concentracdo de insulina foi de 0,5 plU/mL e a de Koalas
nao diabéticos, de 3,0 plU/mL.

O resultado da insulinemia no gamba D. aurita verificado neste
trabalho foi semelhante ao observado em Koala, que, embora tenha habito

alimentar muito diferente daquele do gamb4, é também um marsupial.
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4. CONCLUSAO

Niveis de insulina encontrados nos gambas D. aurita foram inferiores
aos observados nos humanos e na maioria dos mamiferos, sendo

semelhantes aos dos Koalas.
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CAPITULO 4

ESTUDOS MORFOLOGICOS E HISTOQUIMICOS DO INTESTINO
DELGADO DO GAMBA D idelphis aurita (WIED-NEUWIED, 1826)
ADULTO, COM ENFASE NA DISTRIBUICAO DAS CELULAS
ENDOCRINAS ARGIROFILAS E ARGENTAFINS

RESUMO

Este estudo foi delineado para analisar e descrever a morfologia
intestinal, bem como a distribuicdo de células enteroenddcrinas, argirdfilas e
argentafins nos trés segmentos (duodeno, jejuno e ileo) do intestino delgado
de gambas adultos Didelphis aurita. O material para estudo consistiu de sete
exemplares de gambas Didelphis aurita, machos, com peso médio de
1,031£0,14 kg e comprimento snout-rump (apice caudal) médio de 39,0+3,62
cm. Foi detectado que as células argirdfilas sdo mais numerosas em relacao
as argentafins e que ambas se caracterizam por possuirem conformacao
piramidal e nacleo ovoide, serem do tipo fechado ou aberto, apresentarem
aspecto granular e serem mais frequentes nas glandulas intestinais. Foi
quantificado maior nimero de células argiréfilas por mm? do que argentafins
no intestino delgado do gamba D. aurita, e o ileo foi 0 segmento com menor

namero total de células enddcrinas quantificadas. A altura da vilosidade
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intestinal no ileo foi menor quando comparada com as do duodeno e jejuno.
Ja a largura da vilosidade intestinal do jejuno apresentou valor maior do que
a do duodeno e do ileo. A espessura da camada muscular circular do jejuno
foi maior do que a do ileo, e as demais compara¢des ndo apresentaram
diferencas morfologicas. Além disso, a espessura da camada muscular

longitudinal foi semelhante entre os segmentos.

Palavras-chave: Morfologia, intestino delgado, células enddécrinas, gamba.
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ABSTRACT

MORPHOLOGIC AND HISTOCHEMICAL STUDIES OF THE SMALL
INTESTINE OF OPOSSUM Didelphis aurita (WIED-NEUWIED, 1826)
ADULT, WIT ENPHASIS IN THE DISTRIBUTION OF ENDOCRIN E
ARGIROPHILE AND ARGENTAFINS CELLS

This study was outlined to analyze and describe the intestinal
morphology, as well as the distribution of enteroendocrine cells, argirophile
and argentafins in the three segments (duodenum, jejunum and ileum) of
small intestine of adult opossums Didelphis aurita. The material for study
consisted of seven exemplars of opossums Didelphis aurita, males, with
average weight of 1,03+0,14 kg and snout-ramp (peal flow) length average of
39,0+3,62 cm. It was detected that the argirophile cells are more numerous
related to the argentafins ones and that both are characterized by having
pyramidal conformation and ovoid nucleus, being the type closed or open,
presenting granular aspect and being more frequent in intestinal gland. It was
quantified a greater number of argirophile cells per mm? than argentafins in
the small intestine of opossum D. aurita, and the ileum was the segment with
the smallest total number of endocrine cells quantified. The height of
intestinal villus in the ileum was smaller when compared to the ones in
duodenum and jejunum. The width of intestinal villus in the jejunum

presented greater value than the ones of duodenum and ileum. The
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thickness of the muscular circular layer of the jejunum was larger than the
ileum one, and the other comparisons did not present morphologic
differences. Moreover, the thickness of the longitudinal muscular layer was
likely among the segments.

Keywords: Morphology, small intestine, endocrine cells, opossum.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o gamba-de-orelha-preta, Didelphis aurita, e o0 gamba-de-
orelha-branca, D. albiventris, sdo espécies de marsupiais didelfideos,
extensamente distribuidas na Regidao Neotropical (EMMONS; FEER, 1990).

A espécie D. aurita possui periodo gestacional que varia em torno de
12 dias, e os filhotes terminam seu desenvolvimento no marsupio — periodo
esse considerado como gestacgao externa de cerca de 90 dias (SAMOTO et
al., 2006).

O gamba possui espectro alimentar importante, pois o seu tubo
digestivo é tipicamente onivoro, contendo glandulas salivares grandes, com
excecdo da parotida. O estbmago do gamba apresenta-se como uma
estrutura dilatada do tubo digestivo, cuja principal funcédo é a liquefacdo do
bolo alimentar e a digestdo de determinados alimentos. A sua mucosa
gastrica apresenta grande quantidade de glandulas fandicas e células
enddcrinas. Estas ultimas, juntamente com as células endocrinas intestinais
e pancreaticas, contém peptideos especificos e aminas biogénicas que
regulam a atividade digestiva (KRAUSE et al., 1985; STEVENS; HUME,
1995; FONSECA et al., 2002b).

Segundo Rodrigues et al. (2005), os estudos morfolégicos do
aparelho digestorio sdo importantes como ferramentas adicionais para 0s
estudos fisioldgicos, patoldgicos e filogenéticos. Particularmente, observa-se

a importancia de estudos envolvendo as células enteroendécrinas, uma vez

65



gue o controle dos eventos secretores e motores envolvidos na digestao e
absorcéo dos nutrientes depende da acéo do sistema enddcrino.

Os estudos experimentais constituem passos essenciais para a
aplicacéo dos ensaios clinicos no ser humano e dependem, sobretudo, da
adequacdo experimental em animais. Varios autores tém realizado
pesquisas com essas espécies (CLEBIS, 2006; ROMANO et al., 2010;
FREITAS-RIBEIRO, 2011), no intuito de estudar a morfofisiologia intestinal e
ampliar o conhecimento sobre a adaptacdo e habitos de vida desses
animais.

Em vista da importancia do intestino delgado quanto a sua funcao
endocrina, ainda sdo poucos os trabalhos que abordam aspectos
morfolégicos do tubo digestivo de marsupiais (TAKAGI et al., 1990;
FONSECA et al., 1998; FONSECA et al., 2002a; CHRISTENSEN, 2003),
sendo a maioria referente ao pancreas e a mucosa gastrica (COUTINHO et
al.,, 1982; EDWIN, 1982; SOUZA et al.,, 1982; COUTINHO et al., 1984;
BARBOSA et al., 1984; KRAUSE et al., 1986; EDWIN, 1987; KRAUSE et al.,
1989; FONSECA et al., 2002b).

Ha evidéncias de que a morfologia do intestino delgado e a
distribuicAo de células enteroendocrinas podem variar em diferentes
espécies de animais (PORTELA-GOMES et al., 1984; VOLSKI et al., 1999).
Logo, o animal em estudo possui particular importancia na evolucdo dos
mamiferos por representar um elo de transicdo entre os Prototheria e os
Eutheria, podendo ser utilizado como bom modelo para estudos
comparativos entre as células enteroenddécrinas e a morfologia intestinal.

Nesse contexto, este estudo foi delineado para analisar e descrever a
morfologia intestinal, bem como a distribuicdo de células enteroenddcrinas
argiréfilas e argentafins nos trés segmentos (duodeno, jejuno e ileo) do

intestino delgado de gambés adultos Didelphis aurita.
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2. MATERIAL E METODOS

O material para estudo consistiu de sete exemplares de gambas
Didelphis aurita, machos, com peso médio de 1,03+0,14 kg. Os animais
foram considerados adultos (Figura 1) por possuirem denticdo completa,
segundo a classificacdo de Macedo et al. (2006), e devido ao seu peso, de

acordo com Dezonne et al. (1984).

Figura 1 — Imagem representativa da denticdo da arcada dentaria superior
do gamba D. aurita. A presenca dos dentes molar e pré-molar
indica um espécime adulto.
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Para sua captura foram usadas armadilhas tipo gancho, de 75x31x31
cm, utilizando como iscas banana e 6leo de figado de bacalhau. Os animais
permaneceram em cativeiro por um periodo de 24 a 48 h recebendo agua,
banana e ovo, de modo semelhante aos seus habitos alimentares naturais
(CARVALHO et al., 2005), até o dia da eutanasia. As capturas foram
autorizadas pelo IBAMA (Licenca n° 19555-1) e realizadas entre julho de
2009 e outubro de 2010, em pequena regido de mata situada no Museu de
Zoologia Jodo Moojen — Vila Gianetti, na Universidade Federal de Vigosa
(URV), em Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

Os procedimentos experimentais envolvendo os animais foram
submetidos & avaliacdo da Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria da UFV, sendo aprovado sob o Protocolo n”. 39/20009.

ApoOs a captura, ainda no interior da armadilhna os animais foram
anestesiados com Tiopental sédico a 30 mg/mL, na dose de 60 mg/kg, por
via intraperitoneal. Depois de os gambas terem sido retirados da gaiola, foi
feita a mensuracdo do seu comprimento snout-rump, ou apice caudal,
compreendido entre o apice do focinho e a base da cauda.

Os animais, sob anestesia, tiveram a cavidade abdominal aberta na
sua linha alba e o0s segmentos intestinais duodeno, jejuno e ileo,
identificados e delimitados por amarraduras com barbantes. A eutanasia foi
feita pela administracdo intracardiaca de cloreto de potassio 0,25%, em
funcdo do peso corporal. Os intestinos foram retirados e colocados sobre
uma calha, o que possibilitou sua mensuragcédo real com paquimetro, sem
gue houvesse distensdo dos segmentos.

Para o estudo histologico, foram coletados dois fragmentos de 1 cm
de comprimento (um entre o tergo inicial e 0 médio e outro entre o terco
meédio e o final) do duodeno, do jejuno e do ileo de cada animal, totalizando
seis fragmentos. Estes foram fixados em formol 10% tamponado,
desidratados em séries etilicas crescentes, diafanizados, incluidos em
parafina e seccionados na espessura de 4 um, em micrétomo rotativo
manual (modelo Leica, RM2155), com intervalo entre os cortes de 40 pum.

ApOs a retirada da parafina, as sec¢des histolégicas foram hidratadas
e coradas, segundo a técnica de Hematoxilina e Eosina (BANCROFT;
STEVENS, 1996), de Acridina Orange (BANCROFT; STEVENS, 1996), de
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Grimelius (GRIMELIUS, 1968) e de Masson-Fontana modificada (BARBOSA
et al., 1984). Cortes do pancreas de gambas foram utilizados como controle
positivo.

O processamento do material foi realizado no Laboratério de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral da UFV.

As células endocrinas argiréfilas e argentafins foram quantificadas em
10 campos aleatorios da tunica mucosa corada com Grimelius e Masson
Fontana, respectivamente, utilizando uma ocular de 10x e objetiva de 40x. A
contagem de células positivas foi estabelecida por unidade de area em pm?,
utilizando-se o software Image Pro-plus. A densidade final foi convertida
matematicamente em numero de células por milimetro quadrado.

A andlise do comprimento e da largura das vilosidades intestinais foi
realizada por meio de fotomicrografias de cortes histoldgicos corados com
Acridina Orange e observacdo em microscopia de fluorescéncia, obtidas
com objetiva de 4x. As fotomicrografias utilizadas na mensuracdo da
espessura da camada submucosa e das camadas muscular longitudinal e
circular foram obtidas de cortes corados pela técnica de Hematoxilina —
Eosina, sob objetiva de 20x.

A estimativa da densidade de superficie do epitélio intestinal (Figura 2)
foi realizada por meio de um sistema de teste (MANDARIM-DE-LACERDA,
2003), composto por 72 arcos cicloides com comprimento conhecido (11,34
um), contidos em uma area padronizada de 23x10° pm?. A densidade de
superficie do epitélio foi definida por meio da relagdo Sv:= 2xI/LT, conforme
descricédo a seguir:

e Sv =densidade de superficie do epitélio intestinal;
e | = arcos cicloides;
e LT =comprimento do arco; e

e : =valor estimado.
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Figura 2 — Sistema de teste utilizado na estimativa da densidade de
superficie do epitélio intestinal do gamba Didelphis aurita. O
asterisco indica ponto de intersecdo entre o arco cicloide e a
superficie do epitélio intestinal. Acridina Orange. Barra = 55 um.

Os processamentos dos fragmentos avaliados por microscopia de luz
foram realizados nos Laboratorios de Biologia Estrutural do Departamento
de Biologia Geral e de Histopatologia Veterinaria do Departamento de
Veterinaria da UFV.

Para a observacdo e captura de imagens das seccbes e a
quantificacdo de células enddcrinas argentafins e argirdfilas, foi utilizado o
fotomicroscopio de luz binocular marca OLYMPUS BX 60, com camara
digital Qcolor.3 (Olympus) acoplada, no Laboratério de Citogenética de
Insetos do Departamento de Biologia Geral da UFV.

2.1. Andlise Estatistica

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados
foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilk e pelo teste de Levene,

respectivamente. Uma vez ndo atendidos esses pressupostos e
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considerando o tamanho amostral, optou-se pela utilizacdo de testes né&o
paramétricos para a analise das medidas de tendéncia central e da
correlacdo entre as variaveis. Foi utilizado o teste Wilcoxon-Mann-Whitney
para testar a diferenca do numero de células enddcrinas argentafins e
argiréfilas por mm? nas regides 1 (entre o terco inicial e 0 médio) e 2 (entre o
terco médio e o final) de cada segmento do intestino (duodeno, jejuno e
ileo). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para testar a diferenca entre o
nimero de células endécrinas argentafins e o de argiréfilas por mm?, nos
trés segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), seguido da
comparacao multipla das médias dos valores ordenados.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados a 5% de
significancia (p<0,05), por meio do Statistical Package for the Social
Sciences software 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os dados da analise

estatistica descritiva foram expressos como média + desvio-padréo.
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3. RESULTADOS

As vilosidades intestinais dos gambas tém trés formas principais, com
alargamento do apice ou base, ou com espessura regular em toda a sua
extensdo. Uma caracteristica marcante observada no duodeno do intestino
delgado dos gambas foi a ocorréncia de possiveis vilosidades secundérias,
que se projetavam a partir de vilosidades primarias. De forma geral, essas
vilosidades secundarias apresentavam-se mais curtas do que as primarias
(Figura 3A).

Glandulas tubulares simples encontram-se dispostas na base da
mucosa (Figura 3B); em destaque, a borda estriada (Figura 3E). Em relac&o
aos aspectos histologicos, o intestino delgado apresentou em sua mucosa
(Figura 3C) tecido epitelial simples prismatico composto por células
absortivas, mucossecretoras  (Figura  3F), enteroenddcrinas e
indiferenciadas. A lamina prépria e a camada submucosa (Figura 3D) séo
formadas por tecido conjuntivo frouxo e tem grande quantidade de vasos
sanguineos e nucleos celulares tipicos de linfocitos.

A muscular da mucosa apresenta-se delgada (Figura 3D), limitando a
mucosa e a submucosa; a tunica muscular é formada por uma camada
muscular lisa interna disposta circularmente e por uma camada muscular lisa

externa disposta longitudinalmente (Figura 3D).
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Figura 3 — Parede intestinal do duodeno do gamba Didelphis aurita. (A)
Mucosa intestinal com vilosidades primarias (Vp) e secundarias
(Vs), Submucosa (Sm) (Acridina Orange). (B) Mucosa intestinal
com vilosidades e glandulas (Gl) (Acridina Orange). (C) Mucosa
intestinal (dupla seta) e células caliciformes (setas). (D) MM:
muscular da mucosa; Sm: submucosa; Mc: muscular circular; Ml:
muscular longitudinal; Se: serosa (Hematoxilina-Eosina). (E) Seta:
Detalhe da borda estriada (Acridina Orange). (F) Detalhe de
células caliciformes (Hematoxilina-Eosina).

A analise morfométrica da altura e largura das vilosidades intestinais
dos gambas D. aurita evidenciou diferencas significativas em funcédo dos
segmentos intestinais analisados (p<0,05) (Tabela 1). De acordo com a
comparacao multipla de médias ordenadas, a altura da vilosidade intestinal
no ileo foi menor que as do duodeno e jejuno. Ja a largura da vilosidade
intestinal do jejuno apresentou valor maior do que a do duodeno e do ileo.
Quanto a densidade de superficie de absor¢do do epitélio intestinal, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os segmentos (p>0,05)
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Altura e largura das vilosidades e densidade de superficie
epitelial nos segmentos do intestino delgado de gambas D. aurita
(n=7)*

Altura da Largura da Densidade de Superficie do

Vilosidade (um) Vilosidade (um)  Epitélio Intestinal (n / um)

Duodeno 400,09 +31,15% 216,25 +14,27% 46,32 +£5,81%
Jejuno 403,85 + 20,46 263,98 + 10,42° 49,18 + 4,62°
ileo 341,77 £15,28" 200,57 +11,96° 40,11 + 6,95

*Médias seguidas por letras iguais ha mesma coluna nao diferem entre si, pelo
teste de Kruskal-Wallis a 5%.

Na espessura da camada submucosa e da camada muscular
longitudinal ndo foram observadas diferencas significativas entre os
segmentos (p>0,05) (Tabela 2). Quanto a espessura da camada muscular
circular no intestino delgado dos gambés D. aurita, ela foi diferente em
funcdo dos segmentos analisados (p<0,05). De acordo com a comparacao
multipla de médias ordenadas, a espessura da camada muscular circular do

jejuno foi maior que a do ileo.

Tabela 2 — Espessuras das camadas submucosa, muscular circular e
muscular longitudinal nos segmentos intestinais do intestino
delgado de gambas D. aurita (n = 7)*

Espessura da Espessura da Espessura da Camada
Camada Camada Muscular P | tudinal
Submucosa Circular Muscular Longitudina
(um) (um) (Hm)
Duodeno 96,58 + 18,65 190,66 + 20,32%" 196,71 + 28,15°%
Jejuno 100,37 +£20,15% 219,40 +22,91° 217,34 + 25,18°
ileo 88,75+ 13,70° 174,20 +19,53" 161,37 +30,46°

*Médias seguidas por letras iguais nha mesma coluna nao diferem entre si, pelo
teste de Kruskal-Wallis a 5%.
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Para investigar a distribuicdo das células enteroenddcrinas no
intestino delgado, optou-se pela quantificacdo do numero total e do
percentual de células por unidade de area (mm2 em cada segmento
intestinal. Foram quantificadas no duodeno dos gambas D. aurita adultos um
total de 908 células endocrinas, sendo 36% argentafins e 64% argiréfilas. Na
amostra do jejuno, foram observadas 876 células enddcrinas, sendo 37%
argentafins e 63% argirofilas. O ileo foi 0 segmento com menor namero total
de células enddcrinas quantificadas (756), sendo 33% argentafins e 67%
argirofilas, na amostra analisada (Figura 4).

75+ *

*

AG AF AG AF AG AF
Duodeno Jejuno lleo

Figura 4 — Proporcdo de células argentafins (AG) e argirofilas (AF)
observadas em diferentes segmentos do intestino delgado de
gambés D. aurita (n = 7). Dados expressos em média e desvio-
padrdo. * Indica diferenca estatistica entre os tipos celulares do
mesmo segmento intestinal, p<0,05. Teste Wilcoxon-Mann-
Whitney.

Células endocrinas argirofilas e argentafins (Figura 5) foram
observadas difusamente ao longo do epitélio intestinal, com maior
concentracdo nas criptas e reducdo nas vilosidades. Essas células se
caracterizam pela presenca de granulos secretores e pela forma de

alongada a piramidal.
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Figura 5 — Mucosa intestinal do gamba Didelphis aurita. A — Células
endocrinas argentafins. Masson-Fontana. B — Células enddcrinas
argiréfilas. Grimelius. C e D — Detalhe das células em A e B,
respectivamente.

N&o foram observadas diferencas significativas no numero de células
endécrinas argiréfilas e argentafins por mm? (Tabela 3), em funcao da regi&o
(terco inicial-médio x terco médio-final) dentro de cada segmento intestinal
de gambas D. aurita (p>0,05).

No que diz respeito a distribuicdo do numero de células argentafins e
argiréfilas por mm? (Tabela 4), ndo foram observadas diferencas

significativas entre os trés segmentos intestinais analisados (p>0,05).
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Tabela 3 — NUmero de células endécrinas argentafins e argiréfilas por mm?
das regides proximal e distal da camada mucosa do duodeno,
jejuno e ileo de gambas D. aurita (n = 7)

Segmento . . o
_ Regido Argentafins Argirdfilas
Intestinal
Terco Inicial-Médio 24,1+59°% 25,6 +5,0°
Duodeno o
Terco Médio-Final 23,3+11,2° 27,7+7,4%
_ Tergo Inicial-Médio 23,8+75% 249+6,4°
Jejuno o
Terco Médio-Final 23,2+8,0° 29,1+16,4°
i Terco Inicial-Médio 19,1+6,82 27,7+24,1°
eo
Terco Médio-Final 16,0+7,22 24,5+14,0°

Dados expressos em média e desvio-padrdo. *“Médias seguidas por letras iguais na mesma
coluna, dentro de cada segmento, ndo diferem entre si, pelo teste de Wilcoxon-Mann-

Whitney a 5%,

Tabela 4 — Numero de células enddcrinas argentafins e argiréfilas por mm?,
em diferentes segmentos do intestino delgado de gambéas D.

aurita (n =7)
Células Endocrinas Duodeno Jejuno fleo
Argentafins 23,7+8,6° 235+7,4°% 17,6 +6,92
Argirofilas 26,7+6,2° 27,1+12,1° 26,1+19,12

Dados expressos em média e desvio-padrdo. *Médias seguidas por letras iguais na
mesma linha nao diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%,
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4. DISCUSSAO

Conforme os resultados, a camada muscular circular do jejuno
apresenta-se mais espessa que a do ileo, provavelmente devido as
diferencas dos padrdes de contracdo durante o peristaltismo da regido
proximal para a distal do intestino delgado (JOHNSON, 2007).

A altura das vilosidades diminuiu no sentido caudal. Dados
semelhantes foram observados por Velasquez et al. (2001) em capivaras
adultas.

A medida da superficie absortiva intestinal realizada no estudo atual
por meio dos arcos cicloides ndo mostrou diferencas entre as regides do
intestino delgado do gamba D. aurita. Isso se deve, provavelmente, ao fato
de que os animais tiveram mantidas as suas dietas alimentares, embora
tenham ocorrido variagdes de formas, alturas e espessuras entre as
vilosidades. Segundo Nascimento (2009), as mudancas nos padrdoes de
composicao da dieta alteram a area de superficie do 6rgdo — associado ao
jejum alimentar.

Ribeiro Jr. et al. (1987), em estudo experimental do epitélio do
intestino delgado em ratos com desnutricdo proteico-energética, constataram
reducdo da superficie absortiva jejunal, onde nao havia alteracéo
evidenciada da altura das vilosidades.

Neste trabalho, detectou-se que as células argiréfilas sdo mais

numerosas em relacdo as argentafins, em funcdo de que a técnica de
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Grimelius cora quase todas as células enteroenddcrinas do trato
gastrointestinal. Conforme Santos e Zucoloto (1996), as células produtoras
de serotonina sdo argentafins e constituem a populacdo predominante do
sistema de células enddcrinas do aparelho digestorio.

O padrao de distribuicdo das células enteroendocrinas argirofilas e
argentafins apresentado pelos gambas Didelphis aurita foi coerente em
relacdo ao encontrado por Takagi et al. (1990) em um estudo do intestino
delgado de oito espécies de marsupiais. Essas caracteristicas séo
compartilhadas com as de Coutinho et al. (1984), Bjorn et al. (2006), Portela-
Gomes et al. (1984) e Freitas-Ribeiro et al. (2011).

As células argiréfilas e argentafins apresentadas nesta pesquisa se
caracterizam por sua conformacdo piramidal e ndcleo ovoide, por serem
classificadas como dos tipos fechado ou aberto, apresentarem aspecto
granular e terem concentracdo e localizacdo preferencialmente nas
glandulas intestinais (de Lieberkiihn), como verificado por Krause e Yamada
(1985).

Segundo Krause et al. (1986), o intestino do gamba apresenta
caracteristicas semelhantes as do pancreas, no que diz respeito a presenca
de células produtoras de hormdnios. No intestino delgado do gamba D.
aurita, de fato, foram identificadas células argirofilas e argentafins que
armazenam granulos citoplasmaticos, podendo ter um possivel mecanismo
paracrino, autécrino e enddcrino.

De acordo com Santos e Zucoloto (1996), uma das principais funcdes
das células enteroendocrinas esta relacionada com a regulacao local dos
tecidos e 6rgdos, que se adaptam a secrecdo e motilidade do aparelho
digestério. Logo, a presenca observada de células argentafins no duodeno
de D. aurita esta relacionada com a importancia desse segmento para as
funcdes gastrointestinais.

Uma das principais funcbes das células enteroenddcrinas esta
relacionada com a regulagdo local dos tecidos e 6rgdos quanto a sua
secrecdo e motilidade, provavelmente podendo ser influenciadas pela
grande concentracao de células argiréfilas e argentafins no duodeno e no

jejuno.
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5. CONCLUSAO

O intestino delgado do gamba D. aurita adulto apresentou grande
concentracdo de células argentafins e argiréfilas nas glandulas intestinais
(de Liberkiihn). Essas células enddcrinas se caracterizam pela presenca de
granulos secretores, pela morfologia piramidal alongada e pelo nucleo
ovoide. Foi quantificado o maior nimero de células argiréfilas por mm? do
que argentafins; e o ileo foi 0 segmento com menor numero total de células
enddcrinas. A altura da vilosidade intestinal no ileo foi menor quando
comparada com a do duodeno e jejuno. Ja a largura da vilosidade intestinal
do jejuno apresentou valor maior do que a do duodeno e do ileo. A
densidade de area de absorcdo do epitélio intestinal dos gambas D. aurita
adultos ndo variou entre os segmentos. A espessura da camada muscular
circular do jejuno foi maior do que a do ileo, e as demais comparac¢des nao
apresentaram diferencas morfolégicas. Além disso, a espessura da camada

muscular longitudinal foi semelhante entre os segmentos.
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3. CONCLUSOES GERAIS

O intestino delgado do gamba adulto D. aurita apresentou diferengas na
distribuicdo das células imunorreativas a insulina (IRI), sendo elas difusas
ao longo do epitélio intestinal, com maior concentracdo nas criptas (de
Lieberkiihn). Verificou-se que o nimero de células IRI, por mm?, no
duodeno e no jejuno foi maior do que no ileo.

Os resultados encontrados sugerem que as técnicas de desplastificacao
e imunocitoquimica podem ser consideradas ferramentas importantes no
estudo ultraestrutural das células produtoras de insulina no intestino
delgado do gamba D. aurita adulto. Isso especialmente para melhor
caracterizacdo da morfologia dos granulos secretores e evitar a técnica
de imunogold, que seria mais dispendiosa.

Tais células apresentaram acumulo de granulos secretores maduros e
imaturos, morfologia com aspecto piramidal e do tipo fechado. Os
granulos mostraram formatos arredondados, de tamanhos variados,
conteudo central eletrodenso intenso a moderado, regido periférica
eletrollcida, majoritariamente distribuidos no citoplasma marginal e
envolvidos por membrana plasmatica.

Verificou-se morfologia similar as das células beta do péncreas, assim
como ndo houve duvidas quanto a sua localizagdo e possivel atividade
paracrina. A biogénese dos granulos insulinicos e a sua classificacéo,

bem como a atividade fisiolégica em regides produtoras de insulina, sao
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areas de investigagdo continua no controle do diabetes e de outras
patologias.

Os niveis de insulina encontrados nos gambas D. aurita foram inferiores
aos observados em outros mamiferos e humanos. Os resultados em
relacdo a insulinemia, na espécie estudada, sugerem a manutencéo da
homeostasia da glicose, mediante a atividade secretora insulinica
extrapancreética.

O intestino delgado do gamba D. aurita adulto apresentou grande
concentracdo de células argentafins e argiréfilas nas glandulas intestinais
(de Liberkiihn). Foi quantificado maior nimero de células argiréfilas por
mm? do que argentafins, e o ileo foi o0 segmento com menor niimero total
de células enddcrinas quantificadas. A morfologia no intestino delgado
quanto a altura da vilosidade intestinal no ileo foi menor quando
comparada com as do duodeno e do jejuno. Ja a largura da vilosidade
intestinal do jejuno apresentou valor maior do que a do duodeno e do
ileo. A densidade de area de absorcéo do epitélio intestinal dos gambas
D. aurita adultos ndo variou entre os segmentos. A espessura da
camada muscular circular do jejuno foi maior do que a do ileo, e as

demais comparacdes ndo apresentaram diferencas morfologicas.
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